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Introduction
p. | ~ 10éme ligne avant la fin, lire : "... de nombreux facteurs (sexe -
taille - 3ge ...) ..."
CHAPITRE 1
p. 3 - 7éme ligne, lire“ ... un premier rapport : (ADELFA : Association..."”
p- 5 - lire "... afin de compléter 1'inventaire des maladies des poissons
sur le littoral ..."
p- 3~ § 2,3¢eme ligne avant la fin, lire "jusqu'a 6 milles au large"
p.- 7 - § 4 lire "...deux échantillonnages..."

"

12 - 28me ligne, lire "... rejetaient systématiquement a la mer..."

CHAPITRE II

32 - § 1.4 lire "... sont &galement rejetés..."

32 - § 1.5, 6éme ligne lire " .. Pour ces deux derniéres zones...’

36 - Les données utilisées pour cette figure proviennent du Réseau
National d'Observaticn de la qualité du milieu marin.

\J

42 ~ t6eme ligne - lire "...polluants, dont la diversité..."

42 - 18&me ligne ~ lire "... les déchets sont rejetés au large..."

47 ~ § 5.1.1. ~ 7éme ligne - lire "... la croissance et de 1'ossification...'
51 - 20éme ligne - lire "...Une réduction de 38 7 de 1'hématocrite..."

53 ~ derniére lignme avant 5.2.3. lire "... de 1'hématocrite des poissons

marins."”

CHAPITRE III

P
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73 - 8éme ligne avant la fin - lire "... qui n'est pas retrouvée..."

75 - lire "...les différences entre les branchies des poissons sains...'

76 - lire "...les différences entre les foies des poissons sains..."

78 ~ § 5.1.2. -~ 108me ligne - lire "...dixiéme..."

84 - 5&me ligne, "
de mer est de 0.003 ppm * 0.001 (bacs témoins ...

91 - 1léme ligne "... Néanmoins la concentration de cet &lément dans
cet organe n'apparalt pas corrélée avec celle détectée dans le
foie ou les reins."

"

CHAPITRE IV
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108 - 98me ligne "... les avis des auteurs divergentpour certains,...”

112 - 8éme ligne lire "..,les auteurs 3 leur attribuer..."

114 - dernidre ligne, lire "... pendant 15 mn 3 + 4° C..."

118 - § 1.3.5. -~ derniére ligne - lire "... soumises..."

120 - 9¢éme ligne - lire "... acide chlorhydrique..."

139 - lLes données des analyses d'acides aminés du foie de flet et
du foie de 1l'anguille (1) sont inversées.

141 - § 3.1. - 1ére ligne - lire "... 3 254 om..."

144 - Fig. 40 - lire " --= Zn ; —— Cu"

(4]

148 - 5&me ligne - lire "... les valeurs (Tableau 23) sont trés nettement

-

supérieures 3 celles des poissons témoins (Tableau 22)..."

149 -~ Tableau 23 - pour t = | jour lire “Cu = 81,9 Z"
7% relatif au contenu en métal de 1l'extrait soluble.
153 ~ 1B&me ligne ~ lire "
la fraction métallothionéine des poissons contaminés par 10 ppm

de CdClz."

...la teneur en plomb naturellement présent dans 1'eau

... Mais la quantité de cadmium augmente dans

1



p. 159 - Fig. 47 : lire " ==~ Zn , — Cu"
p. 161 ~ Tableau 24 ~ lire t = O ; Poissons témoins.

CONCLUSION
p. 172 - dernier paragraphe - lire '"... L'examen des relevés des teneurs
en polluants tels le cuivre, le zinc et le cadmium montre une
tendance 3 1'augmentation sur le littoral de Calais a Dunkerque'.

"

ANNEXES
Annexe 4 : lire
’ My - Mz‘
.
+
NN

lire : WELSCH, 1949 (Communication personnelle de S. FRONTIER)

Utte)
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INTRODUCTION

Depuis plusieurs années,la présence d'ulcérations tégumentaires
sur les poissons péchés sur le littoral francais suscite 1'inquidtude
des pécheurs,.Nous avons &tudié la répartition des poissons "nécrosés"
sur le littoral de Calais 3 Dunkerque en répertoriant les différents
types de maladies,Nous avons également effectué 3 cet effet,une campagne
océanographique 3 bord du navire oc@anographique Cryos.

les zones de péche de poissons malades sont des zones de rejets
industriels : nous avoms donc effectué un bilan de la pollutiom par
les métaux lourds sur le littoral de Calais & Dunkerque en considérant
les industries responsables de ces rejets.

Parmi les substances polluantes,certains métaux traces,qu’'ils soient
biologiquement essentiels (Cu,Zn,...) ou ton (Cd,Hg,Pb,...) sont 3 des
concentrations relativement proches de leurs teneurs normales,mais
peuvent &tre toxiques pour certains compartiments du milieu marin.

Trois analyses ont &té r8alisdes :1a mesure directe de la concentra-
-tion en métaux lourds dans l'eau de mer,celle du contenu en métal des
sédiments,et enfin la concentration dans les organismes vivants en nous
intéressant plus particulidrement au flet (Platichtys flesus),poisson
plat abondant sur le littoral.Les mesures de la teneur en polluants
des organismes marins sont essentiellement effectuées sur des Lamelli=-.
branches.Il nous a paru intéressant de préciser la concentration des
métaux lourds dans les différents organes du flet,espéce qui présente
de nombreuses ulcérations tégumentaires.Plusieurs &tudes ont démontré
que la teneur en métaux lourds des organismes vivants variait en
fonction de nombreux paramétres.

Nous avons donc recherché les variations induites par la taille,
le sexe,la saison et le lieu de pi8che sur le flet.

Comme certains métaux sont responsables de phénoménes de toxicité
importants en raison de leur accumulation dans la matidre vivante,
nous avons réalisé des intoxications expérimentales chez le flet,
par le zinc,le cadmium et le plomb,qui sont des métaux présents en
grande quantit@ sur le littoral de Calais i Dunkerque.

Nous avons précisé la cinétique d'accumulation de ces polluants

dans les différents organes du flet ainsi que les interférences



pouvant exister entre le métabolisme des diff&rents métaux.

Les organismes vivants poss@dent des syst@mes de détoxification
variés,qu'ils utilisent face 3 des contaminations naturelles ou
expérimentales.Les métallothionéines constituent un de ces mécanismes.,

Nous avons donc recherché la présence de ces protéines lors
d'intoxications expérimentales par le plomb,le cadmium et le zinc dans
le foie des flets,en comparant les résultats avec des poissons chalutés
dans différentes zones:la zone d'Hardelot considérée comme zone témoin

"saine" et la zone de Calais i Dunkerque ,polluée,
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CHAPITRE I

BILAN DES RECHERCHES CONCERNANT L'ETUDE DES ULCERATIONS DES POISSONS
DU LITTORAL NORD - PAS-DE-CALAIS (1978/1982)

I - INTRODUCTION

Depuis plusieurs années la présence d'ulcérations affectant
les poissons péchés dans les eaux cO8tiéres de différents pays, suscite
1'inquiétude et fait l'objet de programmes d'&tudes internationaux (C.I.E.M.,
Conseil International pour l'exploration des Mers). Groupe d'Etudes sur la

pathologie des organismes marins ; Campagnes internationales de Péches.

En France, la situation est préoccupante en de nombreux points
du littoral. Dans la région Nord - Pas-de—-Calais, un premier rapport de
1'ADELFA (Association de Défense de l'Environnement du Littoral Flandres
Artois) fut remis au tribunal de\Boulogne—sur—mer, suite 3 une plainte
déposée par les pécheurs de Grand Fort Philippe (RICHARD, DURCHON,

VANDORPE, 1975).

La méme année, le syndicat des pé&cheurs du Havre et les pécheurs
de Corse entamaient les mémes dé&marches suite aux pollutions par les boues
rouges et les phosphogypses en Baie de Seine et en Méditerranée (Voix du
Nord, 3! janvier 1979 ; Le Monde, 31 janvier 1979 ; VIALE, 1974). Ces
observations ont conduit le C.N.E.X.0. en 1977, 3 entreprendre une &tude
pluridisciplinaire des lésions des poissons et mammiféres marins.

(Fig. 1 : répartition des zones 3 ''mécroses' sur le littoral frangais).

Vingt laboratoires frangais ont participé a cette étude. Le
travail dévolu 3 la Station Marine de Wimereux s'est déroulé en deux
&étapes. La premidre phase, r@alisée par deux &quipes successives (RICHARD
et al., 1977 et 1979), comportait une enquéte rétrospective auprés des
pécheurs, sur une zone alilant du Tréport & Dunkerque, une étude des
chalutages avec dé&termination du pourcentage de poissons atteints d'ul-

cérations et une description anatomique de ces lésions. Des prél&vements
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Réseau de collecte du matéariel biologique sur le littoral francais

Fig. 1 :
{NOUNOU et al, 1980)
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étaient également effectués 3 des fins d'analyses anatomo-pathologiques
et confiés au laboratoire d'Anatomo- pathologie de 1'Hopital St Antoine
(Professeur ORCEL), ou cytologiques, transmises au laboratoire d'histo-—

physiologie Fondamentale et appliquée (Professeur MARTOJA).

La deuxiéme phase avait pour but de confirmer la proportion
de poissons 1ésés sur le littoral francais. Des essais de toxicité de
produits chimiques ou autres polluants, en laboratoire, devaient per-
mettre d'infirmer ou de confirmer les hypothéses avancées, quant i leur
r3le pathogéne. Le travail de la Station Marine fut alors de poursuivre
les recensements de poissons nécrosés ainsi que les préldvements d'échan-
tillons, afin de compléter les maladies des poissons sur le littoral

(DELVAL, 1982).

IT - ENQUETE AUPRES DES PECHEURS

Le phénoméne des '"'Nécroses' est essentiellement c8tier, et
atteint particuliérement des poissons sédentaires et adultes. La limande
est fréquemment endommagée, alors que la limande-sole, qui vit plus au
large est indemne.

Des pécheurs ont 8galement signalé 1l'apparition de morues malades en
hiver, lorsqu'elles arrivent 3 la cBte pour se nourrir. D'autres, ont
observé une périodicitd du phénoméne ; les limandes seraient plus touchées
en Mai (jusqu'au quart des prises) que pendant le reste de 1l'année, et

les soles nécrosées sont capturées prés de la cSte (RICHARD et al., 1977).

Quant aux causes de ces lésions, les pécheurs sont unanimes,
ils &voquent les rejets urbains et industriels ainsi que les pollutions
diverses.

En fait, 1l semble que le Sud de la Mer du Nord et les zones situées 3
proximité des centres urbains cdtiers telles que

- 1'Est de la ville de Calais

~ Gravelines (jusqu'd 6 miles au large)

- L'estuaire de la Tamise

-~ La Baie de Somme -

soient les plus touchées.



D'autres sites occasionnels de nécroses ont &galement &té mis
en évidence (Sandettie, Bassurelle, Vergoyer), c'est ynp fait que les
zones incriminées sont celles od se dispersent les polluants.

D'aprés cette enquéte, il apparalt que le nombre de poissons
nécrosés est plus important dans la région du littoral compris entre
Calais et Dunkerque. Cette zone a donc fait 1l'objet d'une prospection
plus intense. Toutefois i titre de comparaison, quelques chalutages

ont été effectués plus au sud vers Hardelot.

IIT1 - PRESENTATION DE LA ZONE ETUDIEE

Elle est situde entre 51° et 51° 05 de latitude Nord et entre
1°55 et 2°15 de longitude Est, et a une superficie d'une cinquantaine

-

de kilométres carrés.Le courant de flot porte 3 1'E.N.E. et le jusant
d 1'W.S.W. Le flot est plus court que le jusant mais a une intensité
supérieure. Les fonds sont au maximum de 40 mé&tres (SHOM n° 550). Les
chalutages ont &té effectués 3 la cOte sur des fonds de 10 3 |5 métres,
et au large sur des fonds de 25 3 30 métres.
Les faciés granulométriques constituant cette zone, ont &té
divisés en 4 groupes (SMIGIELSKI, 1976)
- 1 Sables purs légérement envasés.
- 2 Sables coquilliers qui forment une série de ridens alternés
avec des souilles (faciés 3).

"Souilles" de sé&diments hétérogdnes envasés.

Lo

- 4 Zones de vase pure i Abra alba, aux abords de Calais et
au large du Feu de Walde.

La zone de chalutage correspond essentiellement au type 4. Cette zone
est caractérisée-par la présence d'un peuplement 3 Abra alba (DEWARUMEZ
et al., 1976), qui constitue 1l'essentiel du régime alimentaire du flet
(Platichtys flesus) avec le polychéte Lanice conchilega (DELVAL, 1982).
On sait également que la nature et la granulométrie des s&diments sont
importantes puisqu'elles conditionnent la rétention des mé&taux. Dans
cette zone les couches superficielles riches en fractions fines, sont

trés chargées en métaux (SMIGIELSKI, 1978).



IV - ETUDE DES CHALUTAGES

4,. Prélévements

Depuis 1978, 62 chalutages ont été effectués entre Calais
et Dunkerque. L'embarquement 3 bord des chalutiers professionnels
nous a permis de participer & la totalité du tri du poisson, chaque
animal 1ésé& (lésion visible 3 1'oceil nu) était alors répertorié (fiche
de renseignements, Annexe I). Chaque poisson nécrosé est autopsié,
et des fragments de lésion sont fixE&s et envoyés pour des &tudes
cytologiques et anatomo pathologiques aux laboratoires associés

(NOUNOU et al., 1980).

4,2,1. = Variation du tonnage entre 1978 et 1982

D A R I R B R R S Y o 08 a0 e 0 s e

En 5 ans les trois équipes travaillant dans le cadre des
contrats n'ont pas nécessairement récolté les mémes espéces de poissons.
En effet le nombre et le mode de chalutage varient d'une année 3 1'autre.
La saison de péche des morues est hivernale. Deux &chantillonages ont
8té réalisés au cours des hivers 76 et 80 lors de la premiére phase,
contre un seul en 1981. La quantité de morues péchées lors de la 2&me
phase est donc moindre. Il en est de méme pour les limandes et les
carrelets. Le tonnage des tacauds de 1981/1982 n'a pas été évaluéd, les
pécheurs les rejetant systématiquement. (tableau 1).

L'attention particuliére que nous avons porté au flet
(Platichtys flesus) et le tonnage important péché en 1981/82, s'expliquent

par le pourcentage &levé de '"nécrosés' dans cette espéce. Ce poisson
n'est pas commercialisé sur le littoral francais, mais sur celui de
la Mer du Nord, les individus de taille inférieure 3 35 cm sont rejetés,

les autres étant conservés puis vendus 3 quai.

4,2.2,- Répartition des traits de chalut

@ 2 8 2 8 ¢ s 4 4 s e s s e s e s e e e s 60 s e

En 1978/80, on distingue 3 zones de péche de poissons nécrosés
au large de Calais Dunkerque :
1 - Le haut fond de Gravelines
2 - En bordure du chenal d'entrée de Dunkerque Est
3 - A la c3te entre le Feu de Walde et 1'avant port Ouest de

Dunkerque.
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La zone n° 2 n'a pas Eété prospectée en 81/82, les pécheurs ne
fréquentant plus. Il ne semble pas y avoir de différences quant au
taux de poissons nécrosés entre les deux autres zomes. (Fig. 2).
Quelques traits représentés pour le flet sont

exempts de poissons nécrosés. Il a paru intéreésant d'effectuer des
chalutages plus au large afin de confirmer ou, infirmer, la thése
des pécheurs concernant la dispersion des poissons nécrosés en mer.
Cet objectif a été réalisé lors des campagnes océanographiques en-
treprises par le C.N.E.X.0. (cf. paragraphe 3).

4,2.3, Pourcentage et répartition deq poissons nécrosés par espéce

------------------------------------ D I I I I

(tableau n°2)

En 1978/1980, 70 poissons malades ont &té recensés, dont

57,1 %2 de flets, et 17,1 % de morues. L'esp@ce qui représente le
pourcentage intrinsé&que de nécroses le plus élevé =st le flet (2,7 %),
ce qui représente 0,10 7 du poids total de la péche, les morues nécro-
sées représentant 0,46 7 de ce méme poids. Aucune alose ou chinchard,
n'ont été recensés lors de ces chalutages. Le poids brut de 1'ensemble
des poissons nécrosés représente 0,62 7 du poids total de péche toutes
espéces confondues.

En 1981/1982, 221 poissons malades ont é&té répertoriés dont

1

86,4 7 de flets. Ce pourcentage assez €levé, peut &:ire 1ié 3 1l'attention
particuliére que nous avons porté 3 cette espéce, toutefois il faut

noter que 3,7 % des flets sont atteints de nécroses et qu'ils représentent
0,62 Z du poids total de péche ; 1la morue, quant 3 elle représente 0,34 7
de ce méme poids. L'alose qui n'avait pas été péché en 1979, semble trés
touchée en 1981 (4,2 7 pondéral de poissons affectés). Aucune conclusion
ne peut cependant €tre envisagée, le nombre péché& étant trds faible.
Aucun merlan et aucune sole nécrosés n'ont &té péchés en 1981/1982.

Le petit nombre de chalutages effectués sur le littoral c'Hardelot n'a
pas apporté de données supplémentaires, mais cette zone ne semble pas
exempte de poissons nécrosés (5 flets, | morue, 2 tacauds).

Apreés avoir comparé les pourcentages pondéraux des poissons nécrosés par
espéce, nous pouvons constater que seuls le flet et la limande semblent
les plus touchés en 1981, respectivement de 2,7 7 3 3,7 7Z et de 0,21 7%

2 0,31 %Z). Le pourcentage total de poissons nécrosés, dans 1l'ensemble

des péches, a évolué de 0,62 7 en 1978 3 1 7 en 1982.



TABLEAU 2

: REPARTITION PAR ESPECE
DES POISSONS NECROSES RECOLTES DE

)
/@

.
LILLE

1379 A 1982

Nombre de
Poissons nécrosés

Pourcentage des
Poissons nécrosés
par rapport au
nombre total de
Poissons nécrosés

N
Pourcentage

pondéral des
poissons nécrosés

par rapport

d 1'espéce

Pourcentage
pondéral des
poissons nécrosés
par rapport au
poids total des

Pourcentage
pondéral des
poissons nécrosés
par rapport &
1'ensemble de

poissons nécrosés la peéche
79/80 81/82 79/80 81/82 79/80 81/82 79/80 81/82 79/80 81/82
Flets 40 191 57,1 86,4 2,7 3,7 16,8 61,7 0,10 0,62
Morues 12 8 17,1 3,6 1,13 1 74,6 33,8 0,46 0,34
Carrelets 6 8 8,6 3,6 0,14 0,11 3,9 1,2 0,02 0,012
Limandes 6 7 8,6 3,2 0,21 0,31 2,3 0,8 0,01 0,008
Soles 3 - 4,3 - 0,18 - 1,4 - 0,009 | -
Merlans 2 - 2,9 - 0,02 - 0,7 - 0,004 -
Tacauds 1 3 1,4 1,4 (*) (*) 0,3 1,2 0,009 -
Aloses - 2 - 0,9 - 4,20) - 0,9 - 0,008
Chinchards - 2 - 0,9 - 0,30 - 0,3 - -
TOTAL 70 221 0,62 1

(*)Le pourcentage pondéral des tacauds péchés ne peut &tre pris en compte,

les rejettant a4 la mer systématiquement.

( )Pourcentage non interprétable, le nombre d'individus &tant trop réduit.

les peécheurs
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Au début pour ne pas perdre leur clienté@le, les pécheurs de Grand-Fort-
Philippe rejetaient systématiquemeﬁt les poissons 1l&sés. Mais 1'é&tonne-
ment fit place 3 l'inquiétude quand les espéces d'importance &ccnomique
telles que la morue ou la limande, apparurent endommagées ; la situation
étant moins catastrophique lorsque les espéces atteintes ont peu de
valeur commerciale (flet, tacaud). L'augmentation de la quantité de
poissons nécrosés 3 Grand Fort, se traduisit par une mévente & quai,
la clientéle ne voulant plus acheter des poissons provenant de cette

zone (FOURNIER, marin-pécheur - communication personnelle).

4.2.4. Répartition des nécroses en fonction de la taille des flets

LI R I L R I B R R S I S R P I I R I R R S R N R R R B S P AR P}

Le flet est le plus atteint par les ulcérations sur le littoral
de Calais 3 Dunkerque.
I1 se reproduit dans les eaux cOtiéres vers le mois de janvier (DESMARCHELIE
1982). Les jeunes remontent ensuite dans les estuaires ol ils passent
leur premiére année (Mc CURDY, en 1977, a noté la présence d'un flet
3 plus de 70 km de 1l'embouchure d'une riviére irlandaise) (in SMIGIELSKI,
1976). Passé 1'age de un an, ils redescendent alors en mer pour vivre
sur des fonds vaseux ; les poissons chalutés ont donc au moins un an.
L'étude biométrique de la répartition des nécroses en fcnction de la
taille des flets (DESMARCHELIER, 1984), a montrd qu'aucune lé&sion
n'existait chez des poissons de mcins de 18 cm. Les flets de 25 3 30 cm
sont atteints dans une proportion de plus de 10 %, et jusqu'd 35 7%
pour les individus de 35 & 40 cm, ce qui correspond 3 des poissons 3gés
de 4 3 5 ans. Le maximum de flets nécrosés se situe dans cette derniére
classe, et il semblerait que passé ce stade, les poissons malades dis-
paraissent des récoltes. Cette disparition pourrailt &tre attribuée &
1'évolution de la nécrose, qui atteindrait alors un seuil 1étal (affai-

blissement du poisson).

V - DESCRIPTION DES LESIONS

5.1. Anomalies pigmentaires

Trois groupes d'anomalies pigmentaires peuvent exister :
l'albinisme, total ou partiel ; et le mélanisme.
Lors de notre échantillonnage nous avouns pu observer sur de nombreux

poissons plats des taches pigmentaires plus visibles sur la face aveugle.



BRIGGS en 1977, a observé un flet pigmenté de maniére uniforme sur les
deux faces. Il s'agit d'un trouble du métabolisme des cellules qui
élaborent les pigments, et plusieurs hypothéses sont &émises pour 1'inter-
prétation de ce type de lésions ; soit la perte de la vision ; soit

les pesticides tels que l'atrazine (WALSH, 1975). Cette anomalie n'est

toutefois pas létale pour le poisson.

5.2, Lymphocystis

Cette maladie est une affection d'origine virale touchant
particuliérement les poissons plats. On 1l'a observé pour la premiére
fois en 1874 (LOWE,in SINDERMANN, 1970) sur un flet. Elle se présente
sous forme de kystes de | & 2 mm de diamétre, leur concentration peut
atteindre une surface de plusieurs cmz, ou former une tumeur pédonculée (Photo 1).
Les granules sont présents indépendamment sur les deux faces du poisson,
avec une dominance au niveau des nageoires caudales et aﬁales et de 1'anus.
La transmission de la maladie paralt &tre de nature vénérienne (ROBERTS
et BULLOCK, 1976). Les plies (Pleuronectes platessa) et les soles (Solea
solea) sont rarement atteintes. En Mer du Nord, le long du littoral
allemand, la limande (Limanda limanda) est trés affectée. (Campagne de
1'Anton Dohrn {(C.I.E.M. P8che) 1984).* Cette maladie a &té &galement
signalée en d'autres lieux et toujours sur des poissons plats, en mer
de Béring (ALPERS, 1977) ; dans le golfe de Californie et le golfe de
Panama (Mc COSKER et NIGRELLI, 1977).
Sur le littoral de Calais & Dunkerque, seul le flet est atteint par ces
lésions. L'infection n'est pas létale, mais elle peut altérer la nage

du poisson et ainsi le rendre plus vulnérable aux prédateurs.

Les pertes de substances concernent les érosions tégumentaires

ou '"Nécroses', et la maladie des nageoires ou ''Fin Rot Disease'.

La ndcrose est une atteinte externe de 1'épiderme, du derme

et des tissus sous jacents (muscles, squelette). Il est parfois difficile

*
Compte-tenu de la vaste répartition géographique de la limande, il est
préconisé de la considérer comme un indicateur biologique de qualité.

(CIEM, 1984).



de distinguer les atteintes typiques des ulcérations, des alté@rations
dues aux chalutages. (Communication personnelle de Stig MELLEGAARD,
campagne de 1l'Anton Dohrn, 1984).
L'épiderme des poissons est peu kératinisé&, il est donc tr&s délicat
et sensible aux atteintes du milieu extérieur. L'étude histologique
entreprise par le Professeur ORCEL (1980) nous a permis de distinguer
quatre stades principaux dans ces lésions. Cette classification est
basée sur 1l'aspect lésionnel prédominant, car il existe de nombreux
cas intermédiaires
- Stade pré-ulcéreux : il y a congestion et fragilisation de l'épiderme,
avec présence de micro hémorragies et de pétéchies, indépendantes
de la présence de parasites et d'ulcérations.
- Ulcérations 3 prédominance congestive et hémorragique.

La premiére phase est une phase de prolifération. L'épiderme
est atteint, 11 ne subsiste qu'au bord de la lésion. Les contours de
celle~-ci sont peu nets et l'interprétation est difficile : s'agit-il
d'un début de 1lésion ou d'une cicatrisation ?

La lésion devient ensuite trés hémorragique, de couleur rouge-brun,

et de limite trés nette. (Photo [). L'atteinte due & des copépodes tels
que Lepeophtiwus pectoralis peut présenter un tel aspect.

. = Ulcérations avec granulome

Le granulome est un tissu pathologique comnstitué de cellules sanguines

et de tissu conjonctif, douées de propriétés phagocytaires (NOUNOU et al.,
1980). Les pertes de substances et les ulcérations sont importantes et
profondes. Le derme compact est atteint et les &cailles périphériques

ont disparu. Les myotomes peuvent &tre atteints jusqu'a 5 ou 6 mm de
profondeur. Il y a ensuite une réaction inflammatoire et une atrophie
progressive des muscles. Les poissons ronds apparaissent plus touchés

par ce type de lésions que les poissons plats. Les nécroses peuvent
devenir purulentes. La nature du tissu épidermique est peut-Etre respon-
sable de cette &volution. (Photo 2).

- Phase fibreuse

La lésion de type granulcmateuse, évolue en un tissu fibreux qui se
densifie. Il y a rétraction des téguments et réépidermisation. L'hémorragie

est en nette régression, mais l'ulcére persiste, la zone périphérique
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PHOTO 1 : Ulcération & prédominance congestive et
hémorragique- et kystes de lymphocystis
chez le flet.

PEOTO 2 : Ulcérations avec granulomes
chez la morue,



prenant une teinte blanchi3tre. Cet aspect n'a &té observé que sur des
poigsons plats (carrelets, limandes) sur le littoral Nord - Pas-de-Calais.
- Ulcérations cicatrisées
Ce type de lésion n'a pas été observé lors de notre échantillonnage.
Elles échappent & notre détermination par leur rétraction.
Dans 1'état actuel de nos connaissances, il n'est pas possible de discerner
1'aspect initial de la lésion, granulome ou nécrose. Deux possibilités
semblent exister :
I1 existe une réaction inflammatoire interne, qui prive 1'épiderme .
de son support.
Une attaque exogéne (blessure, parasite, ailergie;..) qui fragilise
le tégument qui se trouve ensuite endommagé. (SMIGIELSKI, 1978).
Ces lésions deviennent, par la suite, le terrain de développement
d'agents bactériens pathogénes, elles sont souvent associées 3 des
Myxobactéries et des Saprolégnacées chez Salmo sp. (ROBERTS et al.,
1970).

Quand ces ulcérations sont profondes et &tendues, elles peuvent
empécher le fonctionnement de muscles vitaux chez le poisson d&ja affaibli
par une perte constante de liquide. Elles peuvent également permettre
l'entrée de substances exogénes nocives.

La concordance existant entre les zones de rejets de polluants et les
zones de péche de poissons nécrosés, a conduit SMIGIELSKI et LE MAGUER,
en 1978, 3 entreprendre 1'analyse de la teneur en métaux des nécroses.
Les concentrations globales, en &léments métalliques, sont peu différentes
entre les poissons sains* et les poissons nécrosés, (VANDORPE, 1976).

Il existe néanmoins des zones d'accumulation au sein des lésions. Un
examen plus complet 3 la microsonde, a permis d'observer une disposition
assez réguliére des métaux (Cd, Pb, Cr, Ni, Mn) dans les nécroses, sous
forme d'amas de 6 1, les concentrations les plus fortes ont &té décelées
lors de la phase granulomateuse.

L'origine des métaux dans ces lésions est difficile 3 préciser. Ils
peuvent provenir de macrophages, qui sont responsables de l'élimimation

et de la rétention des déchets métaboliques, la concentration en métaux

y étant trés importante, ou d'inclusions anhistes localisées dans le

*
Un polisson saln est un animal ne montrant pas de lésions lors de
1'examen macroscopique effectué au cours de la collecte.



tissu granulomateux (apport de substances exogénes).

5.3.2. "Fin Rot Disease' ou maladie érosive des nagecires

--------- D

On distingue deux stades
- érosion et atrophie des éléments tégumentaires qui, en disparaissant,
laissent les rayons osseux libres. Ceux ci présentent alors des
distorsions et des fusions partielles accompagnées d'hémorragies.
- les éléments du squelette disparaissent, et les myotomes sont
endommagés.
Cette maladie atteint souvent des poissons affaiblis, ou porteurs d'autres
lésions telles que nécroses ou lymphocystis. En Mer du Nord, seuls les
poissons plats sont atteints par cette maladie, alors qu'en Méd%terranée,
elle détdriore des poissons ronds tels que le Mulet ou la Dorade (AUBERT,
1979). La recrudescence de la "Fin Rot Disease" lors du naufrage de
1'Amoco Cadiz, laisse supposer une action nocive des hydrocarbures.
(MARCHAND, 1981).

5.4. Les Nodules

Des morues et des flets, péchés entre Calais et Dunkerque,
présentent des affections internes sur le foie et 1a rate qui ont un
aspect granuleux. Ces nodules peuvent former des excroissances sphériques
d la surface des organes. Leur taille varie de | 3 quelques millimétres
et ils sont de couleur blanchdtre. Les tissus périphériques apparaissent
comme sains. (Photo 3).

L'étude de la teneur en &léments métalliques des nodules hépatiques de

morue a été entreprise par SMIGIELSKI en 1978. La nature des métaux

paralt 8tre d'origine endogéne (macrophages). Il est possible de détec-

ter dans les nodules, une grande quantité d'éléments divers tels que

Ti, Fe, Zn, Cu, Cr, Ca, K, S, P, Si, N. Les métaux sont répartis de fagon 1ir-
réguliére, mais il existe des plaées riches en éléments métalliques dans

les plus gros nodules. On note surtout la présence de Ti, Cr, Zn, Ni,

Cu, et une trés forte calcification.



5.5. Autres affections

Elles sont nombreuses et ont été &tudiées lors des campagnes

océanographiques (Thalassa, Crvos, Anton Dohrn).

5.5.1. Hyperplasies et papillome
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Les hyperplasies sont constituées par des tdches blanchdtres,
arrondies d'un diamétre inférieur & 4 mm. L'épiderme est épaissi et
les cellules muqueuses disparaissent.
Les papillomes ont l'aspect de saillies infiltrées par des micro-hémorragieé
(observations personnelles, Campagne Anton Dohrn, 1934).
Les limandes dans le golfe allemand de la mer du Nord sont trés atteintes
par cette lésion. WELLINGS, en 1976, signale cette maladie sur de
nombreux poissons plats dans les zones polluées ou non du Puget Sound.
Toutefois 11 n'existerait pas de relation directe entre la pollution

et la présence de poissons lésés.

5.5.2. Les déformations du squelette
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Ces atteintes sont de deux types
atteinte de la téte du poisson, généralement des poissons ronds,
atteinte de la machoire et des opercules.
atteinte de la colonne vertébrale par lordose ou scoliose, ou
compression de la colonne.
Deux spécimens, une morue et un hareng ont &t& récoltés au Nord de la

Baie de Seine 3 bord du CRYOS (RICHARD, 1983). (Photo 4&).

5.5.3. Affections internes
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affection des branchies : elles ont une consistance flasque, et
sont recouvertes d'un enduit muqueux abondant qui inhibe les
échanges gazeux (Anton Dohrn, 1984).

Tumeurs sur les pseudobranchies (Anton Dohrn, 1984)

. Affections dues & des micro organismes : CHRISTENSEN a montré, lors
de la campagne Thalassa, que la presque totalité des maquereaux
Etaient contaminés par un protozoaire Ichtyophcrnus hoferi. Cette
maladie est responsable de la baisse du stock de hareng en Mer
du Nord tous les 6 ans (40 7), et de 55 7% pour les flets au Nord
de 1'Ecosse. (Campagne MAPPIC, MAGGI et al., 1981).
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PEOTO 2 : Nodules sur le foie d'ure morue,

PHOTO 4 : Déformations du squelette chez la worue
et le hareng.
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Les flets et les limandes sont également infecté&s par la
microsporidie Clugea sp.

Une autre affection due 3 un protozoaire inconnu a été
répertoriée lors de la campagne ELPEMM. Elle touche environ 40 7
des maquereaux et 9 % des morues (ALDERMANN et al. - Campagne MAPPIC,
1981). '

5.5.4. Ectoparasites

LR S R Y

Les ectoparasites n'entralnent pas de lésion au poisson.
I1 est intéressant de noter la présence de Lernoecera branchiclis sur
les branchies et les corps de la plupart des tacauds et de Lepeophteirus
pectoralis sur les poissons plats. Ces plaies que peuvent causer les
parasites prennent parfois l'aspect de nécroses dermiques commengantes

(NEWELL, 1979). Leur interprétation est ainsi rendue plus difficile.

5.5.5. Analyse des perturbations internes

- Taux de Ca dans le sang

- Etude des corpuscules de Stannius qui secrétent une hormone
hypocalcemiante favorisant le flux de sortie branchial du
calcium. La dégénérescence des corpuscules de Stannius
coincide avec des calcifications rénales. LOPEZ et al., 1984
ont observé une modification des lithiases calcigues dans le
cas de poissons atteints de lésions tégumentaires.(inMARTOJA’198[

- Etude des différentes bactéries. Les bactéries hétérotrophes
semblent concourir activement au développement des nécroses
chez les poissons marins. Des contaminations expérimentales
réalisées en 1974 par SNIESKO avec Vibrio anguillarum (in
AUBERT, 1979) ont entrainé des ulcérations précédées par de

petites lésions 3 la base des écailles ainsi que des ecchymoses.

On peut reprendre le bilan établi par DELVAL et al., 1982.
Il n'existe pas de dispositions préférentielles dans la répartition
des lésions, mais la face aveugle des poissons plats semble plus touchée
que la face zénithale. Seuls ces poissons sont atteints par la maladie

érosive des nageoires en Mer—-du-Nord. Le flet présente de nombreux kystes



de lymphocystis avec une prédominance au niveau de 1'anus et des
nageoires caudales et anales. Cette maladie n'est jamais associée aux
nécroses.

Les nodules internes sont plus fréquents chez les poissons ronds en
particulier la morue. Seuls les poissons ronds sont atteints de nécro-

ses au niveau de la téte.

VI - CAMPAGNES OCEANOGRAPHIQUES

Les prélévements des différentes Equipes participant 3 1l'étude
des ulcérations des poissons et des mammiféres marins, ne sont pas
nécessairement superposés dans le temps et l'espace. Afin de prospecter
toute 1'étendue de la zone et d'homogénéiser les chalutages, le CNEXO
a mis en oeuvre deux campagnes oc&anographiques le long de la fagade
maritime Manche - Mer du Norxd.

- Navire Océanographique '"THALASSA"
La premidre a &té effectuée par la "Thalassa', du 13/10/81 au 2/11/81
entre Brest et Dunkerque (campagne MAPPIC - MAGGI, 1981)
- Navire Océanographique '"'CRYOS"
La seconde, & bord du N/O "Cryos', du 11/06/82 au 21/06/82, dans la
zone littorale de la Manche orientale (Baie de Seine) jusqu'au Sud
de la Mer du Nord (Calais; Dunkerque, Frontiére Belge).
Deux objectifs conditionnaient cette mission
- compléter l'inventaire qualitatif et quantitatif des maladies chez les
poissons d'intérét &conomique, et effectuer une collecte plus sélective
afin de déterminer les conditions dans lesquelles ces espéces pouvaient
étre utilis@es comme indicateur biologique de la qualité du milieu
marin.
- définir 1'état du milieu environnant les espéces les plus affectées,
par des prélévements d'eau, de sé&diments, de substances alimentaires
dissoutes ou non ; afin de déterminer les polluants organiques ou

métalliques, les bactéries, virus et champignons.

Résultats de la campagne '"CRYOS"

_Elle s'est déroulée du 11/06 au 22/06/82, et a couvert une

étendue de cBte importante, allant de la Baie de Seine au Nord d Ostende.



Les figures 3 I, II, III et IV, représentent 1l'ensemble de la zone
prospectée et les traits de chalutages. Seuls ceux effectués prés des
cOtes et 3 proximité des centres urbains et industriels, comportaient
des poissons nécrosés, exceptée la zone IV (Baie de Somme - Hardelot).
Au cours de cette campagne, 101 poissons lésés ont été capturés. Ils
se répartissent ainsi :

- 99 poissons plats, Flets, Carrelets, Limandes.

- 2 poissons ro&és, | morue et 1 hareng.
Nous avons regroupé dans le tableau n° 3 la répartition par espéce et
par zone. En ne retenant que les poissons plats, le flet est le poisson
le plus touché et représente toujours plus de 70 7 de l'effectif total
de poissons lésés. Les différences de prises de poissons malades ne
varient pas significativement pour chaque espéce entre les trols zones.
Les comparaisons par espéce et par zone ne sont pas significatives,
exceptées pour la zone 2I, ol le pourcentage pondéral de flets nécrosés
différe significativement de celui des limandes.
La colonne 6 indique le pourcentage pondéral de poissons nécrosés par
rapport au total de péche de la zone. Les zones II et III différent
significativement de la premiére, mais non entre elles. Par conséquent,
elleg comportent plus de poissons malades en cette période de 1'année

qua la zone du Havre.

CONCLUSION

La campagne ''CRYOS" semble confirmer une partie des hypothéses
émises quant aux causes des nécroses.
Les poissons malades ont &té péchés uniquement en eaux cOtiéres, sur
des fonds de moins de 30 métres, prés de zones i fortes activités in-
dustrielles et urbaines. Les poissons plats et plus particuliérement
le flet, sont les plus touchés sur notre littoral,
Si les maladies des poissons peuvent étre induites par de nombreux
facteurs, (champignons,protozoaires, virus, facteurs génétiques...),
il semble que les polluants tiennent une part non négligeable dans le

genése des ulcérations.
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TABLEAU 3

DE LA CAMPAGNE DU N/O CRYOS

: REPARTITION PAR ESPECE ET PAR ZONLI DES POISSONS NECROSES RECOLTES LORS

@qu
\A;Uf

Pourcentage ) Pourcentage
Pourcentage .
du nombre . du poids
Pourcentageg Nombre |, . du poids .
- de poissons . des polssons
Espéces Tonnage de de S des poissons ~ -
) - . nécrosés - - nécrosés
1'espéce [poissons nécroseés
P . |par rapport par rapport
mécrosés par rapport ‘
au nombre 3 1'espace au poids total
total P de la péche
Flets 15,6 1,38 it 73,3 10,57
Zone 1 (Platichtys flesus)
Le Havr Limandes 56,3 4,89 4 26,6 1,06 0,19
! ¢ (Limanda limanda)
{cote) Carrelets 35,9 3,18 - - -
(Pleuronectes platessa)
Zone 2 Flets 147,65 19,45 40 74 7,24
Dunkerque Limandes 162,5 21,40 5 9,2 0,40 1,8
Gravelines
Carrelets 73,8 9,72 9 16,6 2,44
(cote) o
Flets 62,5 11,71 26 83,87 16,64
Zone 3
. i : 1
Belgique Limandes 22,1 4,14 1 3,2 0,68 2,
Nord d'Ostende |Carrelets 8,7 1,63 2 6,4 9,2
I3 \;
Comparaisons des pourcentages f o _ NI FI ¥ N2 F2 FI : Fréquence d'effectif NI
equence tque = NI + N2 F2 : Fréquence d'effectif N2
Fl - F2
test = N, T +1

N\




Fig. 3 : Localisation des chalutages, stations d’hydrologie et de molysmologie

lors de la campagne CRYQOS

Fig. 3 1 : Baie de Seine (carte n: 6614 D) SHOM
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Fig.3 I : Baie de Somme . Hardelot (carte n* L2148 ) SHOM)
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Fig. 310 : Littoral de Calais a Dunkerque

(Carte n: L.D5 .323) Hydrographic office )
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En effet

- la superposition des zones de péche et celles des rejets des
déchets industriels et urbains.

- l'action corrosive des substances toxiques présentes dans le
milieu sur le mucus protecteur des poissons.

- la prolifération importante de bactéries dans tout milieu
pollué,

semblent confirmer cette hypothése.

La nature de ces polluants &tant trés variée, nous avons,
pour notre étude, limité& nos investigations aux métaux lourds, qui
forment une partie importante des rejets industriels, et restreint,
pour des raisons pratiques, notre zone de prospection au littoral

compris entre Calais et Dunkerque.



CHAPITRE I1I

METAUX LOURDS : REPARTITION SUR LE LITTORAL
DE LA MER DU NORD ET TOXICITE
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CHAPITRE II

METAUX LOURDS : REPARTITION SUR LE LITTORAL
DE LA MER DU NORD ET TOXICITE

La pollution du milieu marin peut &tre due & des causes
variées que GAUTHIER en 1976 a classé en cing catégories

- Pollution thermique

- Elle est due aux rejets des centrales qui modifient la tempé-
rature et agissent sur le taux d'oxygéne dissous du milieu. Elle induit
ainsi un stress sur les organismes vivants.

- Pollution minérale et organique

Les matiéres en suspension et les matiéres oxydables (dues aux
rejets urbains et industriels comme les papeteries ou les usines agro-
alimentaires) vont se fixer sur les branchies des animaux et le tégument
et les ménent & 1l'asphyxie.

- Pollution radioactive

- Pollution microbienne

Elle est due aux rejets urbains. Les germes ne sont pas patho-
génes mais ils laissent présager la présence de bactéries pathogénes ou
de virus dés que leur concentration est importante.

- Pollution chimique

Elle est due aux rejets industriels et agricoles. Certains élé-
ments, tels que les hydrocarbures, les pesticides, ou les détergents,
peuvent &tre détruits par les organismes marins, alors que d'autres sont
rémanents (métaux lourds, organochlorés...). Leur toxicité augmente alors
avec leur teneur dans le milieu.

Les résultats antérieurs (ADELFA, CNEXO...) semblent considérer ce type

de pollution comme susceptible de provoquer ou de favoriser le développe-
ment des nécroses de poissons. Nous envisagerons donc dans ce deuxiéme
chapitre, l'étude de la répartition et de l'origine des différents métaux
lourds sur le littoral de Calais & Dunkerque au sein des trois compartiments

du milieu marin (eau, sédiments, matidre vivante) et de leur toxicité.
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I - ETAT DES REJETS SUR LE LITTORAL DE CALAIS A DUNKERQUE

Le bilan et l'analyse, publiés en 1981 par 1'agence de 1'eau,
de 1'8tat de la pollution dans le bassin Artois-Picardie, et de 1'effi-
cience des émissaires en mer, tient compte de trois types de rejets

- rejets d'eaux usées

- rejets d'eaux pluviales

- rejets d'eaux industrielles

‘ C'est cette troisiéme catégorie qui est suscept}ble de contenir
des micropolluants toxiques. La localisation des entreprises responsables

de ces rejets est représentée figure 4.

Trois secteurs industriels sont prépondérants sur le littoral : la métallur-

gie, la chimie et la raffinerie.

Bien que 1l'hydrodynamisme de la Mer du Nord assure une dispersion, vers

le Nord-Est, et une dilution des rejets industriels (RICHARD et coll., 1978),

les concentrations en polluants sont souvent tré&s importantes, selon les

secteurs d'activités.

1.1. Métallurgie

Ce secteur est représenté& 3 Dunkerque par les deux usines
USINOR et CREUSOT-LOIRE. Les rejets proviennent surtout des lamineurs

g froid et de la métallurgie du plomb et du zinc. Ces deux métaux ainsi..

que le cadmium et le plomb sont présents dans les effluents i des teneurs -

variant de 1 3 15 mg/l. LARSSON, en 1976 a montré qu'une teneur de 10 mg/l
de cadmium dans 1'eau de mer provoquait une réduction de 10,3 7 de la con-~
centration en hémoglobine chez les poissons (cf. Chapitre II : toxicité

des mé&taux lourds).

1.2. Le secteur chimie

Plus de 70 %Z de la pollution chimique toxique est due aux

rejets de l'usine Tioxide de Calais (3 091 K Eq. tox/jour)(cf annexe 2)?

cette usine a produit 67 000 tonnes de dioxyde de titane. Elle a donc re-
jeté 469 000 t d'eaux acides, ce qui correspond a 118 858 t d'acide sulfu-

rique, 9045 t de Fe, 1876 t de Al, 1 474 t de Ti, 328 t de V, 67 t de Cr,

L'équivalent toxique est une unité de toxicité basée sur la mobilité des
Daphnies dans un milieu pollué. D'apré&s la norme AFNOR T 90 301 (avril

1974)

les teneurs normales en équivalent toxique sont de 10 3 300. (Communication

personnelle de Mr DURNET, Agence de 1'eau).



TABLEAU 4

(d'aprés MERTENS J.L. et F. FRUDHON - 1976)

: ESTIMATION DES REJETS POLLUANTS SUR LE LITTORAL FRANCAIS DE LA MER DU NORD EN 1976

Estimation Charges journaliéres (Estimation des moyennes en Kg/jour)
des débits =
Zones de .. Métaux
. moyens }jHydrocarbures - Pesticides
rejets (m3/jour) totaux Phénols organochlorés
Cr Cu Fe Mn Ni Ti Va Zn
Oct. 76
Port de
Calais 449 503
+ + 458,2 16,5 0,06 274 6,4 |27014] 396 71] 1767 1539] 313
Rejets 6 909
industriels
Port de
Gravelines 357 671 403 9 0,02 0 0,1 66 8 5 - - 11
(Aa) ,
Port de 300 647 644 3,5 0,02 17,7} 9,8 | 123 54 263] - - | 103
Dunkerque
TOTAUX . s
. 5 . - .
(rejets U114 730 1 505 29 0,1 292 16,3 127203 458! 3391 1767 1539} 427
moyens
journaliers)

Ces valeurs ne tiennent compte que des

rejets industriels de la Zone de Calais,

e -
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134 t de Mn, 18 t de Zn, 2,7 t de Ni, 603 kg de Pb, 13,4 kg de Cd et
469 kg de Sn. Les métaux toxiques cumulables (Cd, Pb, Hg) sont rejetés 3
moins de 1 kg/jour. Du Cr sous forme de Cr6+ est également rejetté par

l'usine de traitement des textiles COURTAULD (NOEL et al., 1980).

1.3, Raffineries

Elles sont regroupées dans la région de Dunkerque, leurs rejets

sont principalement constitués d'hydrocarbures biodégradables.

1.4, Autres industries

Des €léments toxiques sont également rejettés par les papeteries,
cartonneries et les égouts, ces derniers amenant au milieu marin, les
déchets des petites entreprises.

Toutefois, les effluents toxiques de ces industries ne provoquent d'actions
néfastes qu'ad long terme, par l'accumulation de produits minéraux ou
non dégradables. Dans de telles conditions, SPRAGUE n'a observé des

réactions de fuite chez le saumon, qu'd 1'approche des doses létales

(DONNIER, 1972).

Une -estimation des rejets polluants a &té@ entreprise sur le
littoral frangais de la Mer du Nord en 1976 par le S.E.C.A.D.U.
(Syndicat mixte d'études pour 1'aménagement du littoral Calais-Dunkerque -
Tableau 4).
L'essentiel des rejets des métaux lourds provient de Calais, 1'Aa et
le port de Dunkerque rejettant beaucoup d'hydrocarbures. Pour ces deux
zones les teneurs en métaux sont trés inférieures 3 la premiére.
Bien que des installations de traitement et d'@puration des déchets aient
8té prévues en 1979, les effluents industriels sont toujours rejetés
directement dans le milieu marin (Fig. 5).
Du fait du pas de marée et de la dérive (N.E.) de la masse d'eau sur
notre littoral, les produits issus des émissaires et des &gouts sont
entrainés vers Gravelines. C'est donc ia zone comprise entre Calais

et cette ville qui sera 1z plus touchée.

*
Je remercie Katia Kanas de Greenpeace pour m'avoir fourni ces données

obtenues auprés de la D.R.I.R. de Douai.



Fig. 5 : Répartition géographique des pollutions par arrondissement en 1979

{ NOEL, 1980 )
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Le littoral de Hardelot a Equihen est pratiquement dépourvu d'industries.
Seule, la zone d'Outreau sur le littoral Boulonnails constitue une zone
polluée par les rejets industriels de la S.F.P.0O. (Socié&té des Ferro-man-

gandses PARIS - OUTREAU).

1.6. Conclusion

L'essentiel de la pollution par métaux lourds, sur le littoral
Nord - Pas-de-Calais, provient de Calais.
Du fait de 1l'hydrodynamisme de la Mer du Nord, nous situerons notre
zone de prospection entre Calais et Gravelines, partie du littoral la
plus concernée par les rejets industriels.
Nous prendrons comme référence, la zone de St Valéry 3 Equihen, dépourvue

de grosses industries, apparaissant donc comme plus "saine'.

II - TENEURS EN METAUX LOURDS DANS L'EAU DE MER

teneur en métaux lourds

Dans le cadre du Réseau National d'Observation de la qualité
du milieu marin (R.N.0Q.) des analyses ont été effectuées sur les teneurs
en métaux lourds dissous, sur 8 zones du littoral francais, divisées en
zones cOtiéres et large. La facade Nord - Pas-de-Calais est représentée
par Dunkerque. ‘
En 1977, les différents sites ont &été recensé@s selon leur teneur
en métaux lourds (Fig. 6). Dunkerque se classe en deuxiéme zone pour
le zinc et le plomb et troisiéme zone pour le cadmium et le cuivre
(Publication du R.N.O., 1978). Grace aux donndes recueillies par le
R.N.O., nous avons effectué une comparaison des différents sites pour
la période de 1978 & 1980. La fagade n° 1, représentée par Dunkerque,
posséde la plus forte teneur en plomb, la deuxigme en zinc, la troisiéme
en cadmium et la quatriéme en cuivre. Ces teneurs dépassent le seuil de
risques de toxicit& pour le Zn, le Cd (Fig. 7) (Water quality criteria in
C.I.P.L.I.N.O.R., 1979).
Cependant, pour nuancer ce bilan, il faut remarquer que les teneurs
relevées dans les eaux cOtidres se situent dans la partie inférieure

des plages de variations des eaux cotiéres d'Europe (Tableau 3).
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Fig. 7 : Teneurs en meétaux lourds dissous en différents points du littoral francais en 1980 (eaux cotieres )
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. Tableau 5 : Teneur en métaux de 1'eau de mer de Dunkerque
comparée aux valeurs de 1'Europe

EAUX COTIERES EAUX COTIERES
"littoral" "large"
Europe Dunkerque} Europe Dunkerque
(1) (2) (1 (2)
Hg 30-300 20 1-50 35
(ppt)
Zn 5-40 15 1,5-7,0 25
(ppb)
Pb 0,6-10 0,1 0,04-0,8 0,2
(ppb)
Cu 1,0-15 2 0,1-1,5 2
(ppb)
Ccd 0,1-3 0,2 0,02-0,5 0,4
(ppb)

(1) Plages de variation déduites de la bibliogra-
phie des eaux cOtidres d'Europe (eau filtrée
a 0,45 u).

(2) Teneurs moyennes (Bilan des mesures du R.N.O.
de 1975 & 1979).

Mais celles estimées pour la zone "large' se situent ou dépassent la
moyenne des fourchettes pour 1l'Europe. Elles sont tré&s supé@rieures pour

le Cu et le Zn.

e ot e e et s 2t o o o e e

La station n° | est la station la plus cdtidre sur le site du
Nord - Pas-de-Calais - Somme. Depuis 1976, il apparait une baisse du taux
de cadmium, de cuivre, de fer et de zinc dans l'eau de mer. (Tableau 6).
On observe, au contraire une augmentation de la teneur en mercure et
en plomb. Cette augmentation est inquiétante du fait de leur toxicité.
Le seuil de danger donné par le Comité de protection de la vie aquatique

est presque atteint (Fig. 7).

Le R.N.O. n'effectuant pas de prélévements sur la cdte entre
Calais et Dunkerque, il est difficile de comparer ces deux sites dans le
temps. Toutefois plusieurs études ont &té entreprises en 1975, 1976 et

1978 sur le littoral francais et belge permettant une comparaison pour

cette péricde. .



- 38

TABLEAU 6 : TENEUR EN POLLUANTS METALLIQUES A DUNKERQUE
(Station 1 du R.N.O.)

o R
1976 1977 1978 1981 h—— 1982
ug/1 _ (1) _ (2) B 3) ~ | B (5)
m m M m m M m m M m - m M m m M

Cd |< 0,50 [< 0,64] 1,00{< 0,20 [< 0,59] 1,70|< 0,10}< 0,30| 0,90]0,05 |o,08 0,20{0,10 {o0,10 0,10
cu | 1 5,1 20{< 0,5 |< 4,4 |8 0,5 | 2,5 114 J|o,90 |2,43 5,30{0,70 |1,18 1,80

Fe 6 32,8 150 {< 1 44 .4 180 3 14,5 | 53 - P

non mesure non mesure
Hg [< 0,01 i< 0,07f< 0,20{< 0,02 |< 0,03 0,69{< 0,02}{< 0,04] o0,12]0,02 0,03 0,07]0,05 0,07 0,08
Pb 0,3 (< 1,52} 5,00|< 0,05 < 2,71| 8,50| 0,8 4,35] 12 0,80 2,11 6,00[0,80 ]1,91] 3,43
Zn | 6 42,5 160] 3 42,9 100 | 5 23,8 | 85 2,00 16,10 9,70{3,40 |6,10 7,70

1 .

m : valeur minimale m : moyenne M : valeur maximale

décembre 76 (Recueil des observations, campagne 1976).
décembre 77 (Recueil des observations, campagne 1977).
décembre 78 (Recueil des observations, Campagne 1978).
décembre 81 (Bulletin n° 18, 1982).
décembre 82 (Bulletin n® 19, 1982).

du . de janvier 76
du . de janvier 77

: Valeurs relevées au point R.N.O
R.N.O

du R.N.O. de janvier 78
R.N.O
R.N.O

Valeurs relevées au point
Valeurs relevées au point
Valeurs relevées au point
Valeurs relevées au point

..

du . de juillet 81
du . de juillet 82

U~ -
o Ly Qs Qoo

.o
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2.3.1. Comparaison entre le site de Calais — Dunkerque et le littoral

--------------------------------------------------------------

....................

Tableau 7 : Teneurs en polluants métalliques en divers points du littoral
de la Mer du Nord (BCUGARD et al., 1978)

Zone de Calais Littoral Belge Sortie du Port
Port de Calais 75-76 (BOUQUIAUX et HERMAN, 1978) de Dunkerque
Valeur maximale (2) (3) ) 25.07.75

(AUBERT et (RICHARD et Radiale 1jRadiale 2 Littoral (AUBERT et
Coll., 76) Coll., 78) Coll., 76)
m m M m n m m M

cdl 0 |1,7 3 0,8 0,63 1,08 10,1710,56{1,08 1,7

Cr 44 1,5 - - - - - 50

Cu} 70 77 80 85 9 11 9 12 18 370

Fel 60 | 64 | 70 710 253 354 253 420 | 616 50

Hg traces 0,16 0,14 0,03 0,05]0,1210,23 traces

Pb{ 22 | 38 | 45 8 7 13 7 14 19 10

Zn - 101 42 57 40 159 |85 -

<])m : minimum ; m : moyenne ; M : maximum, stations 1, 2,32.

(z)valeurs 3 400 m du rivage, radiale entre la Panne et Nieuport \ Prélévements

(3)valeurs 3 400 m du rivage, radiale au nord-est de Nieuport de 72 8 75

(4)vaieurs 3 400 m du rivage, toutes les radiales

~

Les valeurs sont exprimées en ug/l ou ppb.

Le littoral belge parait plus pollué par le zinc et par le plomb que

la cBte francaise. Les teneurs les plus &levées en fer, en titane et

en mercure ont été relevées dans la zone de Calais.

Les teneurs en cuivre, chrome et cadmium sont trés importantes & Dunkerque.
Toutefois les données étant trop réduites, ces résultats ne peuvent

qu'8tre indicatifs, et on ne peut émettre de conclusion significative

quant 3 la teneur en métaux lourds des deux sites &tudiés.

2.3.2. Comparaison entre le site de l'Aa et Dunkerque (Tableau 8)

..............................................

Les teneurs en métaux lourds de 1'Aa sont toujours supérieures
3 celles enregistrées pour la zone de Dunkerque, exceptée celle du mercure.
Mais il est trds important de noter que les teneurs en plomb ef en cadmium
atteignent des valeurs trds proches des seuils de toxicité (+ 0,01 mg/l)
pour le plomb, et plus de 0,2 ug/l pour le cadmium ; et que la teneur

en mangandse dépasse le seuil de tolérance (plus de 0,02 ug/1).
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Tableau 8 : Comparaison de la teneur en
métaux lourds de 1'Aa et de
la station. ! de Dunkerque en

1978

Aa valeurs Maximum

ug/l (1) |{moyennes (2)
Ccd 2 < 0,30 0,90
Cr 1 - -
Cu 40 2,5 14
Fe 130 14,5 53
He 0,05 < 0,04 0,12
Pb 10 4,35 12
Zn 110 23,8 85
Mn 200 - -

1) CIPLINOR : port autonome de Dunkerque 1976 - 1978.
2) Bulletin du R.N.O. - 1978.

IIT - TENEURS EN METAUX DANS LES SEDIMENTS

Tableau 9 : Teneur en métaux des sédiments de Dunkerque

Mesures de polluants| Milieu(*) Teneurs (*)
_ Dunkerque 75/79 naturel anormales
Hg (ppb) 300 20 » 350 | > 2500
Zn (ppm) 95 20 -+ 150 > 600
Pb (ppm) 30 10 - 70 > 500
Cu (ppm) 15 5 - 30 > 300
Cd (ppm) 0,3 0,1- 2,00 > 10

(*) Plages de variation dé&duites de la bibliographie (sé&diments

marins analysés dans la fractiom fine < 65 y) R.N.O. 75/79.

Elles sont normales sur le littoral de Dunkerque, pour le
Hg, Zn, Pb, Cu, Cd, par rapport aux teneurs moyennes du littoral
francgais.
Lors des campagnes HYDROBIOS (1980~ 1982), des concentrations élevdes en

Cd, Zn et Cu out &té relevées au niveau des estuaires et des ports,
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ainsi qu'au sud de Bray~Dunes. Les &tudes entreprises au cours de ces
campagnes, ont révélé que les sédiments de l'estran de Dunkerque présen-
taient une fcrte tenmeur en titane, ces valeurs baissant quand on s'éloigne
de la cBte (L'HOPITAULT, 1980, 1983).

Comme on retrouve, au sud de Boulogne (Fig. 8) des quantités de titane
trés importantes, bien qu'il n'existe pas d'usine rejettant ce métal

en ce point du littoral, on peut donc penser que dans le cas du titane,
ces teneurs soient dues 3 la nature du sédiment.

La zone de Calais & Gravelines se caractérise par une contamination en

Cu, Zn, Pb au large et par la présence de Hg au niveau de 1l'estran au

nord de Calais et & la centrale E.D.F. de Dunkerque (Fig. 8). En général,
les zones subtidales &loignées sont plus polluées en métaux lourds

(Cd, Cr, Pb, Zn) que celles proches de l'estran. Plusieurs causes sont
responsables de la tepeur importante en métaux lourds de ces zones.

Les rejets industriels concentrent dans les ports et les estuaires les
polluants ; dont la diversité est fonction de 1'activité industrielle
prépondérante. Ces zones font 1l'objet de travaux d'entretien péricdiques,des
dragages essentiellement dont les déchets sont rejetté&s au large,

rejets qui contribuent & disperser les polluants. D'aprds le rapport de
1'Institut Pasteur sur 1'impact des dragages (in L'HOPITAULT, 1982), les vases
S'rcglf.f:uctric:es ; or elles s'oxydent dans ce milieu marin et perdent alors
leurs propriétés sé8questrantes pour certains métaux (Cd, Zn). La résul-
tante SW - NE des courants de marée ferait alors remonter cette poliu~

tion "déplacée', en entralnant les fractions fines.

CONCLUSION
La zone de Calais & Gravelines parait donc Etre également
contaminée par les métaux lourds, au niveau des sé&diments. Celle

comprise entre Etaples et Equihen n'8tant que tré&s faiblement polluée.

IV - TENEURS EN POLLUANTS DE LA MATIERE VIVANTE

Les caractéristiques d'un indicateur de pollution ont &té
définies par BITTEL en 1968.

- Ubiquité

t

Stable selon les saisons

|

Permanence de la localisation

i

Affinité importante pour les polluants
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— Grand facteur de concentration

-~ Réaction rapide aux polluants

- Facile & préveler

- Abondance de 1'espéce.

Les

ces

Mollusques (Mytilus edulis L. et Cardium edule) qui répondent

critéres sont utilisé@s pour les mesures des teneurs en métaux

-~

a

sur le littoral de Ault 3 Dunkerque. Le tableau 10 représente 1l'ensemble

des

y figurent également & titre de comparaison.

Tableau 10

a) Moules

1982)

Métal

Moyenne

Ecart

Résultats obtenus par

mg/Kg poids sec|des mesures| type Maximum FORTSNER et al - 1981
Fe 181 60 650 112 - 2640
Mn 10,6 3,0 26,5 3,5- 38
Cu 6,3 0,8 10,0 5 - 88
Zn 70 15 163 31 - 1350
cd 0,75 | 0,28/ 3 45 1 - 60
Pb 1,70 0,45 19,0 1 - 352
Hg 0,25 0,11 ];12 0,4- 13
Cr 0,55 0,42 1,66 1,5- 49
Ni 0,70 | 0,32 ju6 - 43 al
A LILLE
b) Coques
Métgl Moyenne |}Ecart Maximum Résultats obtenus par
ug/g poids sec|/des mesures| type FORTSNER et al - 1981
Fe 517 144 750 590
Mn 21,4 7,1 33 6,3
Cu 4,75 0,44 5,4 6 - 26
Zn 85,7 14,2 | 127 100 - 200
cd 0,53] 0,31 1,07 0,3- 2,5
Pb 1,641 0,28 3 0,7- 2
Bg 0,23] 0,04 0,3 0,16~ 0,80
Cr 0,85! 0,61 2,35 -
Ni 25 16,7 24,5 7,9

- - A4 . - 3 3 .
données obtenues ; d'autres résultats cités dans la bibliographie

: Concentration en métaux lourds des moules et coques sur
le littoral de Ault & Dunkerque (L'HOPITAULT,



Les valeurs régionales de la teneur en métaux des moules sont inférieures
i celles citées par FORTSNER, exception faite du nickel dont la valeur
maximale est triplée.
Les coques présentent des concentrations en manganése, en plomb et en
nickel plus élevées que les teneurs données en référence (FORTSNER, 1981).
La figure 9 représente les sites ol les concentrations en
métaux sont anormales avec dépassement des capacités d'autoépuration
des mollusques (L'HOPITAULT, 1982). On remarque que les zones & pro-
blémes sont essentiellement les ports et les astuaires. Les polluants, Pb, "
Ni, sont les éléments dont la concentration dans les moules et les coques
est la plus élevée, 3 Calais et Dunkerque, le Cd et le Cu sont tres

8levés dans l'estuaire de la Somme.

V - TOXICITE DES METAUX LOURDS

Les propriétés physiques et chimiques des métaux lourds
varient selon leur position dans la classification p&riodique. Dans
certains groupes, tels que I B et II B, la toxicité& du métal augmente
avec son &lectropositivité, Hg>Cd>Zan, Au>Ag>Cu ; elle est due 3 umne
affinité importante pour les groupements amines et sulfhydriles qui
sont des sites actifs de nompreux enzymes (SOMERS, 1960 in LUCKEY, 1975).

Les différents é€léments métalliques ont &té class&s par
WOOD en 1975 (Tableau 11). Les mé&taux tels que le sodium,lle potassium
et la magnésium ont un r3le essentiel dans les fonctions métaboliques.
D'autres éléments, sont aussi considérés comme essentiels. Ils partici-
pent aux réactions biochimiques qui maintiennent les counditions dyna-
miques des cellules vivantes. Le transport de 1'oxygéne par exemple,
est assurd par des métalloprotéines contenant du cuivre et du fer
(hemoglobine, hemocyanine) (FRIEDEN, 1976). Ce sont également des cons-~
tituants d'enzymes (Superoxyde dismutase, cytochrome oxydase, ferroxidase,
anhydrase carbonique.Le manganése et le nickel sont des activateurs d'en-
zymes et le cobalt est un constituant de la vitamine Bl2.

La déficience de ces composés perturbe donc la croissance ou le méta-
bolisme des organismes vivants ; par contre lorsque les doses sont

*
élevées, ces substances deviennen®t inhibitrices et sont memes toxiques

*

Un métal est considéré comme toxique s'il géne la croissance, la repro-
duction ou le métabolisme de l'organisme quand il est soumis i une
concentration donnée (WONG et al., 1978).
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TABLEAU 11 : CLASSIFICATION DES ELEMENTS SELON
LEUR TOXICITE (WOOD, 1975)

Eléments { Na, K, Mg, Ca, H, O, N, C, P, Fe, %

non critiques ci, Br, ¥, Li, Rb, Sr, Ba, Al, Si

Eléments

trés toxiques et Be, Co, Ni, Cu, Zn, Sn, As, Se, Te,
relativement Pd, Ag, Cd, Pt, Av, Hg, T1l, Pb, Sb, Bi
accessibles

Eléments

toxiques mais Ti, Hf, Zn, W, Nb, Ta, Re, Ga, La, Os
trés insolubles Rh, Ir, Ru

ou trés rares
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LUCKEY a représenté l'effet des ions métalliques essentiels sur les

processus physiologiques selon leur concentration dans le milieu.

réponse survie |déficience normal toxique letal

( in Luckey
1975}

Concentration de | élément essentiel

Les autres &léments métalliques qui n'interviennent pas
dans les processus biologiques, produisent, 3 des concentrations trés

faibles, des effets néfastes sur les organismes vivants.

5.1. Métaux essentiels

5.1.1. Le zinc

Le zinc joue un rdle important dans la synthé@se des protéines.
11 participe 4 1'é@laboration des acides nucléiques et 3 la division
des cellules. C'est un élément essentiel d'enzymes:1l'anhydrase
carbonique, la déshydrogenase lactique (VALLEE et al., 1956), la peptida-
se carboxique et la phosphatase alcaline (MATHIES, 1958). Les effets
néfastes de la déficience en zinc ont &té &tudiés pour 1l'Etre humain.
I1 provoque 1l'infantilisme, un retard de la croissance et de 1'osci-
fication (VALLEE, 1976 ; DUCHAUSSOY, 1971), une atrophie des testicules,
des dermatoses ainsi qu'un blocage de la division cellulaire (KRISHAN,
1975) chez 1'homme, les cas d'empoisonnement naturel par le zinc sont
rares. Toutefols, le zinc commenga 2 &tre étudié de fagon intemsive
vers 1920, lorsqu'on se rendit compte que ses émanations étaient toxi-—
ques pour les ouvriers (BATCHELOR et al., 1926 in BOUQUEGNEAU, 1975).

Le syndrome est un accés de fidvre, quelques heures aprés
1'exposition et des nausées. Cependant expérimentalement on peut
montrer que 1l'augmentation du zinc dans le régimé de rats femelles

en gestation augmente le taux d'hydrocéphalie des foetus. (O'DELL, 1969).
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Chez les invert&brés marins, GEORGE a montré que l'accumulation de ce
métal était proportionnelle & sa concentration dans le milieu. Chez
la Moule, les sites de transfert entre l'eau et 1l'organisme sont

le manteau, les branchies et le sang (GEORGE, 1980).

Les stades larvaires d'oursin apparaissent plus sensibles que les

adultes. Il n'existe plus de sperme mobile , apras 96 heures de conta-

mination par O,! mg/l de zinc. Le développement de 1'oeuf est inhibé
par une concentration de 1 mg/l Zn, tandis que les adultes ne montrent
pas de signes de toxicité aprés 20 jours dans une solution de 10 mg/l.

(CASTAGNA et al., 1981).

Les études entreprises chez les vertébrés marins ont révélé que
les juvéniles de poisson &taient plus atteints par une pollution en zinc
que les adultes. CRANDALL et COODNIGHT en 1963 ont signalé des pertur-
bations de la croissance et de la reproduction chez les guppies pour
une dose de 1,15 mg/l de zinc. Les poissons nouveaux-nésprésentent,
aprés 55 jours d'intoxication, des altérations des gonades et des
atrophies des vaisseaux sanguins dans le foie. Aprés 95 jours, on
note la présence de nombreuses vacuoles dans cet organe (in KATZ, 1975).
D'autres &tudes réalisées chez Salmo gairdneri ont montré que le zinc
agissait de facon néfaste sur les branchies. Des dommages cytologiques
apparaissent aprés une contamination de 3 mg/l durant 48 heures, puis
les lamélles branchiales enflent (LYODD, 1960 in XKATZ, 1975). Ces
perturbations provoquent une résistance pour le transfert de 1'oxygéne.
Les variations des différents paramétres respiratoires ont &té signalées
par SKIDMORE en 1970. L'action du zinc sur les branchies se traduit
donc par la production de mucus et par une atteinte cytologique con-
duisant 3 1'asphyxie et & la mort de l'animal (WONG et al., 1978).

Bien qu'étant un élément essentiel, le zinc est responsable de phénoménes
toxiques chez les juvéniles de poissons. La concentration de cet &lé&ment
dans le milieu est donc 3 surveiller, surtout prés des nurseries.

Les teneurs en zinc utilisées dans les tests de toxicité& sont
supérieures 3 celles trouvées sur le littoral de Dunkerque (la concentra-

tion est 10 fois supérieure).
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5«ls2s Lie culvre
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Le cuivre participe aux transferts d'électrons dans la photo-
synthése, & la formation des phospholipides, au métabolisme de la purine
et au développement du systéme nerveux. Il est utilis& dans la synthése
de la cytochrome C. oxydase. Ce métal posséde des propriétés bactéricides,
utilisées pour éliminer les algues dans 1l'eau. Les phénoménes cliniques
dus 3 une déficience en cuivre de 1l'organisme sont encore inconnus mais
il agit de facgon synergique avec le zinc. Par contre une augmentation
de la teneur en cuivre, équivalente 3 100 fois la dose hiologique, pro-
voque des nécroses du foie et desanémies (LUCKEY, 1975). La quantité
moyenne de cuivre nécessaire 3 1'homme est de 2 000 3 5 COO ug/jour.

Des cancers du colon ont été mis en évidence chez les travailleurs de
1'industrie du cuivre (TOKUDOME, 1976 in HILDEBRAND, 1984).

La toxicité de cet élément a &té étudiée dans les poissons.
la dose létale (L C 50, 96 h) pour le saumon est de 17 ug Cu/l.

(ROCH, 1982). Les effets toxiques, apparaissant pour des concentra-
tions de 5 ug/l (soit une teneur inférieure 3 celle trouvée en 1978
dans 1'Aa : 40 ug/l) se traduisent par une perte de l'appétit et un

rrét de la croissance (BUCKLEY, 1982). Des phénoménes de congestion
au niveau des branchies et du fcie ont &té observés par CALVENTI en
1961 (in PEQUIGNOT, 1975). Le cuivre est responsable d'un ralentissement
de la mucosécrétion au niveau du tégument et de l'intestin chez les

alevins de truite (PEQUIGNOT, 1975).‘

5.1.3. Autres métaux

.............

Le manganése participe & l'élaboration des mucopolysaccharides
du cartilage (LABAT et al., 1977). Il est responsable de l'activation
de plusieurs enzymes et peut se substituer au fer dans les hémes pro-
téines. Il est aussi impliqué dans la formation de la mélanine. Les
effets dus 3 une déficience en manganése n'ont pas été observés chez
1'homme. Les intoxications chroniques produisent des désordres psychiques
et neurologiques et la formation de nodules hépatiques.

Chez 1'homme, le chrome trivalent (Cr3+) est utilisé comme
cofacteur dans les réactions de l'insuline ; il est nécessaire pour
l'utilisation du glucose. Il peut stabiliser les structures des acides
nucléiques et il stimule plusieurs systémes enzymatiques ainsi que la

synthése des acides gras et du cholestérol dans le foie. L'inhalation
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de vapeurs d'acide chromique et de poussiéres devCr3+ provoque des

cancers du poumon (LUCKEY, 1975). Une toxicité de cet élément sous

forme de Cr6+, a été envisagée lors de 1'étude des nécroses de poissomns.
Le vanadium est un &lément essentiel pour les poulets et les

rats et probablement pour 1l'homme : il agit comme un catalyseur dans

de nombreux systémes biologiques soit en les activant ou en les inhibant

(ribonuclease, ATPases...). La déficience en vanadium produit chez

les rats un retard de croissance. L'augmentation dans la nourriture

se traduit par une perturbation des processus métaboliques tels que la

synth&se du cholestérol et une inhibition des systémes enzymatiques

(MACARA, 1980 ; AUBERT, 1973). Les seuls organismes capables d'accumuler

sélectivement cet &lément sont un champignon (dmarita muscaria) et

quelques espéces de tuniciers. En effet, le vanadium est un composant

métalloprotédidique essentiel, utilisé par les ascidies dans les proces-

sus respiratoires (SIMKISS, 1984).

5.2. Métaux toxiques

5.2.1. Le plomb

On connait sous le nom de saturnisme la maladie professionnelle
induite par le plomb. Charcot en 1876 en a décrit les symptOmes
"Un saturnien est un malade agiecté de coliques de plomb. L'acide
wuique 4 'accumule facilement dans Le sang chez Les saturniens, alors
meme qu'AiLs ne sont pas & proprement parler atteints de goutte"
(CHARCOT, 1876 in LITTRE, Dictionnaire encyclopédique). Par la suite,
d'autres ph&noménes toxiques ont été découverts. Le plomb provoque
l'anémie, la perte de mémoire, le coma et la mort. Il induit aussi
une perturbation des cycles ovariens et de la spermatogénése (CAPLUN,
et al., 1978) ainsi que des anomalies des chromosomes (DEKNUDT, 1978).
Les phénoménes de transfert de ce métal sont peu connus. Aprés avoir pé-
nétré dans le systéme circulatoire, le plomb peut se déposer dans
tous les organes mais plus de 90 7 se retrouve dans le squelette
(BOWEN, 1966).

Les effets toxiques du plomb se manifestent sur les algues
par une inhibition de 1'activité métabolique, de la respiration et de
la photosynthése (WOOLERY, 1976). Une concentration de 0,05 a 10 ug/l
de Pb provoque un arrét de croissance de Skeletonema costatum (RIVKIN,

1979) . Ces teneurs sont comparables-2 celles de notre littoral.
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(1,91 ug/l de plomb 2 la station n° | de Dunkerque en 1982 et 10 ug/l
de plomb dans 1'Aa en 1978). Le plomb ne fait pas l'objet‘de régulations,
sa concentration dans les tissus augmente donc en fonction de la teneur
dans le milieu. L'hultre, Crassostrea virginica est capable de prélever
quelques mg de plomb dans une eau contenant 0,2 ppm de plomb, par kg
et par jour, sans autre limite que la mort (PRINGLE, 1968 in BITTEL,
1973),

Des concentrations sublétales en plomb peuvent causer des
dommages dans les populations de pocissons en ré&duisant leur croissance
et en perturbant leur reproduction. Des teneurs en plomb de 0,5 mg/1l
n'ont pas d'effets sur la métamorphose du carrelet (Pleuronectes platessa).
Par contre une inhibition de la croissance est obtenue quand ces organis-
mes sont exposés & 2 mg Pb/1 (DILLING et al., 1926 in WONG et al., 1978).
Les effets toxiques du plomb se manifestent &galement par une perturba-
tion au niveau du systéme circulatoire. DAWSON en 1935, a observé une anémi
prononcée chez labarbotte brune (dmeirus nebulosus) selon les conditione d'into
cations données ci-aprés (exposition 3 28 mg/l dans 1l'eau douce renouveléde
toutes les 48 heures pendant 16 3 183 jours). Les erythocytes sont
déformés et on note l'accumulation de héme-pigments dans le foie et
la rate (in WONG, 1978). Une réduction de 38 Z de hematocrite a &té
signalée chez la Carpe (PEQUIGNOT et al. 1975). La concentration de 2 ppb
de plomb (soit une teneur comparable 3 celle de notre littoral) provoque
aprés 8 semaines, une baisse de glucose dans le sang chez 1'Omble de
fontaine (CHRISTENSON et al., 1977 ; in REICHERT, 1979). Aprds 5 jours
d'exposition & 200 pg/l de plomb le Cyprin doré présente une perturba-
tion de la synthése de 1'hémoglobine et de la densité des globules
rouges. Ces deux effets toxiques seraient dus 3 une inhibition de la
6 amino levulinique acide deshydratase (ALA-D) (JACKIM, 1973).
DAVIES en 1976 a exposé des truites 3 de faibles concentrations en
plomb pendant 18 mois. Les animaux présentaient des queues noires
(41 %), des Brosions des nageoires (6 7) et des altérations de la

colonne vertébrale (lordoses et scolioses) (3 %) aprés 6 mois de

traitement avec 13 ug/l de nitrate de plomb.

5.2.2. Le mercure et le cadmium

........................

C'est au Japon qu'ont 8té decelés les effets toxiques du mercure

et du cadmium. Les taux de mortalité ainsi que les malformations
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induites par le mercure n'ont &té signalés qu'en 1950 et 1965 3
Minamata. Les batailles juridiques entre le pollueur et les pécheurs
touchés par cette contamination ont ameuté et sensibilisé l'opinion
mondiale quant aux effets toxiques des métaux dans 1l'environnement.
D'autres intoxications par le mercure ont &té signalédes en Irak

(1956, 1960, 1972) (BAKIR et al., 1973), au Pakistan, au Guatemala
(1966), au Nouveau Mexique (1969) ainsi que dans les pays Scandinaves
(JERNELOV et al., 1975). La région Nord-QOuest de 1'Ontario, Canada,

est polluée par du mercure provenant de la riviére Wabigoon - English.
Les chats de la réserve voisine présentent des symptOmes correspondants
34 une atteinte du cortex cérébral (mouvements anormaux, ataxie,
convulsions, salivation abondante). Les cellules de Purkinje sont
dégénérées (TAKEUCHI, 1977). Les pécheurs de Minamata et de Niigata,
intoxiqués par le mercure présentaient des troubles nerveux. Des effets
mutagénes et tératogénes ont &té observés se manifestant sur les foetus
par le retard mental et des troubles moteurs (TAKEUCHI, 1977). Les
teneurs en mercure de l'eau de mer de Minamata sont de 1,6 et 3,6 ppb
(KLEIN, 1970) (la teneur naturelle de 1'eau de mer est de 0,1 ppb).

Le méthyl mercure (Hg CH3) est respounsable de‘la contamination, sa
teneur dans l'eau de mer de Minamata est de 0,1 & 1 ppb (UI, 1971).

La toxicité de ce composé est essentiellement due & 1'accumulation dans
la chaine alimentaire (CLARKSON, 1975) (FRIBERG et al., 1972). Les
travaux entrepris sur les vertébrés marins ont montré des perturbatiocns
sanguines : variations de la concentration en protéines plasmatiques

et en hémoglobine (CALABRESE et al., 1975). WOSEBER en 1975 a mis en
évidence des altérations de 1'épithé&lium des lamelles branchiales

chez Salmo gairdneri pour une dose de 16 et 24 ppm aprés 105 jours
d'exposition. DELARCHE et al. ont observé en 1978 chez Salmo gairdnert
des accélérations des mouvements operculaires et une coioration sombre
de la peau traduisant, 1'hypoxie, pour une concentration de 1 ppb de
CH3 Hg. '

La carence alimentaire et la pollution par le cadmium sont
responsables de la grave intoxication dont les paysans de Tohama
(Japon) furent les victimes. L'agent étiologique est une mine de Plomb,
Zinc et Cadmium située 3 50 km au Nord de la ville (NOMIYAMA, 1975).

La plupart des individus touchés en 1947 sont des femmes agges de
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40 3 70 ans (FRIBERG, 1974). La maladie nommée "Itai-Itai' se manifeste

par des troubles osseux trés graves (déformations du squelette, frac-

tures multiples, lumbagos) ainsi que par un accroissement du taux de la
phosphatase alcaline et de la glucosurie (HASEGAWA, 1973 in DENNAIL, 1984). L'inje
de 0,1 % de Cd Cl2 (dans 0,15 M NaCl pendant 2 heures 3 25° C) sous

forme d'aérosol provoque des lésions des alvéoles et des bronchioles

21 jours aprés l'exposition (SAMPSON, 1984). Le cadmium est un compé-
titeur du zinc, il modifie donc les activités des enzymes telles que
déshydrogénase et carboxypeptidase. Il posséde une affinité forte pour

les groupements sulfhydrilés (AUBERT, 1973).

L'intoxication par ce métal provoque chez l'insecte Locusta
migratoria des altérations du corps adipeux consistant en une réduction
des réserves énergétiques ; le fonctionnement de 1'appareil génital
femelle est altéré par 1'inhibition des synthé&ses, au niveau du corps
jaune (MARTOJA et al., 1983).

Argopecten irradians soumis a4 0,7 ppm Cd pendant 5 jours présente une
extrusion massive de concrétions calcifiées par la plupart des cellules
épithéliales du rein. Des dommages morphologiques ne sont toutefois
observés que dans une faible zone de cet organe. Le rein peut accumuler
200 ppm de Cd (par rapport aupoids sec) dont 60% se retrouve dans les con~
crétions, 38 7 dans le culot membranaire du foie et 2 7 dans les fractions
solubles. Les concrétions rénales jouent donc un rdle dans le contrdle

de 1l'accumulation et dans l'excrétion du cadmium. LARSSON et al. en 1976,
ont montré que 1'intoxication par 10 mg/l de cadmium, dans 1'eau de mer,
provoquait une réduction de 10,3 % de la concentration en hémoglobine

et de 14,4 7% de 1'hématocrite - des poissons marins -

5.2.3. Le titane

.........

La pollution par le titane est responsable chez Perca fluviatilis
d'une augmentation du taux de glucose dans le sang, d'une baisse de
glycogéne et de la formation d'un dépdt brun sur les branchies, respon-
sable de 1'asphyxie (LEHTINEN, 1980 in LARSSON, 1980).

Le chlorure de titar> 3 5°/,, provoque chez les échinodermes
des nécroses de la peau qui devient blanchitre et ulcérée aprés 2 H 40

d'exposition (VIALE, 1974). Les rejets de l'usine Montedison de Scarlino



(LIVOURNE, Italie) contiennent du titanme, du mangandse et du vanadium.

Ils ont été incriminés* dans la génése des ulcérations chez les mammiféres
marins de Méditerranée. En effet la composition é&lémentaire des granulations
présentes dans le tégument 1&sé& d'un balénoptére, est analogue 3 celles

des "Boues rouges'. Les métaux ne sont pas les seuls agents néfastes relar-
gués par les usines traitant le titane. Les rejets d'acide sulfurique

en trés grande quantité abaissent le pH de l'eau en mer & 0,2. Cette

acidité constitue un stress pour les organismes marins et prédisposerait

la peau des cétacés 3 une altération successive par les métaux (VIALE,

1973).

CONCLUSTON

Les teneurs en métaux lourds des trois compartiments du
milieu marin du littoral de Ault 3 Dunkerque se situent toujours
dans la moyenne des données recensées dans la bibliographie. Dans
1'eau de mer les seuils de toxicité sont dépassés pour le zinc et le
cadmium. Les zones les plus contaminées sont les ports et les estuaires
ainsi que la région de Calais 3 Dunkerque, particuliérement polluée
par le cuivre, le zinc et le plomb dans les sé&diments du large. Du fait
de 1'hydrodynamisme de la mer du Nord, nous situerons notre zone
d'étude, caractérisde par ses rejets industriels, entre Calais et
Gravelines. La zone d'Hardelot, dont la teneur en métaux lourds est
faible constituera la zone de référence.

La poilution du littoral parait &tre due 3 une multiplicité
d'éléments métalliques plutdt qu'd un contaminant spécifique. L'augmen-
tation de la teneur en cadmium et la présence de plomb et de mercure
au niveau de Gravelines pose un grave probléme. En effet, selon MARTOJA,
les organismes marins sont capables d'accumuler de grandes quantités
de métaux dans un milieu peu pollué. Ainsi, le Murex peut concentrer un
million de fois le cadmium de 1l'eau de mer (MARTOJA,1984b). La présence
dans les organismes vivants de ces éléments n'ayant aucun rdle biolo-
gique donne lieu 3 des phénoménes de toxicité ; basés sur leur accumulation
dans la chaine alimentaire. Les pollutions par des composé&s métalliques
peuvent entralner des désordres physiologiques accompagnés d'accumulations
de métaux. Ces perturbations peuvent susciter des réactions de défense
et accroltre la résistance des organismes qui procédent eux-mémes 3 leur
détoxification. Les mécanismes de défense sont trés variés et ils seront

€tudiés dansle chapitre IV.

*
Lors d'un procés intentZ par les pécheurs de Corse
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CHAPITRE TIII

ECOTOXICOLOGIE : TENEURS EN METAUX DES FLETS DE LA MANCHE - MER DU NORD
INTOXICATIONS EXPERIMENTALES ’

I - METHODES D'ETUDE ECOTOXICOLOGIQUE

On peut aborder la compréhension des processus de contamination
des &cosyst@mes par des composés de faible biodégradabilité selon quatre
méthodologies

- Etudes "in situ" dans les &cosystémes naturels.
- Utilisation de tests é&cotoxicologiques.
-~ Elaboration de microsystémes.

- Réalisation de chaines trophodynamiques expérimentales.

1.1. Etudes "in situ"

o A e e et i e e i e e e

Les dosages du coataminant &tudié& sont effectués sur différents
organismes prélevés au sein de 1l'@cosystéme. Ils permettent de préciser
1'état de contamination et de suivre son évolution au cours du temps. Les
mesures sur le littoral Nord - Pas~de-Calais, ont surtout été effectuées
sur des lamellibranches (Mytilus edulis L. et Cardium edule) (L'HOPITAULT,
1982). I1 nous a donc paru intéressant de préciser les teneurs en métaux

de plusieurs organes de Poissons pour compléter cet inventaire.

De nombreux tests ont &t& mis au point afin d'évaluer la toxicité
de différentes substances. Ces tests sont basés sur différents critéres

biologiques.

Le crité@re le plus souvent utilisé est la dose létale 50
déterminée 3 partir de la relaticn entre le pourcentage de mortalité et
la dose utilisée (ATTAR et al., 1982 — STORA, 1975). L'action de la substance
toxique sur la croissance constitue le deuxiéme test utilisé trés fréquem-

ment (FARMER, 1979 - PICKERING et al., 1970 in CABRIDENCet al., 1977).
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D'autres tests basés sur des aspects fonctionnels sont aussi trés large-

ment employés. On utilise spécialement pour les algues les échanges

02—C02 (WOOLERY, 1976). Les tests bactériens reposent sur l'assimilation

du 14C glucose (potentiel hétérotrophe). Les tests particuliers réalisés

sur des poissons concernent 1'étude de l'activité respiratoire de la

réaction d'évitement (test de nage) ou de 1'immobilisation (TIMES, 1972 in

CABRIDENC et al., 1977).

Plusieurs autres critéres biologiques sont retenus

- la modification du volume moyen cellulaire, utilisé chez toutes les
populations unicellaires.

- les modifications morphologiques ou tératogénése utilisées plus parti-
culiérement chez les poissons:

- la mesure de 1l'activité enzymatique-.

- la synth&se de macromolécules (acides nucléIques ou protéines).

- la synthése des lipides.

L'examen des données bibliographiques ainsi que les conclusions
apportées lors du symposium d'Ecotoxicologie de Gand du 12 au 14 novembre
1983, montrent que de nombreux tests présentent encore des déficiences de
mise au point. Il apparalt urgent de développer une standardisation a
1'2chelle mondiale, tant du point de vue de l'espéce utilisée que de la

méthodologie employée.

Le terme ''microsystéme expérimental' désigne la reconstitution
d'un "écosystéme naturel" 3 1'échelle du laboratoire. Les organismes
étudiés sont des espéces caractéristiques des différents niveaux trophiques
introduites simultanément ou progressivement. Les observations sont
effectuées en fonction de plusieurs paramétres abiotiques (température,
salinité, photopédriode, forme chimique du contaminant, durée d'expositicn
et voie de contamination).

Ces écosystémes expérimentaux permettent de limiter le nombre
de variables et de suivre ainsi plus facilement leur &volution. (DELARCHE
et al., 1978). Toutefois, ils possédent une dynamique propre qui peut

gtre trés éloignée de celle du milieu naturel.
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1.4. Chaines trophiques expérimentales

Les chalnes alimentaires expérimentales sont constituées de
plusieurs niveaux trophiques successifs. Elles peuvent désigner des chalnes
courtes 3 deux maillons ou des chalnes longues comprenant un producteur
primaire et des consommateurs de différents ordres. Le Centre d'Etudes
et de Recherches en Biologie et en Oc&anographie Médicale de Nice
(C.E.R.B.0.M.) préconise l'utilisation de cette méthodologie pour les
organismes marins. L'élément suspect &€st introduit au niveau du maillon
primaire de la chaine choisie, puis on nourrit les échelons supérieurs
par ces organismes contaminés. La mesure de la toxicité transmise ou
induite traduit la menace que ferait peser 1'élément sur 1'homme.

Quatre types de chalnes ont ainsi été& proposées par AUBERT.

1) Chalne pélagique

PR R R SR B P S

Phytoplancton : Astertonella japonica et Diogenes sp.
Zooplancton : Artemia salina

Poisson :  Carassius auratus

Mammifére : Mus musculus

2) Chaine néritique 3 Mollusque

PR I R R I I I R A N I R I

Phytoplancton : Asterionella japonica et Diogenes sp.
Mollusque : Mytilus edulis
Mammifére 1 Mus rusculus

3) Chaine benthique & Crustacés

D R R I I N R N R A I I RN BN AP

Bactéries et plancton marin

Mollusque : Mytilus edulis
Crustacé 1 Carceinus maenas
Mammifére : Mus musculus

4) Chaine benthique 3 Poisson

R R R A I I B R A P « s s mee

Bactéries et plancton marin
Annélides polychétes : Nereis sp., Nephtys sp.
Poisson :  Labrus bergylta

Mammifare : Mus rusculus
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La contamination s'effectue pour  les différents maillons de
la chalne, par voie directe et par voie indirecte par l'intermédiaire
du transfert trophique. AUBERT a obtenu pour le mercure un facteur de
concentration de 3 000 au niveau du maillon terminal. Toutefois 1'utili-
sation de la chaine alimentaire ne permet pas de prévoir les modifications
induites dans le milieu naturel. Ces moddles doivent Btre envisagés comme
une approche des phénoménes naturels (AUBERT et al., 1972, 1974, 1975, 1976).
Les auteurs sont partagés sur la part prédominante de la contamina-
tion par voie directe ou par voie indirecte. LABAT a réalisé en 1577 des
contaminations en eau douce. Il a démontré que dans le cas de métaux se pré-
sentant sous forme soluble, la contamination par volie alimentaire est
minime par rapport & celle provoquée par 1l'eau ambiante contaminée.
Pour d'autres auteurs;\l'accumulation du plomb et du mercure chez les
poissons est plus importante par la voie trophique (VIGHI, 1981, BOUDOU,
1979).
Le plomb accumulé par 1l'alimentation est relargué plus lentement
que celui absorbé par les branchies (VIGHI, 1981) SCHULZ - BALDES a
montré en 1974 chez Mytilus edulis L. une part de la contamination au

plomb par 1l'eau de mer identique 3 celle résultant de l'alimentation.

Afin de déterminer 1'impact de certains polluants métalliques
sur les organismes marins, nous avons réalis@ des contaminations
expérimentales en laboratoire. La contamination s'effectue par voie
directe, le polluant est introduit dans 1'eau environnante. L'espéce
utilisée est le flet. Des mesures de la teneur naturelle en métaux de
ces poissons ont été effectués avant toute contamination. Nous avons
pu préciser les variations induites par le sexe, la taille, la saison
et le lieu de p&che. Les poissons utilis&s dans les expériences de

contamination ont donc été choisis en fonction de ces résultats.

IT - MATERIEL BIOLOGIQUE

2.1. Choix du matériel d'&tude

Plusieurs raisons ont déterminé le choix du matériel biclogique
le flet (Platichtys flesus L.). La présence de nombreux spécimens porteurs
d'ulcérations cutanées (cf. chapitre I) dans les zomnes pollues - prouve

que ce poisson est tr@s sensible aux atteintes du milieu extérieur -
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Son régime alimentaire est basé sur des organismes suspensivores
détritivores tels que le lamellibranche Abra alba et le polychéte

Lanice conchilega (DELVAL, 1982). Le flet apparait donc comme un récep-
teur privilégié de la contamination par voie trophique. Son biotope

est le sable envasé, particuliérement riche en métaux lourds (SMIGIELSKI,
1976). Ces polluants peuvent €fre relargués par le sé&diment et absorbés
par les poissons marins (KUDO, 1976). Néanmoins ce rdle de vecteur de
polluant n'est pas reconnu par LABAT qui leur attribue essentiellement
une fonction dans la fixation. Le s&diment contribue & 1'épuration de
1'eau sans pour autant déterminer la.pollution des espéces quli vivent

3 son contact. Toutefois les expériences entreprises sur des poissons
d'eau douce ont montré que les fouilsseurs &taient plus contaminés que
les omnivores, eux-mémes plus que les carnivores (LABAT, 1977). Le

flet apparalt donc comme un récepteur privilégié de la contamination par

les métaux lourds tant par voie trophique que par voie directe.

Le flet est un poisson téléostéen, pleuronectidae de couleur
gris - brun ou olivdtre pouvant atteindre une taille de 50 cm. Les yeux
sont généralement situés sur le cOté droit de la t@te mais on rencontre
souvent des exemplaires senestres. Le corps porte des tubercules osseux
et rugueux 3 la base des nageoires dorsales et anales et de chaque cdté
de la ligne latérale. Le frai a lieu de janvier 3 mai, dans la partie
méridionale de la mer du Nord sur des fonds de 20 3 40 m. Les oeufs sont
petits (! mm de diamdtre) et donnent naissance 3 des larves pélagiques
qui se dirigent vers la cBte. Les jeunes flets passent leur premiére
année en estuaire avant de redescendre en mer (POLL, 1947).

Cet animal est euryhalin, il peut remonter en effet dans les
estuaires et les riviéres. Mc CURDY a signalé 1l'existence de flets 3 plus
de 70 km de 1'embouchure d'une rividre irlandaise (in SMIGIELSKI, 1978).
Il constitue donc un matériel particuli@rement ré&sistant pour une expé-

rimentation en laboratoire.
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IIT - METHODES

Les poissons ont été prélevés lors de chalutages effectués
par le navire ocdanographique attaché& 3 la Station Marine de Wimereux
le N/O "SEPIA II". La date, la position DECCA, la profondeur, la quantité
et la répartition de poissons par espéce sont répertoriés pour chaque
trait de chalut. Le tri de la péche est rapidement effectué afin que les
poissons, nécessaires & la réalisation des contaminations expérimentales,
soient placés dans les viviers ol ils seront maintenus jusqu'au port.
Les spécimens utilis@&s pour le dosage des métaux lourds
présents dans le milieu naturel sont mesurés et disséqués a bord. La
mort est provoquée par section de la t@te au-dessus des ouies. Les organes,
considérés comme cibles de l'accumulation des métaux par BOUQUEGNEAU en
1975, sont ensuite prélevés.
- Les branchies constituent le premier organe touché par une contami-
nation directe.
- Le foie a &té choisi pour son activité métabolique importante et
pour son rdle de "détoxification" de 1l'organisme.
- Le rein a &té retenu em raison de son rdle d'excré&tion et d'&puration.
Ces différents organes sont rincés & l'eau bidistillée et placés dans des

sacs en poly&thyléne avant d'@tre stockés au congélateur 3 - 20° C.

3.2. Traitement des é&chantillons

3.2.1. Préparation

D N

Le matériel utilisé dans la préparation des échantillons
(verrerie, béchers en téflon...) est préalablement nettoyé puis conservé
dans une solution d'acide nitrique 1 M. Avant toute utilisation, il est
plongé dans deux bains successifs d'eau distillée et d'eau ultra pure
(systéme de filtration Milli Q - Millipore). Les organes sont pesés et
homogénéisés dans deux volumes de 0,5 M saccharose 3 1'aide d'un broyeur
homogénéiseur (Ultraturrax). La minéralisation des branchies et des reins
s'effectue directement aprés ce traitement.

Le fole subit un fractionnement supplémentaire afin de déterminer
les quantités de métaux présentes dans les diffirentes fractions. Aprés
homogénéisation, il est centrifugé i 37 000 g pendant deux heures & 4° C

(I E C, International Centrifuge, Mod&le PR 2). Une fraction aliquote du
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surnageant est ensuite prélevée pour le dosage des métaux, l'autre partie
étant conservée a — 20° C pour l'étude de la concentration métallique
des différentes fractions protéiques cbtenues par chromatographie (cf.

chapitre IV). Le culot est repris et 3 nouveau homogénéisé dans 2 volumes

d'eau bidistillée.

3.2.2. Minéralisation

Les homogénats, culots et surnageants aliquots sont minéralisés
par voie humide selon la technique prescrite par BOUQUEGNEAU et MARTOJA
en 1982. Les échantillons sont placés dans des réacteurs en téflom
de 25 ml puis mis & 1'étuve 3 110° C pendant 12 heures afin de les sécher.
On ajoute unvolume de 2 ml d'unmélange d'acide nitrique 14N et d'acide chlorhydrique

12 N par gramme de tissu frais. Le surnageant, limpide est traité par 2 ml
d'acide nitrique 12 N par gramme d'échantillon.

Le réacteur est ensuite fermé 3 l'aide d'un couvercle en téflon
et placé au bain - marie i 60° C pendant 24 heures. Aprés refroidissement
le contenu des réacteurs est dilué dans de l'eau bidistillée et filtrée
sur membrane Whatman 2 V, jusqu'd obtention d'un volume final de 20 ml.

Un réacteur témoin, comportant uniquement de 1'eau régale (HNO3 14 N + HC1
12 N) est réalisé pour chaque échantillon afin de quantifier 1'apport

de métaux dus 3 l'expérimentation. Les différentes &tapes de la prépara-

tion des &chantillons sont rassemblées dans le tableau 12.

3.3. Dosage des métaux

Les dosages des métaux ont été réalisés par spectrophotométrie

d'absorption atomique (appareil PERKIN-ELMER, 2380).

3.3.1. Principe

......

Quand un atome excité, change de niveau d'énergie E hvers un
niveau plus bas E b, il émet une radiation spectrale de fréquence v et
la variation d'énergie E h - E b est déterminée sous la forme d'une
quantité d'énergie hv . Inversement, quand un atome est dans un état
neutre E b, et exposé 3 une radiation de fréquence r , 1l peut absorber

une quantité hy et passer dans le stade

Eh=EDb+ hv - (PINTA, 1978).
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TABLEAU 12 : TRAITEMENT DES ECHANTILLONS
ETAPES DE PREPARATION ET ANALYSES.

Flets prélevés dans le milieu naturel

ou intoxiqués expérimentalement

Dissection

Homogénéisation dans

2 volumes de saccharose 0,5 M

|
I l

Branchies Foie

Reins l
centrifugation a
37 000 g pendant

Homogénéisation 2 heures 3 4° C

dans 2 wvol. d’eau / +
bidistillée  —~-———————— Culot Surnageant

Chromatographies

Surnageants

aliquots

Minéralisation
(12 h 2 1'étuve

i 110° C)

Attaque 3 l'eau
régale

(24 h au bain

marie & 60° C)

+

Dosage des métaux



Eh

Eb

Emission Absorption

L'utilisation d'un spectre d'absorption plutdt qu'un spectre d'émission

a 8té proposé et développé par WALSH (1955). Le spectre d'absorption
atomique est formé par l'absorption de radiations de longueur d'onde
connues par les atomes dont les électrons sont 4 1'état fondamental.

En absorbant cette énergie, les atomes passent 3 1'@tat '"excité'. L'étendue
de 1'absorption dépend du nombre d'atomes 3 1'état stable présent sur le
chemin du rayon de la radiation 3 tout moment. En pratique, une solution
contenant 1'élément & analyser est injectéedans une flamme relativement
froide dans laquelle les atomes tendent 3 rester 3 l'&tat stable. Une
radiation de longueur d'onde caracté@ristique provenant d'une lampe 3
cathode creuse est 8mise 3 travers la flamme. La baisse de l'intensité
due & l'absorption d'énergie est énsuite mesurée par un spectrophotométre

(ALLEN, 1974).

3.3.2. Analyses

Les analyses du cadmium, zinc, cuivre et manganése ont &
réalisées 3 1'aide d'un appareil PERKIN-ELMER modé&le 2380 &quipé d'ume
flamme air-acétyléne. Les concentrations métalliques sont obtenues direc-
tement en ppm. Deux mesures sont effectuées aprés pré&lé&vement de l'échan-
tillon durant 4 secondes. La valeur obtenue est donc la moyenne précisée
par 1'écart-type.

Compte-tenu des faibles teneurs en plomb des échantillons,
non détectables 3 la flamme air-acétyléne (limite de détection égale 3
0,5 ppm) les analyses du plomb ont &té réalisées avec le méme appareil
équipé d'un four 3 graphite (PERKIN-ELMER, HGA 500). La méthode est basée
sur une calcination. L'utilisation d'un passeur d'&chantillon automatique
augmente la reproductibilité des résultats. Les conditions d'analyse sont
résumées dans le tableau 13. Les résultats de la teneur en métaux seront

exprimés en ug de métal par gramme de poids frais d'organe.
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TABLEAU 13 : CONDITIONS D'UTILISATION DU SPECTROPHOTOMETRE
D'ABSORPTION ATOMIQUE

Flamme air-acétyléne : (PERKIN-ELMER 2380)

Longueur Limite de | Domaine | Sensibilité
d'onde |Fente; détection |d'analyse| pour | %
{(nm) 0,01 ug/ml| wug/ml d'absorption
Zn | 213,9 | 0,7 0,01 0,1-10 0,018
ca | 228,8 | 0,7 0,1 0,5- 5 0,025
Cu | 324,8 | 0,7 0,01 0,5-20 0,09
Mn | 279,5 | 0,2 0,01 0,1-10 0,055
Pb 217 0,7 0,5 5 =50 0,5

Four au graphite : (PERKIN-ELMER HGA 500)

Plomb (217 nm, largeur de fente 0,7)

LItLEy

Temps de Temps de
Température montée en mesure i
Etapes g,c temp&rature| température
(secondes) | constante
(secondes)
Séchage 120 20 20
Calcination
1 500 30 25
2 500 0 5
Atomisation 2300 0 5
Nettoyage 2700 1 3
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IV - ANALYSE DE LA TENEUR EN METAUX DES POISSONS DU MILIEU NATUREL

4.1. Introduction

Nous avons conduit cette analyse en fonction des données biblio-
graphiques dont nous disposions. De nombreux auteurs ont montré que les
uvariations de la teneur en métaux lourds dépendaient de plusieurs facteurs.

- L'dge et la taille : HAMANAKA et al., 1981 chez le requin bleu dans
l'océan pacifique Nord ; METAYER et al., 1982 chez le flet dans
l'estuaire de la Loire; BOLLINGBERG et al., 1979 chez le loup,
Anarhichas minor.

- Le sexe : FLETCHER et al., 1978 chez le flet dans un estuaire du
Newfoundland. MAURI et al., 1983 chez Donax trurnculus dans l'estuaire
de 1'Arna prés de Livourne.

- La saison : BALKAS et al., 1982 chez Mugil auratus au Nord de la
Méditerranée. BETZER et al., 1974 chez Busycon carnaliculatum L. prés
de Rhode Island. '

Nous avons voulu préciser si, danms la zone de Dunkerque, les
flets présentaient des réactions semblables. Pour cela, nous avons effectué
des prélévements dans notre zone d'étude, le 7 novembre 1983 et le 17 avril
1984, en prenant des individus de taille et de sexe différents. Nous avons
ensuite effectué les dosages dans trois organes ; le rein, le foie et les
branchies ; choisis pour leur sensibilité face aux &léments métalliques

(BOUQUEGNEAU, 1975).

Nous avons regroupé les individus en groupe d'3ge selon le
classement é&tabli par DESMARCHELIER, 1982, basé sur la lecture des otolithes
des poissons. Les résultats des dosages (Annexe 3) sont regroupés en
moyenne par classe. Pour comparer ces données, nous avons utilisé le
test t de Student (cf. : Annexe 4) en prenant les moyennes deux 3 deux,
le seuil de validité &tant de 5 7 -

Nous n'avons retenu que les teneurs en cuivre, zinc et manganése,
les teneurs en plomb et en cadmium étant inférieures au seuil de sensibi-

lité de l'appareil d'absorption atomique de flamme.
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4.2.1. Influence de 1la taille

----------------------

a) Branchies

Cu Zn Mn
EXE | AGE
SEXE | ACGE | n ug/g PF |ug/g PF |ug/g PF
o )
g T s |x ] 0,992 |19,62 3,628
iy s { 0,589 | 6,552 | 2,229
i 111 | 5 |-X L 1,139 21,74 6,302
L o | 0,374 | 5,004 | 3,672
. 9
g v , |-x| 1,831 |18,00 4,172
o | 0,949 | 4,080 | 0,545
I . x | 2,243 20,57 4,628
M o | 1,882 |13,15 2,814
A —_
. 1 4, |_x_ 10,965 129,70 7,032
E o | 0,817 15,60 4,027
s —_—
11T | o |_X| 0,424 26,71 3,164
o | 0,438 |11,00 1,152

n : effectif

X ! moyenne

o : &cart type

Les teneurs en Zn sont les plus &levées des trois métaux testés.
les 8carts type parfoils importants traduisent de grandes variations dans
une méme classe d'dge. Toutefois, aucune différence significative, au seuil

de 5 %, n'a pu étre mise en évidence.

b) Reins
SEXE | AGE | n ugszF ug?gpF ug?zPF
F 1 s x | 1,836 159,42 2,252
i o | 0,435 [14,48 | 1,09
£ 11 |5 |X | 1,23 135,195 | 1,517
- s | 0,582 | 7,065 | 0,475
E wo | 4 | X1 1,722 [46,305 | 1,114
S s | 0,804 |13,752 | 0,349
. 4 | X 13,415 166,60 | 1,383
M o | 5,143 {38,28 | 0,660
ﬁ 0 | o |X 1,146 135,24 | 0,932
E s | 0,767 | 9,967 | 0,591
S 111 | 2 x | 0,767 143,29 | 1,0015
o {0,889 [28,16 | 0,917
n : effectif
-}z . moyenne
g 8cart type
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Les teneurs en métaux sont plus importantes dans les reins que
dans les branchies. Le zinc est toujours 1'élément prédominant.

Les variations & l'intérieur de chaque classe d'8ge sont impor-
tantes. Deux &carts significatifs ont pu étre mis en &vidence entre les
groupes II et III pour le zinc chez les femelles, et entre les classes I
et II pour le cuivre chez les mdles. Dans les deux cas, la teneur décroit

"entre 2 et 3 ans pour les femelles et entre | et 2 ans pour les miles.

¢) Foie

SEXE | AGE | o ug/cguPF ug/zgnPF u;/ng P¥
F - 5 x 18,207 {62,198 | 2,583
i o | 4,602 |11,62 | 1,164
E x| s | X 120,947 60,962 | 3,212
i s | 9,515 |21,659 | 1,462
E v | o |E 26,257 [88.67 | 4,186
S o | 1,315 | 6,606 | 0,428
I 4 x | 8,505 |27,03 1,449
M s | 0,597 | 5,105 | 0,584
: 1 | o |Es.se |28,68 | 1,237
E o 114,05 |11,246 | 0,249
5 x| o | EA25,169 63,98 | 2,539

5 113,725 |54,95 | 3,162 A=

LILLE

n : effectif

e

: moyenne

0 : écart-type

Les teneurs en zinc du foie et les variations internes sont
également trés importantes autant chez les mi3les que chez les femelles.
Les différences sont significatives au seuil de 5 7 pour les trois métaux
analysés chez les femelles (groupe II - groupe IV), de méme pour le zinc
entre les classes III et IV. La concentration en métaux lourds augmente
avec 1'dge dans les foies, par contre, aucune différence significative

n'est relevée entre les groupes d'dge chez les miles.



d) Homogénéité
La disparité des concentrations observées dans les trois organes
testés nous a conduit 3 vérifier si la concentration en métal différait
significativement entre le foie, les reins, et les branchies et ce pour
chaque élément métallique étudié.
Pour cela, nous avons utilisé le test de PEARSON (cf. Annexe n° 4) et nous

1'avons appliqué pour les trois métaux aux poissons des deux sexes.

XZ calculé

Cu in Mn
ug/g PF lug/g PF lug/g PF

o7 | 5,493 {20,491 | 2,113

0,310 | 8,766 | 1,340

xz Table = 8,490

2 ~ . . e . .
Seuls les Xy, calculés pour le zinc sont significatifs au seuil
de 5 7, pour les deux sexes. Les organes différent donc pour ce métal en

fonction de 1'dge.

e) Synthése

Les variations des teneurs moyennes en métaux sont importantes
tant par organe (le foie présentant les concentrations les plus &levées)
que par classe d'3ge.
Il ne semble pas y avoir de liaison entre la teneur en métaux et 1'3ge
dans les branchies. Chez les femelles, cette corrélation paralt positive
entre 3 et 4 ans pour les trois métaux alors qu'entre 2 et 3 ans, seule
la concentration en zinc dans le foie et les reins varie significativement.
Les teneurs en zinc différent &galement suivant les organes et les classes
d'dges. On observe la méme répartition chez les mdles. Pour ces derniers
on ne reléve aucune différence significative entre les teneurs moyennes
suivant 1'3ge, par organe, excepté pour le cuivre dans le rein entre | et

2 ans.
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4.2.2. Influence du sexe

.................

a) Branchies

Cu Zn Mn 4
AGE | SEXE | n ug/g PF {ug/g PF |ug/g PF
(j' 4 x | 0,965 |25,70 7,032
4L

1 f_ 0,817 115,60 ,027
SB s % 0,992 {19,62 3,628

o | 0,589 | 6,552 | 2,229

Cj' ) X | 0,424 |26,71 3,164

— i 0,438 |11,00 1,152
52 5 |x | 1,139 121,74 6,302

o { 0,374 | 5,004 { 3,672

n : effectif

% |

. moyenne

o : EBcart-type

Les concentrations sont tr@s proches. Nous n'avons pu mettre
en évidence aucune différence significative entre les deux sexes, par

métal.

b) Reins

AGE | SEXE | n ug?gl PF ugig PF ug}/ﬁg1 PF I~
(j’ 4 x | 1,144 135,24 0,932
1 g | 0,767 | 9,967 | 0,591
SB s |x | 1,836 |59,42 2,252
o | 0,435 |14,48 1,09
(5' 5 x | 0,767 [43,29 1,0015
— o | 0,889 (28,16 0,917
s? 5 x| 1,231 (35,195 | 1,517
¢ | 0,582 | 7,065 { 0,475

n : effectif
X : moyenne
o : Ecart-type
Les concentrations sont plus importantes que dans les branchies.
On reldve une différence significative dans le groupe des 2 ans entre

midles et femelles pour le zinc.
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c) Foie

. C

AGE | SEXE |n ug?EPF ungPF ugb/dg‘w
Cf’ A x |18,54 128,68 1,237

1 o |14,05 11,246 | 0,249
SB s x {18,207 162,198 | 2,583

o | 4,402 |11,62 1,164

g |2 x |25,169 ]63,98 2,539

— o 113,725 (54,95 3,162
92 s |_x |20,947 160,962 | 3,212

o | 9,515 {21,659 | 1,462

n : effectif

%

: moyenne

¢ : écart-type

Le groupe II présente deux différences significatives entre

miles et femelles pour le zinc et le manganése.

d) Synthése
I1 n'existe pas de liaison significative entre le sexe et la

concentration métallique dans les branchies. Pour le rein et le foie, la
teneur en zinc est toujours plus importante. Les femelles de deux ans pré-
sentent pour le zinc des teneurs plus importantes qui différent de maniére
significative par rapport aux miles pour le foie et le rein. La teneur en
cuivre ne différe pas significativement entre mdles et femelles, quel que
soit l'organe consid&ré&. Le manganése ne différe que dans le foie des

animaux de deux ans.

4.2.3. Influence de la saison

----------------------

Nous allons comparer les analyses des poissons provenant de la

zone littorale de Dunkerque prélevé@s lors du chalutage du 7 novembre 1983 3

ceux provenant d'un autre chalutage qui a eu lieu le 17 avril 1984,
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a) Branchies

Seules des femelles du groupe IV figuraient dans ce prélévement .

Cu n Mn
DATE | AGE | SEXE | n
ug/g PFlug/g PFlug/g PF
7/11 IV 9 4= 1,831 (18,00 4,172
o | 0,949 | 4,080 | 0,545
17/04 | 1V 9 lx10,893 | 13,11 2,984
o { 0,803 1 6,295 | 0,598

®

n : effectif
X : moyenne
o : écart-type

Les teneurs sont plus importantes en novembre, et ne différent

significativement que pour le manganése.

b) Reins
Cu Zn Mn
DATE | AGE | SEXE | n
ug/g PFiug/g PFlug/g PF

7/11 | 1v Sa JlX 1,722 {46,305 | 1,114

o | 0,804 |13,752 | 0,349
/06 | v | @ | =X 1,455 135,34 | 0,788

o | 0,679 16,87 0,354+

n : effectif

X | moyenne

o : Bcart-type

Aucune différence significative n'a pu &tre mise en é&vidence,

¢) Foie
DATE | AGE | SEXE | n Ug?z PFiugigPF Hg?g o
7/11 | 1V SB 4 x | 24,257 188,67 14,186
; o | 1,315 | 6,606 [0,428
17/04 | IV SB Y x 120,399 45,102 | 1,104
o | 8,070 | 7,275 |0,445

n : effectif

® |

! moyenne

g : écart-type
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Les teneurs moyennes en zinc, en mangansse différent de fagon

significative (au seuil de 5 7%) selcn les saisons.

d) Synthése
Les teneurs en métaux enregistrées, sont généralement supérieures
en novembre. Mais seuls, le manganése pour les branchies, et le zinc et
manganése pour le foie semblent 1iés aux saisons quant a leur accumulation

dans les organes.

4.2.4, Discussion

e 0 00 0 s

On constate en effectuant des revues bibliographiques que les
résultats concernant l'accumulation des métaux dans les différents organes
varient énormément.

Dans notre étude, nous avons montré que le foie était 1l'organe
préférentiel d'accumulation du zinc, du cuivre et du manganése. Ces résul-
tats confirment ceux trouvés par KUREISHY en 1981, sur plusieurs poissons
mais sont en contradiction avec ceux d'AMIARD-TRIQUET, 1982 qui considére

que le rein est le principal organe d'accumulation du zinc.

Tableau 14 : Résumé des différences significatives obtenues

Influence de la taille

Différence significative
au seuil de 5 7
Femelle|Zinc Groupe II - Groupe III
M3le Cuivre Groupe I - Groupe II
Groupe II - Groupe IV
|Groupe IITI - Groupe IV
Cuivre Groupe II - Groupe IV
Manganése |Groupe II Groupe IV

Organe SEXE Métal

Rein

Zinc

Foie |Femelle

Influence du sexe

Différence significative

Speis) Kiial au seuil de 5 7%

Rein ({Zinc Groupe II
Foie Zinc Groupe II
Manganése Groupe II

Influence de la saison : (FEMELLES, GROUPE 1IV)

Organe Métal

Branchies{Manganése
Zine
Manganése

Foie
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Les résultats précédents montrent que pour le zinc, l'accumulation
est dépendante de 1'dge, les plus jeunes femelles (groupe II) ont une teneur
plus importante dans les reins tandis que c'est le foie qui présente les
teneurs les plus fortes chez les femelles agées. BALKAS, en 1982 avait
montré une variation semblable de la concentration avec la taille chez

Mugil auratus.

La concentration en manganése des poissons femelles augmente
avec la taille. Peu de données bibliographiques concernent le métabolisme
de ce métal chez les poissons. Par contre, des études ont été effectuées
par BILECK et al. (1956) pour l'@tre humain ; elles ont montré une augmen-
tation de la teneur enmanganése jusqu'd 40 ans (in MEARS, 1977). D'autres
travaux mends sur le Tile-caméléon (Lopholatilus chamaeleonticeps) par
MEARS en 1977 ont montré au contraire, une diminution de la teneur en man-
ganése des femelles. PENTREATH, en 1975 n'a pas signalé de variation de la
teneur en manganése en fonction de la taille des carrelets. HAMANAKA, (1981)
ne trouve aucune corrélation entre les métaux, excepté le cadmium, et
la taille du requin bleu. On remarque donc que les données concermant ces
variations sont trés diverses selon les auteurs et 1€ matériel biologique

utilisé.

On détecte Egalement une variation liée au sexe. Les femelles
ont en moyenne, des teneurs en métaux plus importantes. Chez celles du
groupe II, les teneurs en zinc sont significativement différentes de
celles enregistrées pour les mi3les du méme 3ge, dans les reins et le foie.
Dans cet organe, on observe un résultat identique pour la teneur en manga-
nése., Ces résultats sont expliqués par les différences de métabolisme entre
les poissons miles et femelles. En effet FLETCHER en 1978, a observé une
baisse de la teneur en zinc du foie des poissons femelles liée 3 une
augmentation dans les gonades, qui n'est pas retrouvé chez les miles. Le
prélévement de nos poissons a été effectué le 7 novembre 1983. Cette

période correspond au développement maximal des gonades de flets femelles

"

qui se poursuit jusqu'en mars.Les femelles necessitent donc plus de an+
que les m3les, ( DESMARCHELIER, 1982 ) .Les variations de la teneur en
zinc, observées pour les femelles du groupe IV , en fonction des saisons
peuvent donc s'expliquer par une demande accrue en ce métal lors du

développement des gonades.
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Plusieurs variations ont également &té mises en évidence pour le
manganése. On observe une différence significative entre la teneur en manga-
nése du foie des poissons femelles et des mdles. On note de méme une
augmentation de la concentration en ce métal, en novembre, dans les branchies

et le foie des poissons femelles.

Un chalutage a été effectué dans la zone comprise entre Hardelot
et Equihen, considérée comme zone témoin (cf. chapitre II) le 12/4/84. Nous
avons récolté des poissons paraissant sains et quelques poisscns présentant
des ulcérations. Nous les avons comparé i des poissons récoltés 3 Dunkerque
4 la méme période (11/3 et 17/04). Nous avons cherché si les différences
entre poissons sains et ''mécrosés' étaient significatives. Pour cela nous
avons utilisé les comparaisons de moyennes par le test de Student, au

seuil de 5 7.

4.3.1. Analyse des résultats

.....................

Seules les femelles du groupe IV ont été retenues pour 1l'analyse,

étant donné le petit nombre de poissons péchés a Hardelot.

a) Branchies

; , Cu Zn Mn
Lieu SEXE AGE n ug/g PF ug/gPF ug/gPF

i - 52 v | yg| 20893 Ji3, i1 | 2,984

. s | 0,803 | 6,295 | 0,598

2 . 52 - o x| 0,347 |11,961 | 1,579
o | 0,122 | 4,551 | 0,043

g x| 0,991 |31,68 | 2,592

o | puw 9 v 3

: o | 0,624 |22,51 | 0,730

g x| 0,560 |11,62 | 3,326

o | HARD 52 v 3

: o {0,341 | 5,244 | 0,598

n : effectif

ol

! moyenne

g : écart-type
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L'analyse des résultats montre que les différences entre les
poissons sains de Dunkerque et d'Hardelot sont significatives pour le
cuivre et le manganése.

Les différences entre les poissons sains et les poissons nécrosés pour les

deux sites sont significatives pour le cuivre.

b) Reins

Lieu | SEXE | acE | n Cu Zn Mn
ug/gBF | ug/gPF | ug/gpF
2 DUNK SB v |y LE 1,455 |35,34 | 0,788
. s | 0,679 |16,87 | 0,354
2 HARD EE v 3 X 1,054 141,15 0,609
s | 0,875 [28,70 | 0,126
g % | 2,698 38,10 | 1,005
c DUNK 9 1v 3
" o | 1,752 119,12 | 0,575
g %1 2,223 [38,51 -
& | HarD Sa w |3
S o] 0,334 {17,05 - (::i:)
U
L
n : effectif LE
X  moyenne

g : écart-type

Aucune différence significative n'a pu étre mise en &vidence concer-

nant les poissons sains et nécrosés de Dunkerque et d'Hardelot pour cet organe.

c) Foie

Lieu | SEXE | AGE | n Cu Zn Mn
ug/gPF | ug/gpr| ug/sPF

X 4

i DUNK Sa v |1 |-E]20,399 45,102 | 1,104

L o | 8,070 | 7,275 | 0,445
< Q

g HARD SB - 5 |-x_| 6,951 |24,23 1,983
s | 0,9008{ 0,863 | 0,032

N i

B — 52 Iy ; x | 9,990 [36,48 1,333

; o | 8,407 |11,150 | 0,616

g % |20,522 35,586 | 2,125

o | HarD S? v 3

s o 110,188 [27,458 | 0,645

n : effectif

X : moyenne

o : Ecart-type
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Les différences entre les poissons sains de Dunkerque et d'Hardelot
sont significatives pour les trois métaux.
Par contre, aucune différence significative entre les poissons sains

et nécrosés pour les deux sites n'a pu €tre mise en &évidence pour cet organe.

4.3.2. Synthése

L S I B

Les teneurs en métaux sont significativement différentes dans les
branchies pour le cuivre et le manganése, ainsi que pour le zinc, dans le

foie, entre les poissons sains des deux zones &tudiées.

Sur notre échantillon, la présence de nécroses sur les flets de
Dunkerque ou d'Hardelot se traduit par une augmentation de la teneur en cuivre
des branchies des poissons nécrosés. Toutefois aucune valeur significative
n'a pu 8tre mise en &vidence pour les autres métaux et les autres organes.
Ces résultats confirment ceux obtenus par SMIGIELSKI en 1978 et par COLAS
en 1980 sur les foies et les muscles de morues. La différence significative
entre les poissons sains de Dunkerque et d'Hardelot permet de confirmer notre

choix de la zone témoin.

4.4, Conclusion

On retrouve dans les comparaisons Dunkerque - Hardelot, des résultats
proches de ceux obtenus dans chaque organe (paragraphe 2). Les teneurs en
manganése des branchies et celles en zinc du foie apportent des différences
significatives entre les poissons des deux zones Etudiées.

La différence obtenue quant aux dosages entre les poissons sains
des deux zones, confirme 1'hypothé@se d'une zone témoin "saine" signi ficati-
vement différente de la zone de Dunkerque,ceci,pour les trois métaux étudiés
dans le foie. C'est cet organe qui offre le plus de réponses significatives
pour les trois métaux. Les concentrations élevées, que nous avons détectées,
laissent supposer un role important quant 3 la réaction aux polluants métalli-
ques.

En considérant les résultats obtenus, nous pouvons préciser que
les poissons présentant les plus fortes concentrations métalliques sont des
femelles de 2 ans environ (Groupe d'dge II) en période hivernale. Ce sont

des animaux de cette caté@gorie que nous avons retenu pour les expérimentations.



V - INTOXICATIONS EXPERIMENTALES

5.1. Conditions expérimentales

Les poissons utilisés dans les expériences de contaminationg2Xpéri-
mentales sont maintenus en vivier lors des chalutages puis transportés 3 la
Station dans des containers munis d'un systéme d'oxygénation. Préalablement
3 toute contamination, les spécimens sont acclimatés 3 1'eau de mer de
Wimereux et soumis au jeline pendant une période de 15 jours. Afin de réduire
les variations dues aux différents paramétres, tels que sexe, taille, saison
et lieu de péche, les poissons ont &té prélevés lors des mémes chalutages.
Nous n'avons retenu que des flets de sexe femelle, appartenant au groupe
d'3ge II (leur taille varie entre 24 et 30 cm).

Une fois acclimatés 3 la captivité et 3 leur nouveau milieu, les
poissons sont intoxiqué@s dans des bacs en polyé&thyléne d'une contenance de
30 1. 6 poissons sont déposés dans chacun de ces bacs, soit, 5 1 par animal,

C'est un volume d'eau comparable qu'a utilisé NOEL-LAMBOT

(1980) pour les anguilles. L'eau de mer est aérée et changée tous les 5 jours,
afin de limiter la présence de matiéres organiques due aux excrétats des
poissons et au mucus. En effet d'aprés VERTHE et al. (1981), la présence de
particules en suspension baisse la vitesse d'incorporation du polluant mercure
chez les Leptomysis. La solution de contaminant est introduite sous forme
de chlorures et renouvelée tous les 5 jours ce qui permet de maintenir une
teneur en polluant relativement constante. Un bac non contaminé contient des

poissons témoins lors de chaque expérience.

5.1.1. Choix du contaminant

L A A N S AT B A Y s ¢ s a0 0 0 s

Trois métaux ont &té utilisés lors de ces expériences
- Le Zinc
Ce métal a &té choisi en raison de sa présence en grande quantité@
4 la fois dans l'eau de mer (cf. chapitre II) et les poissons sur le littoral
gtudié.
— Le Plomb
Les fortes teneurs en plomb des moules du littoral ont montré que
ce métal pouvait s'accumuler en quantité importante danms la mati&re vivante

(L'HOPITAULT, 1982). Il nous a donc paru intéressant d’'étudier la cinétique

de ce métal chez le flet.



- 78 -

- Le Cadmium
Ce métal a 8té retenu en raison de sa toxicité, sachant que sa
teneur dans 1'eau de mer et sa présence dans les moules et coques sont en

hausse en de nombreux points du littoral (cf. paragraphe II).

La forme chimique du composé influe sur la toxicité, les composés
les plus solubles sont les plus toxiques (nitrates > chlorures > bromures >
iodures > acétates > sulphates > carbonates > fluorures > oxydes)
(VENUGOPAL et al., 1975). La contamination sera donc effectuée par des

chlorures.

5.1.2. Concentration du contaminant dans le milieu

Le choix de la concentration des polluants.,a &té effectué par
référence aux doses trouvées dans la bibliographie. Les doses sont sublétales
mais assez importantes pour provoquer des effets toxicologiques. |

Les doses relevées pour le plomb dans la bibliographie sont basé.es
sur la dose 1létale 50 (concentration de polluant tuant 50 7 des organismes
en un temps donné). Elles s'échelonnent entre 4 et 45,2 mg/l de Pb2+ pour
des poissons d'eau douce (PICKERING et al., 1966 in WONG et al., 1978). Peu
de données concernent les poissons marins - JOHNSON, B.T. (1975) préconise
1'introduction du polluant dans le milieu & des doses correspondant
au diziéme de la concentration l1étale (DL 50) de 1l'espdce la plus sensible
(in DELARCHE, 1978). La concentration choisie est donc de 10 ppm de PbCl2
ce qui correspond d 7,44 ppm de Pb2+.

Les concentrations relevées dans la bibliographie pour les expé-
riences de contamination par le zinc sont en moyenne de 15 ppm. Ainsi FLOS
en 1979 a utilisé une concentration de 15 ppm ZnSO4 lors des études de
contaminations par le zinc de Scyliorhinus canicula L.

Les sulfates &tant moins solubles que les chlorures et ne connais-
sant pas la dose 1l&tale du zinc pour le flet, nous avons réduit la teneur du
polluant (ZnClz) a 10 ppm ( ce qui équivaut 3 4,79 ppm Zn2+).

Le seuil de mortalité& observé par NOEL-LAMB OT en 1980 pour les
anguilles, lors d'une contamination au cadmium est de 30 ppm. Cet auteur
considére la dose de polluant de 13 ppm comme sublétale. BOUQUEGNEAU a montré
en 1975 que la dose 5 ppm &tait létale pour Myowocephalus scorpius. HIDEAKI
n'observe pas de mortalité pour le poisson, Carassius auratus lors d'une

intoxication par 30 ppm de CdCl,.



- 79 -

Les seuils de sensibilité pour ce polluant sont donc trés différents
selon l'espd@ce 8tudiée. Nous avons choisi une dose de polluant , intermédiaire
entre celles utilisées pour les deux poissons marins cités (dnguilla angutlla
et Myoxocephalus scorpius) de 10 ppm de CdClz. Cette dose correspond 3 6,11
ppm de Cd2+. Nous n'avons pas observé de mortalité lors des trois expériences

(Pb, Zn et Cd) de contamination.

5.1.3. Durée d'intoxication

.......... ¢ o s e e v e e

Les durées d'intoxications ont &té choisies afin de mettre en
évidence un processus de bicaccumulation tout en prenant en considération
les limites imposées par les contraintes d'élevage.

Pour les poissons, les valeurs trouvées dans la bibliographie sont les

suivantes
- pour le zinc : de 30 mn & 31 jours pour Carassius awratus (KITO, 1982)
de 2 & 25 jours pour Scyliorhinus canicula L. (FLOS, 1978)
- pour le cadmium : de 30 mn 3 3! jours pour Carassius auratus (KITO, 1982)
de 1 3 180 jours pour Anguilla angutlla (NOEL-LAMBOT, 1980)
- pour le plomb : 15 jours pour Oncorhyrnchus kisutch (REICHERT, 1979)

Les durées d'intoxication choisies afin d'&tudier la cinétique des différents

métaux sont de
1, 4, 24 heures ; 2, 4, 8, 18, 20, 27, 43 jours pour 1é plomb
1, 2, 10, 20, 28, 30, 40 jours pour le cadmium
1, 5, 18, 48 heures ; 4, 9, 18, 27, 43 jours pour le zinc.

Le nombre de poissons intoxiqués ou témoins pour chaque prélévement
tait initialement prévu &gal 3 3. Les contraintes matérielles de sorties
i la mer et d'échantillonnage (femelle, groupe II), nous ont amené 3 le
réduire 3 1 ou 2. Ceci entralne des difficultés d'analyse statistique et des
calculs d'écarts-type en faible nombre (cf. figures 12, 18, 22), lors des

analyses de cinétiques. -
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5.2. Dosage de l'eau de mer

Des dosages de l'eau de mer des bacs d'intoxication ont &té
envisagés afin de vérifier la teneur en polluant soluble effectivement en
contact avec le poisson. En effet, lorsque l'on ajoute le PbCl2 dans l'eau
de mer, on observe la formation d'un nuage blanc dénotant une réaction
chimique. Ce précipité doit &tre du carbonate de plomb dont la solubilité
est trés faible. Les échantillons d'eau de mer ont été dosés par polaro-
graphie. Les conditions matérielles ne nous ont pas permis de réaliser
les dosages de la teneur en zinc et en cadmium, initialement prévus.

5.2.1. Principe

L'analyse polarographique classique, étudiée pour la premiére
fois par HEYROVSKY en 1922 3 Prague, est bas&e sur le tracé de courbes
intensité - potentiel sur une électrode 3 goutte de mercure tombante,
plongeant dans la solution 3 analyser ; les courbes obtenues se présentent
sous la forme de ''vagues', dont le potentiel de demi-vagues est caractéris-—
tique de la nature de l'espéce réduite (ou oxydée) électrochimiquement,
et la hauteur (courant de diffusion) proportionnelle & sa concentration.

Les solutions de mesure doivent présenter ume certaine conductivité.
L'eau de mer constitue un €lectrolyte de choix. Les mesures peuvent donc
8tre effectudes sur les &chantillons bruts sans traitement chimique ou sépa-
ration préalable.

Le principe de la polarographie & impulsions consiste 3 appliquer
3 une &lectrode un signal de tension de forme rectangulaire (impulsion). On
obtient ainsi des pics dont la position est caractéristique d'une espéce
en solution, et la hauteur proportionnelle 3 la concentration de cette
espéce. La redissolution anodique est principalement utilisée pour la
détermination quantitative des traces de cations dont le métal peut former
un amalgame avec le mercure. La technique consiste 3 utiliser une &lectrode
34 goutte pendante de mercure. On effectue pendant un temps déterminé, et
sous agitation une pré-8lectrolyse 3 un potentiel suffisamment négatif,
pour qu'il y ait ré&duction des cations présents dans la solution. On laisse
ensuite reposer la solution puis les métaux sont redissous par oxydation en
utilisant la technique impulsionnelle. La méthode utilisée pour le dosage

est celle des ajouts dosés (CHARLOU, 1983).
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5.2.2. Mode opératoire

L'eau de mer est prélevée dans les bacs d'intoxication (20 ml)
4 l'aide d'une pipette préalablement conservée dans de 1'acide nitrique
1 M et rincée 3 1l'eau bidistillée. L'échantillon est alors additionné
de 1 Z d'HNO3 et conservé dans des sacs en polyéthyléne, soudés, au con-
gélateur 4 - 20° C.
- 1 ml de cette solution décongelée est prélevé pour l'analyse et placé
dans la cellule avec 9 ml d'eau bidistillée.
L'appareil utilisé est un polarographe EG et G Princeton Applied Research
modéle 384.

Le dosage peut ensuite &8tre effectué selon les conditions ci-dessous :

MODEL 384 PULAROGRAPHIC ANALYZER

sps SAMPLE
INITIAL £ -B.800 V AMALYTE
FINAL E  -8.156 v SUPP. ELEC.
PURGE 240 SECINDS :
SCAN INCREMENT "
COMDITION @ SECQHDLS
CONDITION ©.800 v
DEPQSITION A3 SECOMDS
EQUILISRATE 3@ SECONDS
PULSE HEIGHT £.059 V¥
REFLICATIONS 1

STANDARD ADDITION
BLANK SUBTRACTIOM: YES
TANGENT FIT. YES

PEAY, LUCATION. YES
DERIVATIVE: NO

FORCE LINEAR FIT: WO

W13 1203 1415 W 7 kit W

OVERRIDE YNYYNNYNMNYY
PEAK POT STD § ST 2 310 3

Les teneurs en plomb sont obtenues dans les &chantillons par
référence 3 3 ajouts de quantité connue de Plomb (figure 10). Une courbe

d'étalonnage est effectude pour chaque échantillon (figure 11).

5.2.3. Résultats de la teneur en plomb de 1l'eau de mer lors de la

L R I I O R R I T I R S R O R I R e L R I B R R R Y

contamination

D A S R A A A R

La valeur initiale’ajoutée de plomb Pb2+ sous forme de chlorure

PbCl, est de 7,44 ppm.

2



Fig. 10 : intensité du courant obtenu pour |’échantillon de Pb

et les 3 ajouts par polarographie

CURRENT X 18°NA
3-AUG-84 1
SAMPLE oPS

INITIAL E -@.800 V
FINAL E -9.iSB V

-1 PEAK
‘11U -9.554v
1.688E1 NA

CURRENT ¥ 18'NA .
. S-AUG-84 = . 1
STANDARD=2 DPS
1 INITIAL € -@.804 V

FINAL E -0.13Q'V

PEAK
1 ~-8.536V
4.813E1 MA .
28.08 PPB . .-

4.8

2.8¢

1.8f

8.8

4.0r

2.9r

CURRENT % 101MA

2-AUG-G4 = i

STANDARRS! DPS .
INITIAL € -8.800 V
FINAL E  -B.158 ¥

PEAX
1 -8.542V
2.849E1 NA
10.80 PPB

1
CURRENT X 1@7MA
I-AUS-84 = !
STANDARD®3 DPS
INITIAL € -8.308 V
FINAL € -0.15@ V

PEAK .

{ -B3.518V
5.802€1 MA
30.06 PPB
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Fig.11 : Courbe d’étalonnage pour le plomb

100}

=12,70 + 1,48 x

LILLE

Concentration
o i 1 L .
10 20 30 ppb Fg/l
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- Aprés 5 minutes on ne retrouve dans le bac dépourvu de poissons que
0,114 ppm £ 0,010 de Pb2+. La teneur en Pb2+ du bac contenant les poissons
est de : 0,115 ppm + 0,013 aprés 5 minutes ; elle devient 0,015 ppm *

0,014 apré&s 5 jours de contamination. La teneur du bac témoin est de

0,003 ppm %= 0,001.

5.2.4. Evaluatlon de la quantlte de plomb disponible pour les poissons

D I R R I LR SR S T ) R R I R R I R I R e R R S I IR )

Les réactions de précipitation des composés du plomb ont abaissé
la teneur en Pb2+ de 1'eau de mer des bacs de contamination de 7,326 ppm.
La quantité de Pb2+ effectivement contaminante pour les poissons est de
0,115 ppm £ 0,013. Au bout de 5 jours, elle est diminuée de 0,100 ppm.

Ceci constitue donc la teneur effective en Pb2+ prise par les poissons.
Toutefois, les &léments précipités comportant du Pb2+ peuvent aussi agir
sur l'intoxication du poisson par 1'intermédiaire des branchies ou par
ingestion. Une mise en suspension de ces composés ainsi que des traitements
chimiques appropri&s auraient pu permettre l'évaluation de la quantité

totale effectivement contaminante.

5.3.1. Comparaison avec la teneur des poissons témoins

® 4 8 0 e e 40 b a0 s e s e s e e s s e L R N I I BN R Ay )

Les temeurs en cuivre et en zinc mesurées dans les différents
organes lors de l'intoxication sont données en annexe 5. On remarque
que les tenmeurs en zinc des branchies de poissons intoxiqués sont toujours
supérieures 3 celles des poissons témoins. Par contre, pour les autres
organes, ces teneurs sont toujours de méme ordre que la moyenne des poissons
témoins. Les teneurs en cuilvre, se situent toujours dans la moyenne des
poissons témoins, quel que soit l'organe considéré&. (Tableau 15). Nous
avons voulu vérifier par un test de comparaison de moyenne si ces diffé-

rences étaient significatives au seuil de 5 7.
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Tableau 15 : Teneurs moyennes en cuivre et zinc des organes de flets témoins

et intoxiqués par 10 ppm de ZnCl2

Foies
* Branchies Reins Surnageants Cﬁlots
Teneur . 2,306 £+ 0,505] 2,978 = 1,225]15,426 = 15,215 2,396 + 1-,667
Intoxiqueés _ _
en n==o n=6 n =7 n=9
Cuivrel,,. . 3,379 £+ 4,289) 4,677 £ 2,690{11,92 + 4,957] 2,015 £ 0,826
Témolins
(ppm) n =3 n=4 a=3 n=7
Teneur . . 160,15 £ 26,74 {73,81 * 34,31 |34,97 + 32,226f 8,519 = 4,006
Intoxiqués _
en n==5 n =6 n=7 n=9
Zinc . 43,36 *+ 27,99 }98,6 * 39,8 15,93 * 5,695f{ 5,751 + 1,7
Témoins
(ppm) n =3 n=4 n=4 n=7

thie
D'aprés les résultats obtenus sur notre &chantillon, aucune
différence n'est significative entre les poissons témoins et intoxiqués

pour tous les organes étudiés.

...............................

La teneur du zinc dans le surnageant du foie, devient supérieure
d celles des poissons témoins aprés 4 jours d'intoxication et augmente
dans le culot aprés 18 jours. Une augmentation de la tenmeur en cuivre
apparait également aprés 27 jours d'intoxication dans le foie (surnageant
et culot) (Fig. 12). Nous avons voulu vérifier si ces variations &taient
significatives par l'estimation de la droite de régression ou droite des
moindres carrés. Le test r permet de préciser la signification de 1la
corrélation observée. Il sera utilisé au seuil de 5 7.
Deux organes présentent une corrélation significative pour notre &chantillon,
il s'agit du foie et du rein. L'augmentation de la teneur en zinc varie
selon le temps d'intoxication. Les figures 13 (a, b, c¢) représentent les
résultats obtenus. Les résultats sont basés sur une intoxication de 9 jours,

pour le rein et de 43 jours pour le foie.
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Fig. 13 : Cinétique du zinc lors de !intoxication par le zinc

Fig. 13 a : Culot de foie
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Fig. 14 : Cinétique du cuivre lors de I"intoxication par le zinc

Fig. 14 a : Culot de foie
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Fig. 14 b : Surnageant de foie
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5.3.3. Cinétique du cuivre lors de 1l'intoxication par le zinc

L T R R I I T I R I N I S R I S I R R I N A R P R Y Y

Le métabolisme du cuivre est tré&s important chez les poissons
(cf. chapitre 2). Il est donc intéressant de préciser sa cinétique dans
le cas de 1'intoxication par le zinc. Les résultats obtenus montrent une
corrélation significative pour deux organes, positive pour le foie et
négative pour les branchies. L'accumulation de cuivre dans le foie lors
de 1'intoxication par le zinc parait tre dépendante de la dur&e de con-
tamination pour notre échantillon. Les figures 14 (a, b, c) représentent

les résultats obtenus.

5.3.4. Relations entre la teneur en cuivre et la teneur en zinc

P R R T T T T T S S T R I S I T A R R R S R S S I B I R N )

des différents organes

L I S R I I A L R R

Le métabolisme du cuivre est souvent 1i& au métabolisme du zinc,
nous avons voulu vérifier s'il existait des corrélations significatives
entre la teneur en cuivre et en zinc des différents organes. Seul le foie
montre une variation significative au seuil de 5 7 entre la teneur en
cuivre et en zinc (Fig. 15 et 16). Une augmentation de la teneur en zinc

se traduit donc également par une augmentation du cuivre dans le foie.

5.3.5. Relations entre les organes

R I T R I R I R R L L

Les variations de la teneur en cuivre et en zinc ont été évaluées
pour les différents organes, pris deux 3 deux. Il apparait une relation
significative entre la concentration en cuivre du surnageant et celle du
rein. (Fig. 17). D'autres données seraient nécessaires afin d'argumenter
cette corrélation, le nombre d'échantillons &tant trés réduit pour le
rein. Aucune relation entre les différents organes n'a &té mise en évidence

pour le zinc dans cette expérience.

5.3.6. Discussion

e s s 83000

La différence entre les données obtenues pour le cuivre et le
zinc lors de cette expérience n'est pas significative pour les poissons
témoins et les intoxiqués. La réacticn des poissons apparalt donc sembla-
ble et ne semble pas due & la contamination. La dose de polluant introduite
dans le milieu ne provoque donc pas de réactions particulidres chez les

poissons intoxiqués. 11 faut néanmoins tenir compte du petit nombre d'indi-
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vidus que nous avons dosé. On note toutefois une augmentation de la teneur
en cuivre et en zinc dans le foie, ainsi que du zinc dans les reins..Ces
résultats confirment ceux obtenus par BREMNER et al. en 1975. Ces auteurs
ont en effet montré que le jeline chez les mammif@res entralnait une aug-
mentation de la concentration en zinc dans le foie. Ce phénoméne a été
observé en 1979, par FLOS avec Scyliorhinus canicula L.

Les conditions d'expérimentation (jeline, captivité) semblent
donc provoquer une réaction physiologique du poisson quant au métabolisme
du zinc et du cuivre.

Nous avons observé également une diminution de la teneur en cuivre
des branchies. Néammoins la concentration de cet organe n'apparalt pas corré-
18e avec le foie ou les reins. L'étude d'autres organes, ou du sang auraient
peut-&tre pu expliquer la disparition de cet &lément. Nous avons mis en
évidence une relation entre la teneur en cuivre et la teneur en zinc du foie.
Ceci semble indiquer une liaison entre le métabolisme de ces deux &léments
déj3i citée par plusieurs auteurs (MASON et al., 1981 ; O. BRADY et al.,
1981).

5.4. Résultats de la contamination par le plomb

5.4,1, Comparaison avec la teneur des poissons témoins.

0099000058200 5000000 400000000000 000test IR

Les teneurs en cuivre, plomb et zinc mesurées dans les différents
organes lors de l'intoxication sont données en anmexe 6. La figure 18 les
représente sous forme d'histogrammes. On remarque d'apr@s ces résultats qu'il
ne semble pas exister d'accumulation privilégide dans un organe. Les teneurs
sont en effet trés variables. Des comparaisons de la concentration des
trois métaux pour les différents organes (Tableau 16) ont €té effectuées
entre les poissons témoins et intoxiqués. Nous avons utilisé le test t
de Student en prenant les moyennes deux & deux, le seuil de validité étant

de 5 7.
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Tableau 16 : Teneurs moyennes des organes de flet$ témoins et intoxiqués

par 10 ppm de PbCl2 (Cu,Zn,Pb)

Foies
Branchies Reins Culots Surnageants
Teneur . 1,489 + 0,971} 1,873 = 0,775} 3,08 1,341414,38 + 7,925
Intoxiqueés _ _ _
en n =656 n==6 n = 10 n=9
Cuivrel. .. . 0,611 £+ 0,385| 0,682 + 0,231] 2,863z% 1,625}12,94 + 6,183
Témoins
(ppm) n=>5 n =4 n=8 n =8
.{Teneur . . 124,53 + 19,31 176,64 £ 39,51 {18,111 £ 23,07 32,22 + 22,21
Intoxiqués _ _ _
en n=>35 n=2~6 n= 10 n=9
Zinc . 3,718 = 3,461130,65 + 9,366}18,75 + 19,59 [32,57 + 18,206
Témoins
(ppm) n=xa n=54 n=28 n=238
Teneur . 1,874 £ 1,786 1,219 £ 0,568) 1,200% 0,713¢ 1,3361% 0,439
Intoxiqués
en n=25 n=256 n = 10 n =10
plomb L. 0,845 £ 0,655 0,298 + 0,107] 0,105+ 0,072{ 0,071 * 0,034
Témoins
(ppm) n=25 n==4 n=38 n=28

Des différences significatives apparaissent concernant la teneur
en plomb des reins et du foie. Les branchies ne présentent pas de variation
pour ce métal, par contre cet organe posséde des teneurs en zinc, plus &levées
chez les poissons intoxiqués, de méme que le rein. Les différences de la teneur
en zinc pour le foie ne sont pas significatives pour notre &chantillon. Seul

le rein présente une variation de la coucentration en cuivre aprés intoxication.

5.4.2 Cinétique d'accumulation du plomb

---------------------------------

- Branchies - rein - foie

Nous avons étudié la cinétique d'accumulation du plomb dans les
différents organes lors de l'intoxication par 10 ppm de PbC12 {(Fig. 18). Nous
avons vérifié la signification de ces variations pour les trois organes
étudiés. Le culot présente une augmentation significative de la teneur en
plomb au seuil de 5 % (Fig. 19) . Les données bibliographiques concernant
les intoxications par le plomb incriminent le sang comme principal agent
de transport jusqu'aux os (cf. chapitre II). Nous avons voulu préciser les

variations des teneurs en plomb lors de 1l'intoxication du poisson.

- Sang
- Prelevement et préparation, dos Sehentillons
Le dosage du plomb s'effectue dans le sang total aprés prélévement

par ponction dans le ventricule 3 1'aide d'une pipette héparinée (TOURNAMILLE,

1975). Le traitement de l'échantillon est réalisé selon une technique communi-
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quée par le service d'analyse biologique du Centre Hospitalier Régional de
Lille. 0,5 ml de sang sont prélevés et dilués jusqu'a 5 ml dans du triton
X100° 3 une concentration de 5°/... L'analyse de 1'échantillon est effectuée
directement par spectrophotométrie d'absorption atomique au four A graphite.

- Résultats

Les résultats obtenus sont réunis dans le tableau 17

Tableau 17 : Teneur en plomb du sang total des flets intoxiqués
dans 10ppm de PbCl

9
Durée de . . . . .
1'intoxication b'h 4 h b 23 43 83 20 ]
_ Poissons 18,4 | 12,9 | 24,5 | 48 93,8
intoxiqués < S < S + 10 £ 10 + 9 ‘9 ‘s
Plomb (ppb) B - = * -
Poissons 16 17
témoins < S < S < S < 8 < S s 81| + 5.3
- b - b

Plomb (ppb)

< § = inférieur au seuil de détection de 1'appareil.

La figure 20 représente la cinétique d'accumulation du plomb
dans le sang total des flets intoxiqués par 10 ppm de PbClZ. Une corrélation
trés significative (p > 0,01) a €té mise en évidence. La teneur en plomb des
poissons témoins est inférieure 3 la sensibilité& de 1l'appareil jusqu'au 8&me
jour. Les deux poissons témoins dosés le 8éme et le 20éme jour présentent une
faible teneur en plomb, &quivalente 3 celle trouvée pour les poissons intoxi-
qués le ler et le 28me jour. Il apparalt donc que l'augmentation du plomb
dans le sang des poissons intoxiqués ne soit réalisée qu'3d partir du 2éme jour
d'intoxication. Quelques dosages ont &té effectuds sur les poissons provenant

du milieu naturel. Les teneurs mesurées sont toujours inférieures 3 la sen-

sibilité de l'appareil (< 1 ppb).
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5.4.3. Relations entre les organes selon leur teneur en cuivre,
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en zinc et en plomb

Nous aVons, en premier lieu, recherché les relations pouvant
exister dans chaque organe entre les différents métaux pris deux 3 deux.
Aucun organe n'a présenté de corrélations significatives. Les variations des
différents métaux entre deux organes ont ensuite été évaluées. Une corrélation
négative, significative au seuil de 5 7, est apparue entre les branchies et le
culot de foie pour le zinc (Fig. 21). Les autres variations entre organes pour

le zinc, cuivre et plomb n'ont pas montré de corrélations significatives.

5.4.4. Discussion

P A )

Les branchies pour notre expérience, présentent la plus forte teneur
en plomb, néanmoins la différence entre les poissons témoins et intoxiqués
n'est pas significative. Les polssons utilisés lors de cette expérience et
tués le 4Eme et 8&me jour possédaient déj3 de fortes teneurs en plomb avant
l'intoxication. Le foie et le rein présentent des variations significatives
mais aucun organe ne peut &tre considéré comme site d'accumulation du plomb.
Ces résultats sont en contradiction avec ceux cités par REICHERT, en 1979, qui
a montré une concentration préférentielle du plomb dans le rein posté@rieur du
saumon Coho. De méme, SCHULZ~-BALDES en 1974, avait décelé une accumulation du
plomb dans le rein et les branchies des moules. D'autres variationms apparaissent
entre les poissons témoins et intoxiqués. On observe une concentration plus
forte du cuivre et du zinc dans le rein, néanmoins aucune relation entre les
organes n'a pu &tre mise en &vidence pour ces métaux. Le cuivre et le zinc
des reins ne semblent donc pas provenir d'ume redistribution tissulaire issue
des branchies ou du foie. La concentration en zinc des branchies des poissons
contaminés est plus €levée que celle des poissons témoins. Cette augmentation
.correspond certainement & une rdaction du poisson face 3 l'intoxication ; on
observe également une relation entre la teneur en zinc\des branchies et du
culot de foie. L'augmentation de la teneur en zinc dans le culot est lide 3
une baisse de celle des branchies.

Les deux sites d'accumulation du plomb en fonction du temps d'intoxica-
tion sont le culot de foie et le sang. Cecl confirme les donn&es recensées dans
la bibliographie. Le foie sera &tudié de facon plus approfondie quant 3 ses

variations de teneurs en métaux dans le chapitre IV ,
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5.5.1. Comparaison avec les poissons témoins

-------------------------------------

Les résultats de la teneur en métaux des poissons lors de 1'intoxi-
cation au cadmium sont présentés en annexe 7. Une comparaison de la concen-
tration entre les poissons témoins et intoxiqués est effectuée au moyen du

test t de Student (Tableau 18).

Tablgau 18 : Teneurs moyennes des organes de flets témoins et intoxiqués

par 10 ppm de CdC12 (Cu,Zn,Cd)

Foies
Branchies Reins Culoets Surnageants
Teneur . 0,829 + 0,276 1,785 = 0,470} 3,58 * 0,934(10,452 £ 4,987
Intoxiqueés _ _ _
en n=7 n =7 n =7 n=7
Cuivrel . . 0,658 £ 0,184 1,247 £ 0,192] 4,341 & 5,335) 5,255 * 2,446
Témoins
(ppm) ns=>5 n=>5 n=>5 n=35
Teneur . 123,63 £ 7,21 39,33 * 28,47 11,05 * 4,089]22,30 + 3,858
Intoxiqués - _ _ =z _
en n=7 n =7 n==56 n=7
Zinc Témoi 24,36 £ 3,010(38,57 % 19,71 {11,867 £ 10,289{20,15 = 7,839
émoins
(ppm) n=>5 n=2>5 n=25 n=>3
Teneur . 5,90 = 4,21 117,15 £ 23,10 7,757 £ 5,121138,79 £ 33,16
Intoxiques - _ _ _
en n=7 n =7 n=7 n =7
Cadmiumi, . . 0,229 £ 0,130] 0,131 % 0,075} 0,149 + 0,t16] 0,343 £ 0,212
Témoins 5
(ppm) n =5 n =5 n =5 n =5~
BU
LILLE

Les concentrations en cadmium sont toujours supérieures chez
les poissons intoxiqués quel que soit l'organe étudié. Ces variations sont
significatives au seuil de 5 %. Seul le surnageant de foie présente une
différence significative de la teneur en cuivre des poissons intoxiqués.
La quantité de cuivre pour les autres organes, ainsi que la quantité de

zinc ne sont pas différentes significativement dans notre &échantillon.

5.5.2. Cinétique d'accumulation du cadmium

I1 apparalt une augmentation ilmportante de la teneur en cadmium
au niveau du surnageant et du rein lors de 1l'intoxication (Fig. 22). La
teneur du cadmium dans le culot et les branchies varie également mais de
fagon moins prononcée. Afin de vérifier ces variations, nous avons effectu?
un calcul de la droite de régression, caractérisée par le test r, utilisé
au seuil de validité de 5 Z (Fig. 23 a, b, c¢). Tous les organes &tudiés
présentent une augmentation significative de la teneur en cadmium en fonction

du temps d'intoxication.
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Cinétique du cadmium lors de l'intoxication par le cadmium
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Fig. 25 : Relation entre la teneur en cadmium et la teneur en cuivre

dans les reins
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5.5.3. Cinétique d'accumulation du 2zinc et du cuivre lors de
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1'intoxication par le cadmium

4% 4 % 6 % 2 s s e e ATt e s ae sk

Le culot de foie présente une variation significative négative
pour le zinc lors de l'intoxication par le cadmium. La teneur du zinc dans
le culot baisse donc en fonction de la dur@e d'intoxication (Fig. 24). Les
autres organes n'ont pas montré de variations significatives en zinc et

cuivre au cours de l'intoxication par le Cadmium.

5.5.4. Relations entre la teneur en cuivre, zinc et cadmium des

LI I I I I S I R R I T R R I I I R I R N I e L BRI A PR

différents organes

L I I R L R BN BRI Y

Les métaux sont étudiés deux par deux pour chaque organe.
Des variations significatives de la teneur en cadmium avec le cuivre dans
les reins et avec le zinc dans le culot de foie apparaissent aprés intoxi-
cation par le cadmium. Ce métal semble donc induire une augmentation de la
teneur en cuivre des reins (Fig. 25) et une diminution de la teneur en

zinc du culot de foie (Fig. 26).

5.5.5. Relation entre les organeé

L R O L I I I A B P A N

Il n'existe pas de relations entre les organes quant 4 l'accumula-
tion ou & la diminution du cuivre et du zinc. Par contre, nous avons mis
en évidence trois corrélations significatives pour le cadmium entre le sur-
nageant de foie et les trois autres organes étudiss. L'augmentation de la
teneur en cadmium des branchies est liée & une augmentation de la teneur du
surnageant de foie (Fig. 27 ). L'augmentation de la teneur en cadmium du sur~
nageant est aussi liée & une augmentation dans le culot et le rein (Fig. 28

et 29 ).

5.5.6. Discussion

L I I

Les poissons intoxiqués présentent toujours une différence signi-
ficative avec les poissons témoins quant 3 la teneur en cadmium. Pour le
cuivre et le zinc, une seule variation a été mise en évidence, concernant
la teneur du surnageant et ceci exclusivement dans le cas du cuivre. L'aug-
mentation du cadmium est proportionnelle au temps d'intoxication pour les
trois organes &tudiés. Ce résultat concorde avec les données blibliographiques
et confirme la toxicité trés importante du cadmium envers les organismes

vivants. Certains résultats obtenus lors de cette contamination coincident
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avec ceux de NOEL-LAMBOT (1980) lors de ses travaux sur l'anguille. Le foie
présente les plus fortes teneurs en cadmium, puls le rein et ensuite les
branchies. Nous avons également montré que l'augmentation de la teneur en
cuivre des reins est proportionnelle 3 la teneur en cadmium de ces organes.
Nous observons également une baisse de la concentration en zinc du culot

de foie en fonction du temps d'intoxication. Ce ré&sultat est en contradiction
avec ceux de WEBB en 1972 obtenus sur le rat et ceux de NOEL-LAMBOT sur
1'anguille. Ces deux auteurs ont en effet montré qu'il existaitune augmenta-
tion significative de la concentration en zinc du foie total lors d'une
intoxication par le cadmium. Néanmoins les travaux de HILL et al., en 1963
availent signalé une déficience en zinc et en cuivre. Le cadmium perturbe-

rait donc la répartition de ces métaux entre les organes (FOX, 1974).

5.6. Conclusion

Les trois intoxications expérimentales que nous avons réalisées
montrent qu'il existe une accumulation privilégiée des polluants dans le
foie et le rein, et que celle-ci dépend du temps de contamination. Des
interférences entre le métabolisme du cuivre, du zinc et du cadmium ont
été mises en évidence. Nous avons également montré& dans le paragraphe &4
que le foie présentait les concentrations les plus élevées en métaux dans
le milieu naturel. Nous allons donc étudier cet organe plus particuliérement
dans le chapitre IV, quant i ses variations sur les différentes fractions
prot8iques, induites par les polluants, lors des intoxications. Une attention
particulidre sera portée au cuivre et au zing, constituants naturels des mé-
tallothionéines du foie. En effet les Zn et Cu - thionéines sont présentes
dans le foie en concentrations variables et elles sont susceptibles de jouer
un rdle dans le stockage, l'absorption et le transport de ces cations.
(RICHARDS et al., 1976). La recherche de ces protéines sera effectufe sur les
polissons intoxiqués expérimentalement ainsi que sur les poissons provenant

du milieu natureil.



CHAPITRE IV

METALLOTHIONEINES
ROLE - MISE EN EVIDENCE
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CHAPITRE 1V

METALLOTHIONEINES : ROLE - MISE EN EVIDENCE

Nous avons pu comnstater (voir chapitre 11I) que l'intoxication
par des métaux lourds tels que le plomb ou le cadmium provoquait une accu-
mulation de ces métaux dans les organes du flet. Il existe donc des systémes
d'adaptation et de régulatién mis en oeuvre par les organismes vivants pour
lutter contre ces agressions. Nous exposerons dans ce chapitre ces différen-
tes possibilités en portant une attention particulidre aux métallothionéines.
Ces protéines de faible poids moléculaire ont &té mises en évidence par
MARGOSHES et VALLEE en 1957. Ces auteurs recherchaient une protéine pouvant
expliquer l'accumulation naturelle du cadmium dans le rein de cheval. Elles
ont 8galement été décelées lors d'intoxications par le cadmium et le mercure.
Elles ont un rdole de détoxification. Nous exposerons les méthodes employées
pour leur caractérisation, chez le flet, lors d'une intoxication expérimentale
par le cadmium. Nous envisagerons en dernier lieu, leur recherche dans le

milieu naturel 3 Dunkerque et 3 Hardelot.

I - MECANISMES DE DETOXIFICATION

1.1. Rappels

1.1.1. Invertébrés

Des concrétions minérales, appelées sphérocristaux ont &t& mises
en &vidence par MARTOJA en 1984 chez les invertébrés. Elles sont insolubles,
3 base de phosphates et de pyrophosphates et sont situées dans des vésicules
attachées 3 la membrane plasmique. Elles seraient élaborées par le réticulum
endoplasmique. SIMKISS, en 1982, a montré&, chez la moule, 3 l'aide de radio-
isotopes, que la plupart des polluants métalliques &taient incorporés dans
ces formations. Une intoxication pour le manganése provoque chez ce mollusque,
la formation de concrétions rénales (MAURI, 1982). Ces formations jouent un
rdle important dans 1l'accumulation, l'excrétion et la toxicité du cadmium
chez Argopecten irradians placé en enceintesd'élevages expérimentaux polluZes
(CARMICHAEL et al., 1981).

Le stockage et la détoxification des métaux éont donc effectués
par un mécanisme de compartimentage dans des vésicules liées & la membrane

(COOMBS, 1977 ; GEORGE et al., 1979a).
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D'autres ph&noménes de détoxification existent chez les inverté-
brés : tels que, la fixation des métaux sur 1'exosquelette des crustacés
qui permet une détoxification réguliére lors de chaque mue (POIRIER et al.,
1981) ; ou le stockage temporaire du cadmium par immobilisation dans les
phagolysosomes (JANSSEN et al., 1979). Des mécanismes d'adaptation cellulaire
sont aussi mis en jeu dans la lutte contre les métaux toxiques. Un certain
nombre de métaux tels que le plomb, le bismuth, le mercure, l'aluminium et
le cuivre sont accumulés dans le noyau. Ces métaux sont 1i&s i des protéimes
qui ne sont pas des histones (CHERIAN et al., 1983). Cette accumulation est
considérée comme un mécanisme de réaction cellulaire.

La complexation des mé&taux par des ligands organiques, les mé-
tallothion&ines, les rend chimiquement et biologiquement moins réactifs.
L'encapsulation des métaux produit un isolement et une &limination en tant
que particules discrétes sous forme de granales ou de concrétions dans les
tissus des mollusques. La formation de ces concrétions n'est pas connue.

I1 a été suggéré que les concentrations sont synth&tis&es, en totalité ou

en partie, dans le systéme lysosomal des cellules épithéliales du rein.
Néanmoins, ce modéle n'explique pas le transport des métaux lourds de cet
organe jusqu'3 une incorporation dans les granules. (KUSTIN et al, 1983).
GEORGE, en 1983 a montré, lors d'une intoxication par le cadmium de Mytilus
edulis que 30 7 de ce métal était situé dans les lysosomes. Les 70 7 restants
sout concentrés sur des protéines appelées métallothionéines. Ce mécanisme

a ét8é découvert chez de nombreux invertébrés.

1.1.2. Vertébrés

----- ° e s e

Un processus de détoxification a été mis en &vidence par MARTOJA
et al., en 1977, chez les mammif@res marins. Le s&lénium apparalt comme un
inhibiteur de la toxicité du mercure. Des granules de sé&léniure mercurique sot
forme de tiemanite ont &té découverts dans le foie, le rein et la peau des
odontocétes.

Les poissons semblent posséder plusieurs types de protection face
aux pollutions métalliques.

Une augmentation de la production du mucus aprés une intoxication
par le HgClZ, limite 1'absorption de ng+ chez Serranus cabrilla (RADOUX et

al. , 1979). La complexation des sels métalliques avec les muco-polysaccharide
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du mucus a &té mise en évidence par LABAT en 1977. La présence de corpuscules
intestinaux, trés chargés en métaux, a &été décelée par NOEL-LAMBOT en 1980
chez 1l'anguille. Bien qu'étant de trés petite taille, ces corpuscules semblent
limiter l'entrée de métaux lourds dans la barriére intestinale et protééent
ainsi le poisson contre les polluants.

L'excrétion constitue &galement un processus de détoxification.
I1 peut y avoir perte de métal 3 travers le corps ou les branchies. Chez
Salmo gairdneri, le zinc est excrété 3 travers le tube digestif ou par les
urines (LABAT, 1977). Toutefois, les avis des auteurs divergent, pour certains,
1l'excrétion par les urines est limit&e chez les poissons (AUBERT, 1975).

Une certaine tolérance vis i vis des métaux 3 des doses létales
se manifeste aprés un pré-traitement avec des concentrations sublétales
(LYODD, 1960 in KATZ, 1975 ; SPRAGUE, 1969). Les métallothiondines constituent
un autre mécanisme de détoxification que de nombreux auteurs ont mis en
é&vidence dans le cas d'intoxications chroniques par le cadmium et par le
mercure (NOEL-LAMBOT, 1980 ; BOUQUEGNEAU, 1975). Une exposition au cadmium
provoque de mauvais fonctionnements du rein chez les ouvriers (FRIBERG, 1974).
Ces personnes soumises 3 un environnément pollué excrétent beaucoup de
métallothionéines dans leurs urines par rapport aux personnes non intoxiquées.
Cette &laboration de métallothionéines est telle que TOHYAMA (1982), préconise
l'utilisation de leur dosage dans les urines, dans les tests de routine pour

1'étude des fonctionnements rénaux défectueux. La présence de métallothionéines

apparait donc comme un indicateur de pollutiom.

1.2. Métallothionéines

Ces protéines se distinguent des autres par un ensemble de carac-
téres inhabituels, qui ont &té caractérisés par KAGI et VALLEE en 1960. Il
s'agit essentiellement de leur teneur en métaux lourds, de la composition

en acides aminés et de leur spectre d'absorption dans l'ultra~violet,

1.2.1. Poids moléculaire

LR R I I I A A )

Les déterminations du poids moléculaire de ces protéines sur des
colonnes calibrées conduisent 3 des résultats assez homogénes. Le poids
moléculaire varie de 9 000 3 12 000 d, quels que soient l'espédce et 1l'or-
gane & partir duquel elle est isol&e. (PULIDO et al., 1966 ; NORDBERG et al.,

1972) ; OLAFSON et al., 1974 ; BREMNER et al., 1975). Cependant, des chroma-
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tographies réalisées sur des protéines dénaturées lui attribuent un poids

moléculaire de 6 000. (KAGI et al., 1974 ; BUHLER et al., 1974). Le calcul
du poids moléculaire 3 partir de la composition en acides aminés donne

une valeur comprise entre 6 000 et 7 000 (NORDBERG et al., 1972 ; RICHARDS
et al., 1977).

1.2.2. Comp031t10n en acides aminés

----------------------- LRI Y

La composition en acides aminés montre une forte proportion de
cystéine (de l'ordre de 30 7Z) ce qui leur confére un contenu en soufre
voisin de 8 %, dépassant la protéine riche en soufre de la laine (7,5 %)
(KAGI et al., 1979). On remarque également l'absence de résidus aromatiques
(tyrosine, phénylalanine et tryptophane). L'absorption sera donc minimale
3 280 nm tandis que la liaison métal-mercaptan est responsable d'un &paule-
ment du pic de densité optique pour le cadmium & 250 nm. Cette absorption
diminue quand le cadmium est remplacé par le zinc, le mercure ou le cuivre
dans lamétallothion&ine. Elles sont &galement stables & la chaleur et ne
sont pas détruites par chauffage & + 80°C pendant 10 minutes (CHERIAN et al.,
1978).

1.2.3. MBtallothionéines chez les mammiféres

-------------------------------------

-~

Des protéines semblables 3 la métallothionéine du rein de cheval
ont été identifides dans le foie et le rein de nombreux mammiféres dont
1'homme (BUHLER et al., 1974 ; FALCK, 1983 ; NOMIYAMA, 1975), chez le
lapin (NORDBERG et al., 1974 ; PISCATOR, 1964 in BOUQUEGNEAU, 1980) chez
la chévre (MJOR-GRIMSRUD, 1979) chez le veau (BRIGGS et al., 1982) et chez
le cochon (BREMNER et al., 1976a).

La recherche de ces protéines est surtout réalisé&e pour des animaux
intoxiqués artificiellement par du cadmium, du zinc et du cuivre et essen-
tiellement sur des animaux de laboratoire tels que le rat ou le lapin

(BREMNER et al., 1976b).

1.2.4., Caracterlsthues metalllques

--------------

En absence de toute intoxication, les métallothionéines du
rein contiennent généralement des quantités &gales de zinc et de cadmium
avec peu de cuivre, tandis que dans le foie elles fixent principalement du

zinc et umne quantité@ plus importante de cuivre.
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Lorsque les animaux sont intoxiqués par les métaux tels que Cd, Hg,
Zn, Cu, Ag, les-métallothionéines comportent une part importante de ces
ions métalliques (KOJIMA et al., 1978). On peut alors les déceler dans
presque tous les tissus capables d'accumuler les métaux : le foie et les
reins (PISCATOR, 1964 in BOUQUEGNEAU, 1978), (FELDMAN et al., 1978), le
pancréas, la rate (SHAIKH, 1971) ; les testicules (0. BRADY et al., 1981) ;
1'intestin (FLANAGAN et al., 1983) ; les globules rouges (MEHRA et al., 1984).
Mais jusqu'd présent leur recherche dans les muscles squelettiques est
restée vaine. *

Les métaux qui peuvent induire la synthése des métallothionéines
appartiennent aux groupes I B et II B de la classification de Meendeliev
(MARTOJA, 1984). Le cadmium posséde l'action la plus puissante suivi par le
mercure organique, le zinc, le cuivre (BREMNER et al., 1976b), l'argent,
le bismuth, le cobalt et peut-€tre le fer. D'autres ions métalliques indui-
sent la synthése mais ne se fixent pas sur les métallothionéines, il s'agit
de crt, c®, mo?*, 17, N7, pp?t, so™t (vosHIRAWA et al., 1982). L'étude
cinétique de l'apparition des métallothionéines a montré qu'il existait un
délai de deux # cing heures entre l'injection de métal et 1l'apparition de la

proté&ine et que la synthd@se était maximale 10 heures apré@s 1'intoxication

(CHEN et al., 1975 in BOUQUEGNEAU, 1980).

1.2.5, Polymorphisme

Par des techniques de séparation basées sur les différences de
charges &lectriques des molécules, on a pu &tablir qu'au sein d'un méme
organe, il pouvait exister deux ou trois formes de métallothionéines
(SUZUKI et al., 1983b ; NOEL-LAMBOT, 1980 ; NORDBERG et al., 1978). Ces
composés possédent le méme poids moléculaire et différent trés peu par la
composition en acides aminés (RICHARDS et al,, 1977) mais peuvent varier
par la nature des métaux liés (PULIDO et al. 1966). Le tableau |9 résume

les caractéristiques des métallothionéines.

Le r8le des métallothiondines est double. Ces protéines ne possé-
dent pas d'activité enzymatique connue et ne semblent pas participer 3

des processus d'oxydo-réduction (KOJIMA et al., 1978). Elles constitueraient
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TABLEAU 19 : PROPRIETES DES METALLOTHIONEINES
(CHERIAN, 1978)

(1) Synthdse des thionéines induite par de nombreux métaux.
(2) Petit poids moléculaire (6 000 - 10 000)

(3) Forte proportion de cystéine (30 %) et affinité des thionéines

pour les métaux.
(4) Absence de ponts disulfures et d'acides aminés aromatiques.
(5) Absorption maximale 3 250 nm pour la cadmium-thionéine.
(6) Stabilité 3 la chaleur.
(7) Localisation cytoplasmique

(8) Présence en tant que prot&ine intracellulaire et absence dans les

fluides biologiques (Plasma, bile...).
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ainsi un réservoir de Zn et de Cu. En dehors de toute intoxication, elles
pourraient fournir les métaux nécessaires 3 la synth&se des enzymes métalli-
ques (RICHARDS et al., 1976 ; O'BRADY et al., 1979) et assurer ainsi 1'homécs~
tasie de la teneur en métaux des cellules. Néanmoins CHEN et al., en 1977
suggérent que la métallothionéine serait mise en jeu dans 1'accumulation
du zinc excessif plutdt que dans le stockage pour une utilisation ultérieure.
L'apparition de ces composés en réponse aux intoxications par les métaux
lourds a conduit les auteurs & lui attribuer un r8le de détoxification
(CHERIAN et al., 1978 ; NORDBERG et al., 1972 ; 0. BRADY et al., 1979 ;
VALLEE,!979). Un prétraitement des animaux d'expérimentation par de petites
doses de cadmium et de métallothionéines provoque une ré&duction des effets
nocifs d'une grande quanfité de cadmium (YOSHIKAWA, 1970 in KITO, 1982). Un
prétraitement par un métal induit donc une "réponse biologique" et ceci
modifie probablement la 1&étalité du métal utilisé dans 1l'intoxication ulté-
rieure. La synthése de métallothionéine est considér@e comme une réponse
biologique : si un métal administré est capable d'induire la synthése de
métallothionéines, le deuxidme métal capable de se fixer sur ces protéihes
verra sa toxicité réduite.

Néanmoins, le mécanisme de tolérance par un prétraitement ne
peut &étre expliqué exclusivement par la formation de métallothionéines,
en effet, il existe certains métaux qui ne se lient pas ou n'induisent pas
la synthése de ces protéines mais qui peuvent influer &galement sur la
toxicité d'un métal utilisé dans une contamination ultérieure (CHERIAN et

al., 1983).

1.2.7. Critédres de détermination des métallothionéines

D I A I I R R I R O R A N N N A A A AR e 8 s s a0 0

Les critéres d'identification des métallothionéines ont é&té
résumés par VALLEE en 1979 :

- Contenu en métal tré&s &levé (Cd, Zn, Cu).

- Potentiel de cystéine : 30 % de la composition totale en acides aminés.

- La quantité d'ions métalliques liée aux groupements S-H est de 1/3.

~ Généralement, il existe 7 atom. g de Me2+ pour 20 & 21 groupements -
SH des métallothionéines.

- Les acides aminés aromatiques, l'histidine et les ponts disulfures
sont normalement absents. La protéine de mammifé@re contient une seule
méthionine.

- La métallothionéine ne présente pas d'absorption i 280 nm.

- La cadmium-thionéine absorbe 3 250 nm.

- Le poids moléculaire de ces protéines est situé entre 6000-7000,
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- La chromatographie d'exclusion sur gel et le volume d'élution correspon-
dant 3 un poids molé&culaire voisin de celui de métallothioné&ines, sont
insuffisants pour identifier cette protéine. D'autres caractéristiques
sont nécessaires ; 1l'absorption U.V. et surtout la composition en acides

aminés.

D'autres protéines de poids moléculaire semblable ont &té isolées.
I1 peut donc y avoir confusion avec les métallothionéines dont elles différent
par leur composition en acides aminés et leurs propriétés électrophorétiques. .
Ces protéines contenant du cuivre ont &té appelées 'Cuivre-chélatine" (WINGE
et al., 1975 in KAGI et al., 1979).

D'autres protéines, telles que celle "liant" le zinc qui a été
isolée du lait de rat et de 1'homme, ou la ""'renalchromochelatin" isolée
3 partir d'une administration de sels de bismuth dans le rein du rat, possé-
dent des poids moléculaires voisins des méthallothionéines mais différent

par leur composition en acides aminés.

1.2.8. Présence des métallothiondines dans les organismes vivants
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La littérature concernant les métallothionéines &tait jusqu'en
1978, essentiellement basée sur des mammiféres. Elle se bornait i mettre
en &vidence les protéines complexant le cadmium ou le mercure lors d'intoxi-
cations expérimentales. Laﬁygcherche s'est considérablement développée en
ce domaine, ces cing derniéres années.
La structure des métallothionéinegest actuellement connue chez de
nombreux vertébrés et invertébrés
Poissons : Pleuronectes platessa (le carrelet) : OVERNELL et al., 1977
Anguilla anguilla (1'anguille) : BOUQUEGNEAU , 1975 ;
NOEL-LAMBOT, 1980
Salmo gairdneri (la truite) : LEY et al., 1983
Crustacés : Scylla serrata  LERCH et al., 1981
Carcinus maenas JENNINGS et al., 1979
Cancer pagurus OVERNELL, 1982a
Mollusques :  Patella vulgata NOEL-LAMBOT, 1980
Mytilus edulis NOEL-LAMBOT, 1980 ; CARPENE et al., 1983.

D'autres travaux ont été effectués sur la recherche de ces

protéines, sans caracté@risation de la composition en acides aminés. Les
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auteurs les consid@rent donc comme des protélnes 'liant" le cadmium, ou
d'autres métaux ou les appellent des métallothionéines 'like" protéines.
Elles ont &té mises en évidence dans de nombreux taxons : les amphibiens
(SUZUKI et al., 1983a) ; les polyplacophores ; (OLAFSON et al., 1979a), les
lamellibranches (NOLAN et al., 1983 ; ROESIJADI et al., 1982 ; GEORGE

et al., 1979b), les poissons (ROCH et al., 1982 ; YAMAMURA et al., 1983 ;
BEATTIE et al., 1979), les crustacés (OLAFSON et al., 1979 ; LYON et al.,
1983 ; RAY et al., 1981) et mé8me sur des champignons (BELTRAMINI et al.,
1983).

On pourrait étendre cette revue bibliographique concernant les
intoxications expérimentales qui ont été réalisées sur de nombreux orga-
nismes vivants. La caractérisation des prot&ines liant les métaux n'est
effectuée cependant que dans un trés petit nombre de travaux. Nous pouvons
néanmoins remarquer que les métallothionéines sont présentes dans de
nombreux taxons et que les organismes vivants sont tous capables d'accumuler
les polluants dans des systdmes protéiques, qu'il s'agisse de métallothionéi-

nes ou de métallothionéines "like" protéines.

1.3. Méthodes d'études pour la caractérisation des métallothionéines

Les méthodes utilis@es pour la purification des métallothionéines
varient. Elles sont toutes basées sur une extraction par homogénéisation
et centrifugation, suivie, ensuite par une chromatographie de gel filtration.
I1 faut distinguer deux types de travaux. Le premier travail consiste en
une caractérisation banale par profil chromatographique des protéines com-—
plexant les métaux et ne nécessite pas de méthode particuliére. Le deuxiéme
est basé sur l'obtention d'un extrait tré&s pur, nécessaire pour la caracté-

risation fine : il nécessite des méthodes de purifications successives.

1.3.1. Extraction

D Y

Les métallothionéines sont des prot&ines cytoplasmiques. Les
méthodes d'extraction sont basées sur une homogénéisation de l'organe
que l'on veut étudier, généralement dans 3 volumes (V/W) de solution saline
isotonique (OLAFSON et al., 1979) ou dans du saccharose (NOEL-LAMBOT, 1980).
L'extrait est ensuite centrifugé, pendant | heure 3 100 000 g (NOEL-LAMBOT,
1980) ou lorsqu'il s'agit d'8chantillons riches en composés lipidiques

-

comme le foie, centrifugé une premidre fois a 20 000 g pendant 15' 3 + 4°C
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(la couche lipidique est alors aspirée) et le surnageant est 3 nouveau
soumis & une centrifugation 3 80 000 g pendant 1 heure (ROESIJADI et al.,
1981).

Quelques techniques de purification supplémentaires ont &té utilisées afin

de réduire la part des protéines de poids mol&culaire &levé.

1.3.2. Fractionnement

Le premier type de fractionnement utilisé est basé sur la résis-
tance 3 la chaleur des métallothionéines. Les homogénats sont dénaturés
d 90° C pendant 10 minutes et ensuite centrifugés 4 12 000 g pendant 10 minute
OLAFSON et al., en 1979 ont montré que la dénaturation par la chaleur, &limi-
nait la plupart des activités protéolytiques, autre que les métallothionéines-.
Cette technique présente 1l'incounvénient d'exclure ensuite les procédures
d'isolation par chromatographie d'échange d'ions et 1'électrophoré@se, qui
doivent étre réalisées sur du matériel non dénaturé.

NOEL-LAMBOT en 1980 a utilisé une méthode dé&rivée de celle de
CHERIAN en 1974. L'extraction habituelle de la phase soluble du foie, par
homogénéisation et double centrifugation, est suivie d'une &tape de chauf-
fage puis d'un fractionnement au sulfate ammonique. Ce procédé a cependant
&té abandonné par la suite car il altére les métallothionéines. En effet,
cet auteur a observé un dédoublement du pic protéique fixant le cadmium,

ce qui ne se produit pas pour des extraits non purifiés.

La purification des métallothionéines peut &tre obtenue &galement
par des précipitations et des centrifugations successives de la fraction
soluble du foie.

- précipitation par 95 % d'Ethanol i - 20° C de la fraction des métallo
protéines. Le précipité blanc est récupéré par centrifugation 3 3 000 g pen-
dant 20 mn et extrait par 200 ml d'HZO durant 10 mn. Une nouvelle centrifu-
gation est ensuite réalisée pendant 2 heures 3 20 000 g. Le dernier surnageant
contient les métallothion&ines (BUHLER et al., 1974).

- précipitations par 45 et 80 % d'ac&tone (NOEL-LAMBOT, 1980) selon

une technique dérivée de la précédente.
- précipitations par du RIVANOL 5 %, puis du KBr et enfin un mélange

d'Ethanol-Chloroforme (1,05 : 0,008 ; V/V) (NORDBERG et al., 1972).
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1.3.3. Chromatographies

................

La séparation des protéines de la fraction soluble des différents
organes est réalisée en premier lieu par une chromatographie de gel filtratiom.
Deux types de gels sont utilis&s par les différents auteurs : 1'ACA 54
(I.B.F. Pharmindustrie) (NOEL-LAMBOT, 1980) et le SEPHADEX G 75 (Pharmacia)
(SIEWICKI et al., 1983 ; CHERIAN et al., 1977 ; BOUQUEGNEAU et al., 1975).

Les fractions correspondant au volume d'&lution des protéines de poids mo-
léculaire voisin des métallothionéines sont ensuite récupérées et concentrées
par lyophilisation ou sur des membranes de type AMICON UM.2 (FRANKENNE et al.,
1980). Elles sont ensuite chromatographiées sur des résines &échangeuses
d'ions, principalement la DEAE-Cellulose (ROESIJADI et al. en 1981 préconi-
sent l'utilisation d'une colonne Whatman C.M 52 car ils ont remarqué 1'ad-
sorption des Hg-thionéines sur les colonnes de DEAE cellulose).

Ces techniques permettent de séparer les protéines de poids moléculaire voisin,
selon leur charge &lectrique (SUZUKI et al., 1979 ; LEY et al., 1983 ).

SUZUKI et al., en 1983(b) ont étudié trois méthodes de séparation sur colonnes
en H.P.L.C. : la gel filtration, l'échange d'ions, et la phase inverse. La
technique d'H.P.L.C. permet une résolution supérieure et l'utilisation de
quantités réduites de matériel. La phase inverse présente la meilieure réso-
lution car les colonnes en principe ne possé&dent pas de ligands pour les
métaux. Cet auteur a montré &galement que la séparation était supérieure

par utilisation de colonnes en Cl1 plutdt qu'en C5 ou C8. Les ré&sultats obte-
nus pour le foie de poisson présentent trois isoprotéimes, alors que dans

le cas de gel filtration ou de chromatographie d'échange d'ions on ne détec-

tait que deux composés.

- La caractérisation des métallothionéines est effectuée en premier
lieu par leur absorption en spectrophotométrie U.V. Elles présentent en
effet une absorption ré@duite d 280 nm et dans le cas de la cadmium-thionéine,
un pic 3 254 nm. La purification de ces protéines est vérifiée 3 1'aide
d'électrophoréses en gel de polyacrylamide non dénaturant (RIBAS, 1983 ;
FRANKENNE et al., 1980 ; BUHLER et al, 1974). Leur poids moléculaire est
estimé par &lectrophorése sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant,
c'est-3-dire en présence de sodium dodécyl sulfate-(SDS) (LEY et al., 1983 ;
Mc CARTER et al., 1982).
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- Les teneurs en métaux des protéines sont mesurées par
spectrophotométrie d'absorption atomique de flamme.

Un des obstacles majeurs dans la recherche concernant les métallo-
thionéines est la quantité de méthodes utilisées pour la purification qui
induit des pertes importantes de matériel. En 1979(b), OLAFSON et.SIM ont
mis au point une technique électrochimique permettant leur caractérisation
(avec une électrode PAR 303) et la quantification (avec une é&lectrode clas-
sique au mercure) par polarographie. Ces travaux ont été effectués sur
Scylla serrata. D'autres travaux concernant la palourde Tresus capax et
1l'huitre Crasscstrea gigas ont &té réalisés par COSSON et al., en 1983,
Cette méthode permet une détermination qualitative et quantitative des
métallothionéines présentes dans un &chantillon. Cette méthode a &té uti-
lis8e par Olivier HACHE en 1984 dans le cadre d'un stage de fin d'études de
1'Ecole Nationale de Chimie Supérieure de Lille, effectué au laboratoire
de chimie marine de la Station Marine de Wimereux. Les quelques résultats,
réduits & cause de problémes techniques, ont montré que le protocole utili-
sé& jusqu'a présent pour des prot@ines courantes &tait adéquat 3 1'étude
de nos échantillons.

- La composition en acides aminés constitue le stade ultime de
la caractérisation de ces protéines. Elle est réalisée par oxydation 3
l'acide performique de 1'échantillon. La cystéine est dos&e en tant qu'acide
cystéique (MEL-LAMBOT, 1980 ; BUHLER et al., 1974 ; FRANKENNE et al., 1980).
L'échantillon est ensuite hydrolysé& puis passé dans un analyseur automatique
d'acides aminés.

La s&quence des acides aminés des métallothionéines a 8té& détermi-
née pour le foie et le rein de cheval (KOJIMA et al., 1976), pour le foie
humain (KISSLING et al., 1977), pour le Neurospora crassa (LERCH, 1980) et
pour Scylla serrata (LERCH et al., 1982).

La structure primaire de la métallothionéine humaine est similaire
3 celle du cheval. La caractéristique essentielle est la distribution des
20 résidus de cystéine, le long de la chaine. Il a &té suggéré que les 7
séquences Cys - X - Cys constituent le premier site de liaison pour 7 ions
métalliques. Il n'existe cependant chez le crabe, Szylla serrata, que 5
séquences Cys - X - Cys (LERCH et al., 1982).

L'étude des métallothionéines peut &galement &tre réalisée par
spectroscopie de rayons X (SOKOLOUWSKL, f974) ou encore depuils quelques
années par résonance magnétique nucléaire (VASAK et al., 1980 ; DEAN et al,

1983).
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Les analyses spectroscopiques ont montré que les résidus de cysté&ine se
liaient aux ions métalliques, que chaque métal était 1i& 3 quatre ligands
thiols, que la symétrie de chaque complexe &tait tétrahé&drale, et que,
pour satisfaire la stoechiométrie Me_, - (Cys)20 ces complexes étaient

7
combinés pour former des groupes de métaux-thiols (BERNHARD et al., 1983).

1.3.5. Bilan des techniques séparatives utilisées
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L'étude des métallothionéines met en jeu de nombreuses méthodes
trés diversifiées. Lors de notre &tude, nous avons utilisé les techniques
de séparation préliminaire basées sur l'extraction, la chromatographie
et l'8lectrophordse. Notre protocole expérimental est résumé dans le
tableau 20. La composition en acides aminés a été envisagée mais au moment
de la rédaction, les résultats sont encore insatisfaisants en raison des

impuretés probables de fractions sousmises 3 l'analyseur d'acides aminés.

IT - CARACTERISATION DES METALLOPROTEINES : PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

Le foie est homogénéisé dans 2 volumes de saccharose 0,5 M au moyen
d'un homogénéiseur Ultra-turrax. Les extraits sont centrifugés a 37 000 g

pendant 2 heures 3 + 4°C. Les surnageants, limpides sont chromatographiés

immédiatement ou gardés au congélateur 3 - 20°C (cf. chapitre III).

2.2.1. Conditions expérimentales
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Les conditions de séparation des protéines métalliques ont été
définies par SUZUKI, en 1983. La colonne utilisée ne doit pas adsorber
les métaux, les tampons ne doivent pas comporter de ligands pour les diffé-
rents métaux &tudiés, leur pH doit €tre neutre ou légérement basique afin
d'éviter la dissociation des métaux, leur composition en sels doit &tre
réduite pour ne pas obstruer la téte du bruleur lors de la détectiom.
Enfin, la composition de 1'€luant doit €tre constante dans 1'élution et la

détection.
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TABLEAU 20 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL UTILISE POUR LA CARACTERISATION

DES METALLOTHIONEINES

Extraction des protéines

soluble du foie

Fractionnement acé&tonique
Chromatographie sur

ou
2 —
gel ge7§ephadex Chauffage a 80° C pendant
+ 10 minutes

Mesures de la densité optique
d 254 et 280 mm

des différentes fractions

Dosage des métaux par
absorption atomique
de flamme

Lyophilisation des
fractions composant le

pic ITI
BU
LILLE
Electrophorése

Chromatographie d'échange d'ions
sur DEAE cellilose
Dosage des métaux dans les
différentes bandes

Analyse d'acides aminés
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La chromatographie de filtration sur gel permet la séparation des
protéines selon leur poids moléculaire. Nous avons testé trois types de gel
le Biogel P 10, 1'Aca 54 et le Séphadex G 75. Les deux premiers n'ayant
pas donné de résultats plus satisfaisants, nous avons utilis& le Séphadex
G 75 (Pharmacia - Uppsala). Ce type de gel exclut les macromolécules de
poids moléculaire > 70 000 daltons et permet une séparation maximale des
protéines de poids moléculaire compris entre 60 000 et 3 000. Deux colonnes
ont été utilisées (95 x 2,6 cm ; 40 x 2,6 cm).

Avant toute utilisation, elles sont lavées 3 1l'acide chlororhy-
drique IN et rincées 3 1l'eau bidistillée. Les accessoires de la colonne
sont conservés dans de 1l'eau déminéralis@e pendant plusieurs jours avant
d'@tre utilisés. Le gel est ensuite d&posé dans la colonne par sédimentation
et Equilibré par 3 volumes de solution tampon.

En premier lieu, nous avons utilis&, lors de 1'expérience de
contamination en zinc, le tampon Tris HC1l 0,01 M pH : 8,6. Par la suite,
nous lui avons préféré le formiate d'ammonium 0,01 M 3 pH : 7,4 composé
plus volatile qui s'élimine plus facilement lors deslyophilisations. La
sortie de la colonne est reliée au collecteur de fractions. L'ensemble du
dispositif colonnes-collecteur est maintenu en enceinte réfrigérée 3 + 4°C

pour la réalisation de chromatographies.

2.2.2. Calibration des colonnes
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Les colonnes ont &té calibrées 3 l'aide de standards de poids
moléculaire connus selon la méthode décrite par ANDREWS en 1964. En premier
lieu, le volume mort de la colomne est déterminé avec du bleu DEXTRAN.

Quatre protéines standards sont ensuite utilisdes pour la calibration
1'albumine sérique bovine (PM = 67 000), l'achymotrypsinogéne (PM = 25 000),
la ribonucléase A (PM = 13 700), 1l'ovalbumine (PM = 43 000).

La relation entre le logarithme du poids moléculaire d'une protéine
et sa constante d'élution (Kav) étant linéaire, il est possible d'établir
une courbe de standardisation propre 3 chaque colonne (fig. 30). Le calcul

de la constante d'élution pour chaque proté&ine standard est le suivant

Volume d'élution

de 1'échantillon (Ve) - Volume mort (Vo)
Volume total

de la colonne (Vt) - Volume mort (Vo)

Kav =
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Fig. 30 : Calibration des colonnes suivant la relation log du poids moléculaire

—. constante d’ élution

Kav
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04+
chymotrypsinogene A
»
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1 N
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poids moléculaire
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2.2.3. Mesure de l'absorption dans 1'U.V des protéines isolées
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par chromatographie
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L'évaluation de la concentration en protéines dans les fractions
est réalisée 3 1l'aide d'un spectrophotométre Beckman modéle-24. La lecture
3 280 nm correspond & la longueur d'onde d'absorption des acides aminés
aromatiques, tandis que la lecture & 254 nm correspond, entre autres, &
1'absorption due 2 la liaison cadmium-cystéine des métallothionéines
(KAGI et al., 1960). Des lectures de la densité optique ont également &té
effectuées 3 215 nm. Des balayages ont &té réalisés entre 215 et 300 nm

sur les fractions les plus significatives des chromatogrammes.

2.2.4. Dosage des métaux
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Les dosages ont &té& réalisés au laboratoire de chimie analytique
et marine que dirige Monsieur le Professeur WARTEL 3 Villeneuve d'Ascq.
Les dosages de cuivre, zinc et cadmium ont &té effectués 3 l'aide d'un spec~
trophotométre d'absorption atomique &quipé d'une flamme air-ac8tyléne
(PERKIN-ELMER, modé&le 2380). Les fractions obtenues aprés la chromatographie
sont mesurées directement, sans traitement préalable, le tampon ayant &té
choisi pour sa faible teneur en sels. La concentration en métal est exprimée

en ug/g de poids frais d'organe.

Expression des résultats

Sur les profils chromatographiques présentés dans Ce;chapitre,
figurent la densité optique des fractions & 254 et 280 nm ainsi que les
contenus en métaux zinc, cuivre, cadmium et plomb (la concentration en
métaux est exprimée en ug par g de poids frais d'organe). Comme les volumes
des fractions ne sont pas identiques et ont &té mesurés pour chaque chroma-
tographie de fagon précise, nous avons indiqué les volumes d'élution
correspondants pour chaque chromatographie.

La concentration de cadmium, zinc et cuivre a été déterminée
dans chaque fraction. L'ensemble des fractions &luées par un volume corres-—
pondant aux protéines de poids moléculaire voisin de 12 000 a &té caractéri-
sé& sous le vocable : Pic II. Nous mentiounnerons &galement sur les profils
chromatographiques la quantité de mé&taux de l'organe entier ainsi que la
quantité contenue dans le Pic II (obtenue ern additionnant les contenus

en métaux des différentes fractions) (CHERIAN, 1981 ; NOEL-LAMBOT, 1980)
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Fig . 31: Profils d'élution sur Séphadex G 75 (40 x 2,6 cm)
de la fraction soluble du foie de flets intoxiqués pendant
1 jour dans 10 ppm de Cd4dCl, .
Conditions de“chromatographie :d&bit: 12 ml/h
&luant : Formiate d'ammonium
0,01 M pH:7,4
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.2.2.5. Résultats

Le profil chromatographique obtenu aprés filtration sur gel de
Séphadex G 75 de la fraction soluble du foie de flets intoxiqués pendant
1 jour dans 10 ppm de cadmium montre 3 pics d'absorption & 254 et 280 nm
(Fig. 31). Le premier pic correspond au volume d'élution des protéines de
poids moléculaire supérieur & 60 000. Le deuxiéme 3 des prot&ines de poids
moléculaire compris entre 10 000 et 13 000. Le troisiéme pic correspond
aux protéines de poids molécirlaire < 5000 composé d'un mélange de poly-
peptides, de fragments d'acides nucléiques et de molécules biologiques
de petite taille (BROWN et al., 1977 in PAQUET, 1983).

Sur ces profils apparait &galement un pic de cadmium dont le
volume d'&lution est comparable i celui trouvé pour la cadmium-thionéine
des différents tissus de 1'anguille (NOEL-LAMBOT, 1980). Ce pic de cadmium
coincide avec un pic de zinc et de cuivre ainsi qu'un pic & 250 nm (déplacé
par rapport 3 celui de 280 nm), longueur d'onde & laquelle les métallothio-
néines sont réputées présenter une forte absorption, au contraire des
autres protélnes.

Nous avons réalisé un spectre d'absorption en ultra-violet de la
fraction A du pic II (Fig. 32). Ce spectre présente une faible absorption
3 280 nm et un épaulement & 250 nm. Les protéines en solution dans cette
fraction contiennent donc peu d'acides aminés aromatiques. Ce spectre
est caractéristique des métallothionéines (LEY et al., 1983) il est identique
i ceux publiés pour des cadmium-thionéines isolées & partir du foie’ié'di—
vers mammiféres (NORDBERG et al., 1974) ou d'invertébrés (OLAFSON et:al., 1979b)

Afin de réaliser la purification du pic II, il était nécessaire
de partir d'unme plus grande quantité de matériel. Néanmoins, pour obtenir
une bonne résolution de grands &chantillons en chromatographie sur gel,

il faut utiliser des colonnes de trés grande taille. Nous avons donc cher-—
ché & purifier les &chantillons avant la filtration sur gel en essayant

d'éliminer les protéines de haut poids moléculaire.

2.3. 1. Fractionnement acé&tonique

-------------------------

2.3.1.1. Méghgdg

FEE+IF
La méthode de fractionnement utilisée est apparentée 3 celle de
BUHLER et KAGI (1974) mais comprend un nombre d'é&tapes réduit tel que l'avait

réalisé NOEL-LAMBOT (1980).
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Fig. 32 : Spectre ultra-violet de la fraction A du pic II obtenu

par chromatographie ( fig.31)
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L'acétone est refroidi & - 20° C au congélateur ; il est ensuite
ajouté au surnageant jusqu'id obtention d'une concentration de 45 7%. Aprés
€limination du premier précipité par centrifugation, apr@s 24 heures 3 4°C,
un second précipité est produit par un nouvel ajout d'ac@tone jusqu'ia une
concentration de 80 Z. Ce second précipité est ensuite récupéré et redissous
dans | ml de bicarbonate d'ammonium 0,05 M. C'est ce précipité& qui est
susceptible de contenir les mé&tallothiondines.

Afin de vérifier la purification obtenue grice 3 cette méthode,
nous avons réalisé une chromatographie sur chacun des deux culots, redissous

dans 1 ml de bicarbonate d4d'ammonium, 0,5 M.

2.3-1.2. Bggulfats

La purification par fractionnement acétonique a &té réalisée sur
un extrait de surnageant de foie de flets non intoxiqués. Ce fractionnement
permet une &limination des protéines de poids moléculaire élevé. On remarque
sur les profils chromatographiques obtenus pour le deuxiéme culot, une
quasi-absence de ces protélnes (Fig. 33-b). Seul subsiste le pic II carac-
térisé par la densité& optique 3 254 et 280 mm et par un contenu important
de zinc et correspondant au volume d'élution des protéines de poids molé-
culaire voisin de 12 000.

L'observation des profils chromatographiques obtenus pour le
premier culot, nous montre la présence d'un deuxime pic d'élution, absor-
bant & 254 et 280 nm, ainsi que la présence de pics de cuivre et de zinc
(Fig. 33 a). Le premier culot obtenu par pré&cipitation avec 45 7 d'ac&tone
contient donc des protéines de petit poids moléculaire. Il en résulte une
perte pour la deuxiéme chromatographie qui se traduit par la disparition du
pic de cuivre.

Les quantités de protéines obtenues par ce procé&dé sont trés
faibles. Nous avons donc utilisé cette méthode pour obtenir un extrait
pur, susceptible d'@tre analysé pour la composition en acides aminés.

Pour les études entreprises sur la recherche des métallothionéines, lors
d'une intoxication par le cadmium du flet, ou dans le milieu naturel nous
nous sommes limités 3 deux &tapes d'extraction et de filtration sur gel

de Séphadex G 75.
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Fig . 33: Profils curomatographiques des différentes
fractions obtenues par fractionnement acétonique.
Conditions de chromatographie : Colonne de Sephadex G 75
(85 x 1,4 cm) €luée par du Formiate d'ammonium, 0,01 M ,
pE 7,4 ; débit : 12 ml/H.
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2.3.2. Purification par chauffage
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2.3.2.1. yé&gggi

Nous avons utilisé une méthode qui tient compte des caractéristiques
des métallothionéines, bas@e sur leur ré&sistance 3 la chaleur (CHERIAN, 1978).
L'extraction de la phase soluble du foie est réalisée par homogénéisation
et centrifugation comme tout autre extrait. L'échantillon est ensuite chauffé
3 80° C pendant 10 minutes et chromatographié sur colonne de Sé&phadex G 75

(48 x 3 cm).

2.3.2.2. Resultats

L'8chantillon utilisé& est un foie de flet non intoxiqué. Le
profil chromatographique obtenu montre une altération des protéines de
poids moléculaire &levé, ce qui était le but recherché& (Fig. 34). Le
deuxiéme pic est prédominant. Les concentrations métalliques sont trés
variables. Il n'existe pas de pic dominant de cuivre. Par contre, un pic

trés important de zinc est mis en évidence au niveau du pic II.

2.3.2.3. g;igggiigg

La méthode de fractionnement par chauffage du surnageant est
utilisée par de nombreux auteurs (VIARENGO et al., 1980). Cependant des
critiques concernant cette technique, ont &té émises par NOEL-LAMBOT, 1980
et OLAFSON et al., 1979. Les résultats que nous avons obtenus, ne nous
paraissent pas satisfaisants car les variations de la teneur en métaux des
différentes fractions sont trés importantes. Ces ré@sultats peuvent &tre
dus 3 une contamination lors de la détection, mais ceci paralt peu probable

car les autres foies Etudiés présentaient également ce type de variation.

OVERNELL, 1982(b), suggére de ne pas utiliser la méthode de
fractionnement par la chaleur. Les métallothiondines sont en effet bien
séparées des autres protéines par ce traitement, mais celui-ci a également
pour effet d'augmenter la proportion d'enzymes digestives telles que
la trypsine et la chymotrypsine. Ces protéines sont &galement thermo-
résistantes et poss@dent des poids moléculaires relativementﬁfaibles.
D'autre part, les résultats des procédures de purification supplémen-
taires ont montré que les métallothionéines pouvaient 8tre modifiées

par ce traitement.
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Fig . 34 : Chromatographie d'un extrait de foie de flet

non intoxiqué traité par chauffage 3 80°C pendant 10 minutes.
Colonne de Sephadex G 75 , (48 x 3 cm) éluée par du

Tris HC1 0,01 M pH 7,4 . D&bit: 12 ml/h.
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Les fractions obtenues par chromatographie de filtration sur gel
ont &t8& lyophilisées et &tudiées par &lectrophorése. (Laboratoire du
Professeur SAUTIERE, Unité associée au CNRS 409 - Institut de Recherches sur

le Cancer - Lille).

L'électrophorése a &t& utilisée comme méthode de contrdle des

différentes purifications réalisées sur les extraits de foies. Plusieurs

systémes séparatifs sont utilisables

- la pureté des fractions est estimée par électrophorése sur gel de polya-
crylamide non dénaturant

- l'estimation du poids moléculaire est effectuée grdce 3 1'électrophorése
sur gel de polyacrylamide avec du S.D.S.

- la caractérisation des protéines peut aussi étre effectuéde par

Isoelectric focusing (NORDBERG et al., 1972 ; LEY et al., 1983).

2.5.1. M&thode oo

L'électrophord@se utilisée dans cette &tude a &té& réaliséde sur
gel de polyacrylamide de gradient croissant de 5 4 30 Z avec 0,1 7 de
sodium dodécyl sulfate (S8.D.S.).

Les protéines sont solubilisées en présence de 8 mercaptoéthanol,
qui- les dénature en rompant les ponts S-S unissant entre elles les chalnes
polypeptidiques, et de dodécyl sulfate de sodium. Le S$.D.S. a deux effets
il "déplisse'" les chaines polypeptidiques et les rend linéaires, d'autre
part il se fixe aux protéines, en masquant leur charge d'origine par une

charge négative.

Conditions.de 1'électrophorése

Réactifs
Solution 1 A : 36,3 g de Tris 3 M

48 ml de HC1 1 N qsq 100 ml H,O

2

. . ' y
Solution 2 A : 48 g d'acrylamide qsp 100 ml Hy0

1,28 g de bisacrylamide

Solution 3 A : 0,5 g persulfate d'ammonium + 4,5 ml HZO

A préparer extemporanément.
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Préparation des gels

Gel inférieur
" Solution [Gel supérieur|Gel a3 5 % |Gel 3 30 %
1 A 1,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
2 A 1 ml 1 ml 6 ml
H20 7,4 ml 6,4 ml 0
Glycérol 0 0 1,5 ml
SDS 10 Z 100 ul 100 ul 100 ul
Temed 5 ul 5 ul 3 ul
3 A 100 pl 1C0 nl 100 pl
Tampon échantillon : Solution 1 A 1 ml
SpDS 10 7 5 ml
B mercaptoethanol 0,5 ml
Glycerol 2 ml
HZO 2,5 ml
+ bleu de bromophénol
Tampon électrode : 10 g de Tris
48 g de Glycine pH : 8,6
5 g de SDS f
Colorant : Coomassie R 2,5 g
Ethanol 100 ml
acide acétique 50 ml
HZO 350 ml
Décolorant : Ethanol 1250 ml
Acide acétique ‘1000 ml

(pendant une nuit)

qsp 10 1 H,0

La migration est suivie par progression du bleu de bromophénol

dans 1'électrophor@se. Elle s'effectue de la cathode (-) vers l'anode (+)

pendant 3 heures 4 une intensité de 20 m A par plaque.
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Les électrophoréses ont &té effectuées sur les fractions lyophi-
lisées I et II des chromatogrammes, issus de la filtration sur gels de Sé&pha-
dex G 75, des foies de flets intoxiqués et non intoxiqués. Les proté&ines
utilisé@es pour la calibration des gels sont : la phosphorylase b (PM = 94 000) ;
1'albumine (PM = 67 000) ; l'ovalbumine (PM = 43 000) ; l'anhydrase carbo-
nique (PM = 30 000) ; l'inhibiteur de la trypsine (PM = 20 100) ; et 1l'a
lactalbumine (PM = 14 400).

2.5.2. Résultats

s c o0 0 8 s 4 e

Les électrophoréses réalisées sur les pics I montrent de nombreuses
bandes migrant jusqu'au niveau de l'anhydrase carbonique (PM = 30 000).
On ne détecte pas de bandes de poids moléculaire inférieur. Nous avons
réalisé plusieurs électrophor@ses sur les lyophilisats de pic IIL, issus
de poissons chalutés, témoins du milieu naturel ainsi que de poissons in-
toxiqués par le plomb, le cadmium et le zinc (Fig. 35). Nous remarquons
dans tous les cas la présence de 5 bandes migrant au niveau de la protéine
de poids moléculaire voisin de 14 400. Les 3 bandes centrales sont plus
importantes. Les deux autres compos&s ont un poids moléculaire "relatif"
compris entre 20 100 et 14 400 pour le premier et inférieur 3 14 400 pour
le deuxiéme. L'intensité de ces 5 bandes est variable. Nous observons

€galement la présence de nombreuses bandes correspondant i des protéines

de poids moléculaire élevé toutefois moins importantes en concentration.

2.5.3. Discussion

e o e 00 0 e

Le calcul de la "mobilité relative'" des protéines exprimé par :

distance parcourue par la protéine

distance parcourue par le front

(mesuré 3 1l'aide du bleu de
bromophénol)

RE =

aurait pu nous fournir 1l'estimation relative du poids mol&culaire par
comparaison avec des standards mais cela n'a pas été réalisé& lors de

cette étude. La présence de protéines contaminantes, de poids moléculaire
Elevé, nous prouve que la séparation par chromatographie dé_filtration sur
gel n'est pas suffisante. Néanmoins, la présence des bandes correspondants
i des protéines de poids molédculaire voisin et inférieur 3 14 400 est un

résultat satisfaisant. FRANKENNE et al., 1980 ont réalisé une &lectrophorédse
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Fig. 35: Electrophorése sur gel de polyacrylamide de la fraction II de foies de flets

séparée par filtration sur Sephadex G 75
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sur gel de polyacrylamide de la fraction soluble de moule Mytilus edulis
de poids moléculaire compris entre 6 000 et 10 000. Ils ont obtenu 8 bandes.
La caractérisation de ces bandes est ré&alisée par leur dissolution durant

48 heures dans 30 7% HZO 3 50° C puis par la mesure de leur teneur en métaux
par spectrophotométrie d'absorption atomique. Le résultat montre que 5
bandes sur 8 contiennent une quantité importante de cadmium. Nous avons

utilisé cette technique pour nos &chantillons. Les bandes de gels ont donc

m
m

té découpées et traitées comme précédemment. Néanmoins les résultats ont

[l
m

té décevants. Nous pensons que cela est di 3 1'utilisation de bandes de
gels colorés. NOEL~LAMBOT (1980) préconise en effet, l'utilisation de gels
non coloré@s, les métaux disparaissant des gels au cours de l'étape de colo-

-

ration, vraisemblablement lors du traitement 3 1l'acide acétique.

2.6. Chromatographie d’&change d'ions

2.6.1. Méthode

La résine de DEAE-cellulose (Trisacryl M, IBF) a été mise sous
forme ionique convenable par plusieurs ringages dans le tampon de chroma-
tog%aphie, Tris HC1i 0,015 M, pH : 8,5 enrichi de NaCl 3 20 Z . Elle est
ensuite équilibrée par ringages successifs dans le tampon de chromatographie
puis sur la colonne 1,5 x 20 cm. L'échantillon est alors introduit dans la
colonne au moyen d'une pompe péristaltique délivrant 20 ml/h. La colonne
est éluée par 130 ml de tampon (Tris HC1 0,015 M, pH : 8,5) et ensuite par
un gradient croissant de concentration en NaCl obtenu au moyen d'un formeur
de gradient (Pharmacia, GMi) dont le premier compartiment contient 200 ml

de tampon et le deuxiéme 200 ml de tampon plus 0,6 M de NaCl:

2.6.2. Résultats

@« s s s s 00

Le profil chromatographique sur DEAE -~ cellulose de la fraction II
du foie de flets non intoxiqués obtenue par gel filtration (fig 36) montre la
présence d'un pic d'absorption 3 215 nm. L'absorption & 254 nm est trds
faible mais supérieure 3 celle de 280 nm. On distingue plusieurs autres
petits pics mais la séparation n'est pas correcte. Nous avons donc cherché
3 savoir si ces pics correspondaient bien 3 des proté&ines par un test de

précipitation.
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Fig . 36 :Chromatographie sur DEAE-cellulose {colonne de
1,5 x 20 ¢m) de la fraction II obtenue par Gel
filtration sur Sephadex G 75 d'un foie de flet
non intoxiqué.
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Test de précipitation des protéines

- 150 ul sont prélevés dans chaque fraction obtenue par chromatographie
sur DEAE - cellulose auxquels on ajoute ! 050 ul d'eau distillée. Le
volume est ainsi de 1 200 ul. La précipitation des protéines est ob-
tenue par ajout de 600 pl d'acide trichloraéétique 3,3 M. La lecture
au spectrophotométre est ensuite effectuée 3 400 nm; 15 minutes aprés
1'addition. Un &chantillon '"blanc" est réaligsé avec 1 050 pl de

tampon utilisé& pour la chromatographie.

- Le profil de 1l'absorption & 400 nm montre la présence de 3 pics impor-
tants correspondants 3 des volumes d'élution sur la DEAE - cellulose
de 150, 220 et 335 ml (Fig. 37). On remarque également la présence
de "dents de scie', de faible absorption. Le profil ne montre pas
de retour 4 la ligne de base. En le superposant aux courbes obtenues
pour la filtration sur DEAE - cellulose (Fig. 36), on remarque que
les deux premiers pics correspondent aux limites du pic d'absorption
que ce soit & 215, 254 ou 280 nm. Ces résultats montrent la nécessité
d'une modification de la technique. Nous avons néanmoins essayé de
caractériser cette chromatographie par 1'étude de la teneur en cuivre
et en zinc des différentes fractions. Les résultats confirment les
précédents (Fig. 38).

- Les variations de la teneur métallique des différentes fractions sont
peu importantes. Le profil de cuivre montre néanmoins un pic assez
8tald qui se superpose au pic d'absorption 3 215 nm. Un seul pic de
zinc important s'individualise, correspondant au début de 1'élution
par le gradient de NaCl et coincidant au premier mis en &vidence dans

le test de précipitation.

2.6.3. Discussion

CI I RN P S Y

La chromatographie sur colonne échangeuse d'ions ne nous a pas
donné de résultats satisfaisants. Nous pensons que la faible résolution
obtenue, est due 3 une trop petite quantité@ d'échantillon. En effet, nous
ne disposions que de 2 mg de protéines. La taille de la colonne apparalt
donc démesurée. La réalisation de chromatographies sur des colonnes plus
petites (pipettes de 5 ml) ou 1l'utilisation de 1'H.P.L.C., ont donc &té

envisagéegpour augmenter la qualité@ de la séparation.
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Fig. 37 : Test de précipitation des protéines par l'acide trichloracétique
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Néanmoins nous avons remarqué la présence de trois pics protéiques,
mais d'un seul pic de zinc et de cuivre. Il semblerait donc qu'il n'existe
qu'une prot&ine liant ces métaux. Celle-ci est éluée au début du gradient
de NaCl, sa charge ionique est donc trés faible. Ce résultat est similaire
a celui obtenu par LEY et al. en 1983 sur le foie de la truite arc en ciel.
L'@lectrophorése de cette fraction apparait nécessaire afin de déterminer

sa pureté,

Les résultats de l'analyse d'acides aminés réalisée sur la fraction II
contenant le cadmium, isol&e 3 partir d'un foie de flet contaminé pendant

10 jours dans 10 ppm de CdCl sur gel de Séphadex G 75 sont reportés dans le

2’
tableau 21. Nous remarquons que la composition en acides aminés n'est pas
typique des métallothionéines. Elle ne présente pas, en effet, les caractéris-
tiques données par KAGI et al., 1979 : 33 7 de cysté@ine, !4 7 de sérine, 13 7
d'acides aminés basiques (Lysine et Arginine), et présence d'un seul résidu
de méthionine.

Le contenu en cyst@ine apparait trés faible, comparé 3 des résultats
provenant d'autres sources. Ceci est di certainement 3 des contaminants protéi-

ques qui masguent la composition typique des métallothionéines.

2.8. Bilan général

Les résultats présentés dans ce paragraphe proviemnent de l'utilisa-
tion de diverses techniques de séparation et de purification des protéines de
la fraction soluble du foie de flet. Nous avons pu mettre emn évidence par
chromatographie de filtration sur gel un pic de cadmium &lué par un volume
correspondant aux protéines de poids moléculaire voisin de 12 000. Les ré&sul-
tats issus de 1'@lectrophorése et de la chromatographie d'échange d'ions mon-
trent la nécessité de purifications supplémentaires afin de caractériser ces
protéines. Il apparalt donc nécessaire de réaliser d'autres chromatographies
d'échanges d'ions, ainsi que des &lectrophor@ses de contrdle i chaque stade

de la purification.



TABLEAU 21 : COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA PROTEINE DU FOIE DE FLET LIANT
LE CADMIUM (OBTENUE PAR GEL FILTRATION SUR SEPHADEX G 75) COMPAREE

A LA CO ITION EN ACIDES AMINES DE QUELQUES METALLOTHIONEINES CONNUES.
[
(£2)
T \—
Acides Foie d' F01e-de Rein de FOl? e Moule
Sy ; Flet Anguille Mouton
Aminés Anguille Fraction TI cheval Mt-T Mt—-1
(1) N (2) (3) (4) (5)
Lys 6,71 9,60 I 11 7,7 9,83
Arg 2,94 1,70 1:9 = 1,8 1,64
His 2,42 1,10 = = - =
Asp 10,21 8,08 5 8,8 851 4,92
Thr 6,65 6,50 1,8 14,6 6,4 3,28
Ser 6,40 7,60 11 9 11,8 759 14,75
Glu 8,57 10,20 4,7 251 4,5 1,64
Pro 4,76 10,20 2,9 3,4 6,8 6,56
Gly 8,53 11,10 05l 8,8 15,8 9,83
Ala 9,18 11,20 11,6 5453 Bl 2 9,83 1
Cys 6,06 8,60 33,8 a) 30,4 a) 25,5 a) 32,78 =
Val 6,08 4,80 4,5 2,2 3,8 3,28 0
Met 4,37 0,83 1,5 1,6 0 1,64 1
Ile 4,08 3,10 0 = 4 =
Leu 6 72 4,60 0 = 153 =
Tyr 2 .91 0 0 = - =
Phe 3,38 1,06 0 — 1,3 -
Trp - - - - - -
a) Cys. dosée en tant qu'acide cystéique
1) BOUQUEGNEAU et al., 1975 : Composition en acides aminés de la fraction contenant le

mercure isolée a partir de foie d'anguilles contaminées, sur colonne de Séphadex G 75.
2) KOJIMA et al., 1976.
3) - 4) NOEL-LAMBOT, 1980
5) PETERSON et al., 1984.
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Il a &té envisagé d'utiliser la technique par H.P.L.C. plus
adaptée, étant donné la petite quantité d'échantillon dont nous disposons,
au moyen d'une colonne de phase inverse CN. Ces &tudes n'ont pu 8tre réali-
sées dans le cadre de ce travail*. I1 apparalt donc que le protocole le

plus employé pour la caractérisation des métallothionéines est le suivant

Extraction simple sans

fractionnement

Chromatographie sur gel de Séphadex G 75
- absorption UV
- teneur en métaux par spectrophoto-

métrie d'absorption atomique

Concentration ou lyophilisation
des protéines correspondant au volume d'&lution
des protéines de poids moléculaire
de 12 000

- électrophorése

Chromatographie d'échange d'ions
- absorption U.V
- dosage des métaux

- électrophorése
(ou séparation par phase inverse H.P.L.C.)
Lyophilisation ou concentration

Analyse des acides aminés

Lors de cette &tude préliminaire, nous n'avons pu effectuer que
les quatre premiéres caractérisations, qui nécessitent toutefois de nombreu-

ses améliorations au niveau des chromatographies d'échanges d'ions et de

1'électrophorése.

*
La colonne u BONDAPAK~-CN, spécifique pour ce travail n'a pu nous étre fournie

par la maison Waters, en rupture de stock.
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IIT - SUIVI EXPERIMENTAL DE L'INTOXICATION PAR LE CADMIUM

Nous avons réalisé un suivi expérimental d'une intoxication par le
cadmium de flets en comparant un lot de poissons soumis en élevage, 3 la

station, 3 une charge en cadmium sous forme de CdCl, 3 10 mg/litre, pendant

2
un temps variant de 1 & 40 jours avec un lot té&moin maintenu dans la méme

eau provenant du systéme d'alimentation de la station.
P y

Les profils d'8lution représentent l'absorption U.V & 54 mm et
280 nm ainsi que les concentrations en zinc, culvre et cadmium des extraits
de foie, de flets intoxiqués dans 10 ppm de CdCl2 (Fig. 39). L'étude de ces
chromatographies a également &té effectuée pour des poilssons non contaminés.
Nous n'avons pour simplifier, fait figurer qu'un seul chromatogramme de
poissons témoins (Fig. 40).

Les différents chromatogrammes montrent 3 pics de densité& optique de protéines
4 254 nm et 280 nm dont l'importance varie selon les quantités d'échantillons
utilis@es. Nous observons la présence de deux pics de protéines dont les
concentrations en zinc et en cuivre différent suivant les &échantillons. On
note que le foie de poissons témoins, provenant de la méme zone de Dunkerque,
présente également ces deux pics de protéines liées au zinc et au Cuivre.

La concentration de cadmium dans les profils chromatographiques
provenant de poissons contaminés est décelée essentiellement au niveau des
fractions de poids moléculaire voisin de 12 000 (pppyM) (Fig. 39). On observe
néanmoins pour le temps t = | jour, une petite quantité de ce métal dans les
protéines de haut poids moléculaire (PHPM) qui semble stable jusqu'au.30eéme
jour et augmente fortement le 40éme jour d'intoxication, Par contre, la
concentration de cadmium correspondant au pic IT augmente régulidrement en
fonction du temps d'intoxication.

Le foie de poisson témoin présente &galement une faible teneur
en cadmium, légérement supérieure au niveau de la fraction II (Fig. 40).

Nous remarquons donc la présence de zinc, cuivre et cadmium simultanément

au niveau de la fraction II. Nous avons quantifié ces ré&sultats en calculant

la teneur en métaux des deux pics plus importants (les variations correspondant
au 3éme pic étant ndgligeables par rapport 3 l'ensemble de la concentration

métallique).
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39 : Profils chromatographiques de la fraction

soluble de foies de flets intoxiqués dans
10 ppm de CdCl_ . Coldnne de sephadex G 75
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Fig . 40: Profils chromatographiques de la fraction
soluble de foie de flets non intoxiqués.
Ccnditions de chromatographie:
Colonne de séphadex G 75 :(40 x 2,6 cm)
débit : 12 ml/h.
8luant : Formiate d'Ammonium, 0,01 M pH 7,4.
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3.2.1. Poissons témoins

-------------

La teneur en métaux des poissons présente une grande variabilité

nous avons donc &établi une moyenne des résultats obtenus pour 3 &chantillons.

Tableau 22 : Distribution du cadmium, du zinc et du cuivre dans le

foie de flets non intoxiqués (témoins)

Métal contenu dans le pic II
Méral 1 M;tél dazg ¥Et§1 di?S % relatif au N
eta € ?le/e? Ler al Eic gon /¢ Foie contenu en uatg métal/
Hg/g ;o.u (e /u) H8/8 métal solublej g de Foie
: ole (Ug/g de 1'extrait
soluble
cd 0,53 + 0,37 | 0,31 + 0,26 [ 0,11 % 0,10 35,1 % 0,0009
Zn 31,02 + 10,22 (20,50 =+ 1,27 7,03 + 1,32 34,3 7% 0,107
Cu 6,52 + 2,23 4,30 + 1,91 3,01 + 1,53 69,8 7% 0,047
Cd *+ Zn 38,9 25,11 10,15 40,6 % 0,155
+ Cu ¢

Nous remarquons que 35,1 7 du cadmium est présent dans la fractionm II
du foie de flets nonintoxiqués. Les 64,9 7 restants sont donc fixés sur des
protéines de poids moléculaire &levé (PHPM). L'étude des chromatogrammes montre
que le pic &lué 3 un volume de 150 ml, comporte &galement une quantité im-
portante de cuivre, respectivement 69,8 Z et 34,3 7 par rapport & la teneur
totale en métaux de la fraction soluble du foie. '

Les protéines de masse moléculaire voisine de 12 000 (pppMm) fixe-
raient donc principalement du cuivre et un peu de zinc en absence de toute
intoxication expérimentale.

La concentration en patg de métal par gramme d'organe est de
0,155 dans un rapport de 0,9 - 107 =~ 47 uatg/g respectivement pour le cadmium,
le zinc et le cuivre. On observe également que la quantité de cadmium liée
aux protéines du pic II chez les poissons témoins est d'autant plus grande

que sa concentration dans le foie est &levée (Fig. 41).
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3.2.2. Poissons intoxiqués

PRI N R R R S I I

3-2.2.1. Iraetion.soivble fotale

La concentration des métaux présents dans le pic II des protéines
du chromatogramme varie avec l'intoxication. Le cadmium est toujours en
quantité supérieure 3 celle du cuivre, elle méme supérieure & celle du zinc
(Fig. 42). On note la présence de 92 7 de cadmium dé&s le ler jour (quantité
exprimée en pourcentage relatif au contenu en métal de l'extrait soluble).
Les valeurs sont trés nettement supérieures 3 celle des poissons témoins
(Tableau 23).

Ce pourcentage est relativement constant durant le temps d'intoxi-
cation ; il atteint 97 % le 40&me jour. Par contre celui de zinc dans le
pic II montre une nette augmentation 3 partir du 10éme jour de contamination.
Nous avons cherché& 3 vérifier si cette hausse &tait significative. Le
coefficient de corrélation r, est &gal & 0,846 pour un nombre de degrés de
liberté n=15. La variation est donc significative au seuil de 5 Z. Le
rapport entre la quantit& de zinc présente dans la fraction II et la temeur
en ce métal de 1l'extrait soluble augmente donc en fonction du temps d'intoxi-
cation.

Le pourcentage de cuivre est variable mais toujours trés élevé
(78 7 en moyenne) et supdrieur & celui des poissons témoins. Néammoins nous
n'avons pas observé de variations significatives lors des contaminations

expérimentales pour ce métal.

3.2.2.2. Fracti us, ¢
yoigin,de, 12000

La quantité de métaux en patg/g a 8té calculée pour les fractions
correspondants au volume d'élution des protéines de poids moléculaire
voisin de 12 OOQ (Tableau 23).

Le premier jour d'intoxicationm, la concentration en zinc et cuivre
est supérieure 3 celle du cadmium (Fig. 43). Dés le deuxiéme jour de la con-
tamination, on note une augmentation de la quantité@ en cadmium. La concen-
tration totale des métaux présents & ce moment dans cette fraction est de
0,141 patg/g, ce qui est semblable & la valeur trouvée pour les témoins
(Tableau 22). Néanmoins, la relation entre les trois métaux est différente
puisque, dans le cas de l'intoxication, on retrouve des quantités approxi-
mativement égales en cuivre, zinc et cadmium alors que dans le cas de
poissons témoins, le cuivre était prépondérant. On remarque ensuite, que la

quantité de cadmium dans la fraction IT augmente trés fortement en fonction

du temps d'intoxication.



TABLEAU 23

2

Ny

w

TEMPS D'INTOXICATION

¢ DISTRIBUTION DU CADMIUM, DU ZINC ET DU CUIVRE DANS LE FOIE DE FLETS INTOXIQUES
DANS 10 PPM DE CdCl, EN FONCTTION

Métal contenu dans la fraction II

Métal dans | Tordl dans 7 relatif au
Temps . . 1'extrait
d'intoxication le foie entier soluble du . contenu en natg/g
(ug/g) foie (ng/g) ug/g Foie |métal soluble de foi
He/E de 1'extrait ¢ toie
’ soluble
Cd 3,71 2,82 2,59 91,8 0,023
= 1 jour zn] 37,99 18,57 6,82 36,7 0,104
Cu 8,72 6,42 5,26 0,082
= ] Cd + Cu + Zn 0,209
cd 6,59 4,28 3,83 89,4 0,034
= 2 jours Zn 43,89 14,50 4,04 27,8 0,061
Cu 6,49 4,57 2,94 64,2 0,046
= 1 Cd + Zn + Cu 0,141
Cd 22,55 18,48 + 6,84116,90 + 6,55 91,5 0,150
= 10 jours zn| 35,64 23,22 + 2,66 9,55 + 1,19 41,1 0,145
cul 18,52 10,35 + 5,46 7,96 + 3,80 76,9 0,125
=3 Cd + Zn + Cu 0,420
Cd 50,30 32,60 + 24,58]31,06 + 25,45 95,3 0,276
= 20 jours Zn 44,37 12,66 + 7,80] 7,193+ 2,69 56,8 0,110
Cu 12,04 7,47 + 7,741 5,76 + 6,94 77,1 0,090
=3 Cd+ Zn + Cu 0,476
cd 90,37 53,39 425,66 52,14 + 24,83 97,6 0,463
= 20 jours Zn 30,89 1,62 +12,40 113,47 + 8,44 62,2 0,205
Cu 19,02 11,14 + 9,06 {10,411+ 9,08 93,4 0,163
= 2 Cd + Zn + Cu 0,831
Ccd 57,53 39,39 + 86,71 |37,51 + 10,34 95,2 0,333
= 30 jours Zn 30,63 27,08 + 8,83 17,65 + 2,75 65,1 0,269
Cu 22,64 15,82 + 1,93 14,60 £ 1,55 92,3 0,229
=2 Cd+ Zn+ Cu 0,831
Ccd 94,47 80,99 77,90 96,2 0,693
= 40 jours Zn 24,87 21,42 11,61 54,2 0,177
Cu 14,10 13,72 8,05 58,7 0,126
= ] Cd + Zn + Cu 0,990

- 6%l -



Fig . 43 : Teneur en Cuivre,Zinc et Cadmium du pic Il
obtenu par chromatographie sur gel de Sephadex G 75,
de la fraction soluble de foies de flets intoxiqués
dans I0 ppm de oaoﬁm.
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Fig. 44 : Evolution de la teneur en cadmium(en,.:g/g de poids frais ) des différentes

fractions celluiaires du foie du flet au cours de 'intoxication dans

10 ppm de Cdclz
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Jusqu'au 10&me jour, la proportion de la teneur des trois métaux
est encore identique, toutefois la quantité& totale de Cu, Zn et Cd est
supérieure 3 celle des témoins : 0,420 patg/g. Le comportement des trois
métaux semble donc évoluer vers un renforcement de leur fixation sur ces
protéines.

A partir du 10éme jour, leur proportion varie. Le zinc et le
cuivre augmentent faiblement et leurs variations sont semblables, tandis
que le cadmium atteint aprés 40 jours d'intoxications une teneur 7 fois
supérieure.é celle des deux autres métaux. Les profils obtenus (Fig. 43)
montrent, en général, des variations opposées de la teneur en cuivre et en
zinc par rapport 3 celles du cadmium. Apré&s 30 jours de contamination, on
remarque en effet qu'd une augmentation de la concentration en cadmium
se superpose une baisse de la teneur en zinc et cuivre. Ceci semble prouver

que le métabolisme de ces trois métaux est 1ié dans le foie.

o At e e e o Al T e 8 el e o Hl e i e 9% o i i N o o ok S ot S ot U A i Y ok M e e e e o o 2o S

On a représenté (Fig. 44) l'accumulation du cadmium dans les
différents sites cellulaires du foie. On veut vérifier que la quantité en
ce métal dans le foie total augmente en fonction du temps d'intoxication
(cf. Chapitre III). La teneur en cadmium de la fraction contenant les pro-
téines de masse moléculaire 12 000 croit &galement de manidre comsidérable
alors que celle fixée par les autres protéines solubles reste trés faible.
On constate une augmentation comparable dans le surnageant et dans le culot
de foie ; elle est néanmoins moins importante dans le culot que dans les

protéines de petit poids moléculaire (PPPM).

3.4, Commentaires et Discussion

La caract@risation des protéines de poids moléculaire voisin
de 12 000 n'ayant pu &tre réalisée complétement au moment de cette rédaction,
nous dénommerons ces protélnes : protéines ''liant" le cadmium. Nous compare-
rons nos résultats avec ceux d'autres auteurs ayant mis en évidence ces
protéines ou ces métallothionéines "like" protéines. Nous les intitulerons
protéines de petit poids moléculaire (PPPM) par rapport aux protéines de

haut poids moiéculaire (PHPM).
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Les PPPM constituent lors de notre expérimentation sur le cadmium
le principal site d'accumulation de ce métal. Elles contiennent également
une quantité importante de zinc et de cuivre. BUCKLEY et al., 1982 consi-
dérent que le foie est un important lieu de stockage du cuivre. Les mpllus-
ques et les poissons montrent une relation directe entre le contenu en
cadmium de la fraction métallothionéine en fonction du temps d'exposition
(KOHLER et al., 1982 ; BEATTIE et al., 1979). Ce cadmium apparait persistant
méme lorsque la cause de l'intoxication a disparu.

Ceci entraine une accumulation rémanente qui peut présenter un
danger pour la santé. Les métallothionéines seraient donc une '"trappe" a
cadmium (NOEL-LAMBOT, 1980b). Ces protéines sont décelées dans des pois;ons
non intoxiqués. 69,8 % du cuivre et 34,3 7 de zinc leur sont associés : ces

protéines constituent donc un réservoir de métaux. C'est une fonction qui a

déja fait 1l'objet de nombreux commentaires (ONOSAKA et al., 1982 ; CHERIAN
et al, 1977).

La présence de cadmium pour les poissons dits témoins, non conta-
minés expérimentalement est décelée essentiellement au niveau des protéines
de haut poids moléculaire. Mais la quantité de cadmium augmente dans les
métallothionéines. Elle traduit 1'augmentation des teneurs en cadmium du
foie total. Ces résultats concordent avec ceux observés par NOEL-LAMBOT
en 1980(a) sur 1l'angzuille.

Nous avons également remarqué une augmentation plus forte de la
teneur en zinc des métallothion&ines ''like'" protéines par rapport & celle
de la quantité totale de la fraction soluble du foie. WHANGER et al., 1983
et SUGAWARA, 1977 ont observé le méme phénoméne chez le rat.

Le pourcentage de cuilvre reste constant.

Les résultats présentés dans le chapitre III montrent que 1'intoxi-
cation par le cadmium provoque une baisse de la teneur en zinc du culot.

I1 pourrait donc exister une redistribution du zinc de la partie insoluble
du foie vers les métallothionéines.

L'étude particulidre de la fraction comportant les protéines de
petit poids moléculaire montre qu'au 28me jour d'intoxication, la quantité
des trois métaux y est &gale. La fixation du cadmium se ferait donc par
déplacement du zinc et /ou du cuivre des sites qu'ils occupent sur ces

protéines.
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Comme les variations du cuivre et du zinc sont similaires, il
n'apparalt pas qu'un de ces deux métaux soit privilégié par rapport i 1'autre.
Les données bibliographiques montrent cependant que l'affinité des ions
Zn2+ pour les métallothion&ines est plus faible que celledes ions Cu2+
(RKAGI et al. 1960 ; PULIDO et al., 1966 ; NORDBERG et al., 1974). Ce fait
a 8té vérifié par une expérience réalisée Zn vitro par NOEL-LAMBOT en 1980.
En ajoutant du cadmium 3 la fraction soluble de foies d'anguilles non
intoxiquées, cet auteur a montré que ce métal se fixait sur les métallo-
thionélnes et entralnait une disparition du zinc. De méme, SUZUKI et al.,
1983 ont réalisé ume injection de cadmium dans le surmageant issu du foie
de grenouilles (Xenopus laevis) déja contaminés par le zinc,

La distribution du zinc est altérée mais pas celle du cuivre.

Ils ont également injecté du cuivre 3 la place du cadmium, ce qui a entrainé
une baisse de la teneur en zinc. Les protéines liant le+zinc seraient
donc remplacées im vitro par le cuivre (SUZUKI et al., 1981).

Le rdle des métallothionéines apparait donc double. Elles comsi-
tituent un réservoir de zinc et de cuivre pour les organismes non intoxiqués
(WHANGER et al,, 1981).

Elles font partie d'un systéme de détoxification pour les métaux
toxiques tels que le cadmium (KITO et al., 1982 ; WOODWORTH et al., 1983)
ou le mercure (BOUQUEGNEAU, 1979).

La présence de ces protéines peut donc &tre considérée comme un
indicateur biologique de la pollution par les métaux lourds, elles ont &t
trouvées, en effet chez des animaux naturellement intoxiqués (RAY et al.,
1981 ; RIDLINGTION et al., 1981 ; NOEL-LAMBOT, 1980 ; ROCH et al., 1982).
C'est pourquoi TOHYAMA a préconisé en 1982 l'utilisation comme test de
routine vis 3 vis de l'intoxieation au cadmium, des dosages de métallothio-
néines dans les urines des ouvriers. On sait, en effet (NORDBERG et al., 1982)
que ce métal est fortement &liminé par le rein.

Cependant il ne faut pas oublier que certains animaux tels les
mollusques sont capables d'accumuler de grandes quantités de polluants
méme dans un milieu relativement peu pollué. La présence de ces métaux
peut provenir d'une intoxication antérieure (nous avons vu que la bio-
accumulation du cadmium dans les tissus était importante et stable.)

11 convient donc d'8tre prudent dans le choix des bio-indicateurs

de la qualité du milieu marin,



Fig . 45: Profils chromatographiques de la fraction
soluble de foies de flats intoxiqués dans 10 ppm de PbCl

. 2
pendant 43 jours.
Colonne de séphadex G 75 ,(40 x 2,6 cm)
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IV - EXPERIENCE DE CONTAMINATION PAR LE PLOMB

4.1. Rappels

Nous avons montré dans le chapitre IIT que lors de 1l'intoxication
par le plomb, aucun organe particulier ne témoignait d'accumulation privi-
légiée en plomb. Toutefois les teneurs en ce métal du culot de foie et du

sang augmentent avec le temps de contamination.

Le profil chromatographique réalisé sur la fraction soluble du
foie de flets intoxiqués pendant 43 jours dans 10 ppm PbCl2 montre trois
pics présentant une absorption a 254 et 280 mm (Fig. 43). Le deuxiéme pic
de protéine (Pic II) correspond au volume d'é@lution des protéines de poids
moléculaire voisin de 11 000 daltons. Les profils de cuivre et de zinc sont
comparables 3 ceux déji observés pour les poissons intoxiqués par le cadmium
c'est-3-dire deux pics caractéristiques, le premier pour les protéines de
haut poids moléculaire, le deuxiéme pour le pic II. Le plomb est essentiel-
lement situé dans le volume d'élution des protéines de masse moléculaire
élevée. Il n'apparalt donc pas de composé de petit poids moléculaire com-
plexant le plomb. Le profil chromatographique d'un poisson t&moin, soumis
aux mémes conditions de jeline et de survie (43 j), prélevé & Dunkerque ne
présente pas de plomb (Fig. 46). On peut &galement remarquer sur ce profil
la quasi-absence du pic II concernant la teneur en cuivre et-en zinc. Les
composés de poids moléculaire < & 5000 comportent &galement une quantité

non négligeable de zinc ainsi qu'un peu de cuivre,

4.3. Discussion

La capacité du plomb d'induire la synthése des métallothionéines
est sujet 3 controverse. Certains auteurs suggérent 1'induction de la
protéine aprds une administration de plomb (YOSHIKAWA et al., 1982). D'autres
n'ont pas pu vérifier cette observation (KAGI et al., 1979 ; ARIZONO et al.,
1983) KAGI considére que le plomb n'est pas un composant naturel des métallo-
thionéines 7m vZvo, bien qu'il ait une affinité considérable pour 1'apo-
métallothiondine 7n vitro (BERNHARD et al., 1983). Les deux situations d'étu-
de in vivo et Zm vitro doivent donc &8tre distinguées (KAGI, communication

personnelle, 1983).
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Fig . 46 : Profils chromatographiques de la
fraction soluble de foies de flets non intoxiqués.
Colomnne de séphadex G 75 , (40 x 2,6 cm)

Débit : 12,5 ml/h.

Eluant : Formiate d'Ammonium 0,01 M pH 7,4.
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Nos résultats confirment ceux de REICHERT et al., 1979 : 1l'accumu-
lation du plomb se ferait dans les protéines de poids moléculaire &levé.
Par contre ARIZONO et al., en 1983 ont montré qu'une intoxication par le
plomb provoquait une augmentation de la teneur en zinc-thionéine dans le
foie de rat.

Nous ne l'avons pas constaté lors de notre expérience de conta-

mination par le plomb.

V - EXPERIENCE DE CONTAMINATION PAR LE ZINC

5.1. Rappels

Nous avons montré dans le chapitre III que la teneur en zinc
des poissons intoxiqués et des poissons témoins ne varialent pas significa-
tivement. Nous avons observé cependant une augmentation de la teneur en
zinc dans le foie des poissons contaminés, (surnageant et culot). Nous
avons également constaté la présence dans ces fractions d'ume liaison entre

la teneur en zinc et la temeur en cuivre.

Les profils chromatographiques obtenus lors de la contamination
par le zinc (au nombre de 10) sont similaires 3 ceux des témoins (5 &chantil-
lons). Nous observons 3 pics d'absorbance 3 254 et 280 nm. Les deux pre-
miers se caractérisent par une teneur en cuivre et en zinc &levée (Fig. 47
et 48). L'absorption & 254 nm est supérieure 3 celle de 280 nm pour le pic
dont le volume d'élution est de 120 ml. Le profil chromatographique obtenu
pour les poissons témoins se caractérise par une faible teneur en cuivre
des protéines de haut poids moléculaire (PHPM), teneur qui augmente au niveau
des protéines de poids moléculaire inférieur (PPPM). Par contre la teneur en
zinc apparailt supérieure dans les PHPM par rapport aux PPPM. Nous remar-
quons une nette augmentation de ces concentrations en zinc et en cuivre dans

le cas de poissons intoxiqués tant pour les PPPM que pour les HPPM.

Nous retrouvons, dans les poissons témoins les mémes pourcentages

de méteux 1iés aux protéines que lors de l'intoxication par le cadmium
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Fig . 47 : Profils chromatographiques de-la fraction
sclunie de foies de flets intoxiqués dans 10 ppm de ZnClZ,
-andant 43 jours.
L7 lonne de séphadex G 75, (40 x 2,6 cm)
18bit 12,4 ml/h.
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Fig. 48: Profils chromatographiques de la fraction
soluble de foies de flets non intoxiqués.

Colonne de séphadex G 75 , (40 x 2,6 cm)

Débit : 12,4 ml/h.

Eluant : Formiate d'Ammonium C,01 M pH 7,4.

D.O.
3
I p9 Zn,Culg
]
i
It
25+ :; — 254nm 25+ —
I: -—= 280 nm ---
|
|
:} Zn tot. = 30,2
:: Zn I =867
I
i Cu tot. = 10,4
2+ ‘ | 2 - i
(o4 ~ 6,2
1 : ‘I T I ull
[
i
|
1y :
l:l i
! i
1 Iy ?
.5 | 1ot 15> It
| :I h
by i
1 I
) by
H A h
i i !
1 1 !
| 1 3
1t I Tr [ |
Iy : 'l |
[} [
Y P !
1} ]
i I?
]
|l
| Pl
\ I
05+ 05 F 1 :
]
I 1
!
1
0 ‘-"“"J Volume Volume

126 245 605 d’élution {mi}

605

d’élution {mi)



TABLEAU 24 : DISTRIBUTION DU ZINC ET DU CUIVRE DANS LE TOIE DES FLETS TEMOINS ET INTOXIQUES

DANS 10 PPM DE ZnCl

2

)

EN FONCTION pU TEMPS D'INTOXICATION

Métal dans

Métal dans

Métal contenu dans 1 fraction II

2.3

Temps . - l'extrait { 7 relatif au
d'intoxication le foie entier soluble du contenu en
(ug/e) foie (ug/g) ug/g Foie métal de uatg/g
1l'extrait
soluble

t =20 Zn {30,78 % 7,25(19,70 * 1,45} 6,93 * 0,95 35,1 0,105
Cu 8,26 + 2,88 5,53 & 2,15| 4,22 * 2,0 76,3 0,066

n=>5 Zn + Cu 0,171
t=1h Zn 50,82 44,9 6,16 13,7 0,094
Cu 24,31 20,1 13,62 67,7 0,214
n =1 Zn + Cu 0,308
t=5h Zn 26,41 18,32 2,97 16,2 0,045
Cu 11,32 9,63 3,89 40,3 0,061
n =1 Zn Cu 0,106
t =18 h Zn |32,65 + 18,7 |16,97 + 8,9 3,21 + 1,58 18,8 0,049
cu 11,18 + 1,47] 8,91 + 1,70|4,75 + 0,77 53,3 0,075
n=>5 Zn Cu 0,124
£ =23 Zn 10,84 10,85 3,31 30,5 0,050
Cu 2,69 7,34 1,94 26,3 0,030
n = | Zn Cu 0,080
L =4 3 Zn 33,38 37,98 11,92 31,3 0,182
Cu 11,272 18,04 9,03 49, 0,142
n=1 0,324
t = 43 h Zn 115,78 50,37 ! 37,51 74,4 0,573
54,18 23,51 15,98 68,0 0,251
n = |1 Zn + Cu 0,824

- 191 -
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(Tableau 24). La fraction des protéines de petit poids moléculaire (PPPM)
contient 35,1 7 de zinc et 76,3 % de cuivre. La concentration en patg de
métal par gramme d'organe est de 0,171 dans une proportion de 105 - 66 res-

pectivement pour le cuivre et le zinc.

5.3.2. Poissons intoxiqués

P A R R A N B R R R R )

Lors de 1'intoxication par le zinc, nous observons dans les
animaux contaminés des pourcentages de zinc de la fraction des PPPM infé-
rieurs i ceux des témoins jusqu'au 2éme jour de contamination. Nous remar-—
quons &galement que le pourcentage de cuivre décrolt. La concentration
totale en patg de métal chez les contaminés est équivalente 3 celle des
poissons t&moins. Le 48me jour, nous observons un pourcentage identique
entre les poissons de deux lots, poissons intoxiqués et poissons non con-
taminés témoins, en cuivre et en zinc dans la fraction des PPPM. Né&anmoins,
la concentration totale est de 0,324 patg/g. Ceci implique une augmentation
de la teneur en cuivre et en zinc équivalente dans les deux fractions. Une
différence importante est notée le 43& jour ; en effet, la quantité de
zinc présente dans la fraction IT du foie de poissons intoxiqués est deux
fois supérieure* i celle du foie des poissons témoins. Le cuivre reste
stable. La teneur totale est de 0,824 uatg de cuivre et de zinc par gramme

de poids frais de foie, soit une valeur 7 fois supérieure 3 celle des

poissons témoins.

5.3.3. Discussion

s e e e e e e

Nous avons indiqué que les variations des teneurs en zinc et en
cuivre entre les poissons intoxiqués et témoins n'étaient pas significatives.

I1 apparalt donc que la contamination par 10 ppm de ZnCl, n'est pas res-

2

ponsable des différences observées. Ces résultats doivent €tre examinés

avec circonspection : il faut tenir compte de la faible quantité d'échan-

tillons dont nous disposions et du manque de résultats entre 4 et 43 jours

résultant de problémes techniques lors de la réalisation des chromatographies.
Nous observons cependant une augmentation de la teneur du zinc

et du cuivre. Cette augmentation s'observe é&galement au niveau des protéines

de haut poids moléculaire (le pourcentage des métaux entre PPPM et PHPM

reste constant jusqu'au 48me jour).

* Quantité exprimée en pourcentage du contenu en métal de 1l'extrait

soluble.
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Par contre, nous observons le 438me jour, une nette augmentation
du zinc de la fraction des petits poids moléculaires. Ceci semble indiquer
que 1l'intoxication par le zinc provoque une augmentation de la synthése
des PPPM entre le 4éme et le 438me jour; Des résultats semblables ont
8té obtenus par KOJIMA et al. en 1978 et BREMMER et al., en 1975 : ils
ont en effet montré qu'un apport de zinc augmentait la synthé&se des métallo-
thionéines.

La variation non significative des teneurs entre les poissons
témoins et intoxiqués doit provenir essentiellement du faible nombre
d'échantillons et de l'absence ,correspondant & des prélévements effectués
entre 4 et 43 jours. Il serait donc nécessaire de recommencer 1'expérience
afin de vérifier 1'évolution des concentrations dans les différentes frac-
tions cellulaires chez les poissons contaminés et les témoins.

NOEL-LAMBOT, en 1980 et MJOR-GRIMSRUD et al., 1979 ont également
montré que la distribution du cuivre et du zinc dans les fractioms solubles
est fortement dépendante de la concentration totale de zinc dans le foie.
Quand la teneur en ce métal est supérieure 3 60 ppm par rapport au poids
sec de l'organe, la distribution de ces métaux se retrouve dans les petits
poids moléculaires. Nous avons montré que les poissons dits ''témoins' préle-
vés par chalutage possédaient des quantités importantes de zinc et de cuivre
dans la fraction de petits poids moléculaires.

I1 faudrait mettre en place une expérience de contamination sur
des poissons provenant d'élevages dans des milieux dont la teneur en zinc
serait contrdlée. Nous pourrions alors déterminer les effets réels de

1'intoxication par ce métal.

VI - ETUDE DES CHROMATOGRAMMES OBTENUS A PARTIR D'EXTRAITS DE FOIE DE
POISSONS PROVENANT DU MILIEU NATUREL

Nous avons recherché la présence des protéines de petit poids
moléculaire liant les métaux dans des poissons provenant des zones de
Dunkerque , Gone "polluée') et d'Hardelot (zone "saine") et comparé des

poissons d'aspect sain & d'autres ''mécrosés".

6.1. Poissons provenant d'Hardelot

La zone d'Hardelot étant considérée comme zone témoin (Chapitre II),
nous pouvons penser que les poissons ne sont pas soumis 3 une intoxication

par les métaux lourds. Le profil chromatographique obtenu pour des animaux
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sains est identique pour les 3 échantillons utilisés et montre la présence
de 3 pics essentiels d'absorption i 254 et 280 nm (Fig. 49a). La présence
de métaux est décelée essentiellement au niveau des protéines de poids
moléculaire élevé. On remarque en effet un pic important de zinc ainsi
qu'un pic de cuivre. Il n'apparalt pas de fixation de ces métaux sur les
protéines de poids moléculaire inférieur. La recherche de métaux toxiques,
tels que le plomb ou le cadmium a été effectuée. Les teneurs de ces métaux
sont trop faibles pour pouvoir &tre décelées dans les diverses fractions
chromatographiques. Nous pouvons donc consid&rer que les poissons d'Hardelot
"témoins" ne présentent pas de protéines de poids moléculaire voisin de

12 000 liant les métaux.

Nous avons relaté dans le chapitre T les données concernant les
"nécroses'" de poissons, nous avons vu également que les métaux lourds
étaient incriminés dans leur genése. Ceci nous a conduit & rechercher
la présence de protéines complexant les métaux chez quelques individus
malades, récoltés dans la zone témoin. Les profils chromatographiques obte-
nus pour 2 poissons présentant des ''mécroses' cutanées montrent de nombreu-
ses variations de l'absorption d 254 et 280 nm (Fig. 49b).

L'existence de prot&ines de petit poids mocléculaire complexant
les métaux est trés nette comme l'indique la distribution des métaux sur
le chromatogramme d'extrait de foie. Celle-ci fixent du zinc et du cuivre
en trés grande quantité, respectivement 43,7 7 et 74,1 7 des métaux présents
dans la fraction soluble totale du foie. La présence de cadmium et de plomb
n'a pas été décelée pour ces échantillons provenant de la zone témoin
d 'Hardelot.

e e i e v e e i s v e o o e . s . s e e e i S e ot e et e

L'existence des protéines de petit poids moléculaire voisin de
11 000, liant les métaux, a &té décelée dans les poissons apparemment
"sains", ainsi que l'indiquent la distribution des métaux et des tracés
d'absorbance 3 254 et 280 nm. (Fig. 50a). Ces protéines fixent essentiel-
lement le zinc et le cuivre. Nous n'avons pas détecté de cadmium dans
les fractions chromatographiques, la teneur &tant .inférieure i la sensibi-
1ité de l'appareil. La recherche da plomb a 8té Bgalement effectude : les
teneurs sont trés faibles mais nous avons noté la présence d'une trace de

ce métal dans les protéines de haut poids moléculaire.



- 165 -

ig .49 : Profils chromatographigques de la fraction
soluble de foies de flets d'Hardelot.
Obtenue sur gel de Sephadex G 75,(98 x 2,6 cm)
débit : 12 ml/h ; &luan:t : Termiate d'Ammenium
0,01 M pE 7,4.
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chromatographiques de la fraction soluzle
de Dunkerque obtsnue par gel filtration

( 98 x 2,6 cm ).Débit:i2ml/h .
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Les chromatogrammes réalisé@s sur des poissons ''Nécrosés' de
Dunkerque au nombre de 4, montrent des variations importantes par rapport
aux individus "sains" (Fig. 50b). On détecte la présence de trois pics
d'absorption & 254 et 280 nm. Le premier pic contient du zinc et du cuivre,
comme dans tous les poissons étudiés. Par contre on n'observe pas de concen-—
tration importante de ces métaux dans la fraction des protéines de poids
moléculaire voisin de 12 000. On remarque un faible pic de cuivre ; 40,9 %
de la concentration totale ; et un peu de zinc, 2,1 7 de la fraction soluble
du foie. On observe également la présence d'un pic tré&s important de zinc

au niveau des protéines de poids moléculaire voisin de 6 000. -

6.3. Discussion

Nous avons noté l'absence de prot&ines de petit poids molédculaire
complexant le zinc et le cuivre dans le foie des 3 poissons '"sains' péchés
sur le littoral d'Hardelot. Ces résultats sont en contradiction avec ceux
obtenus par d'autres auteurs qui pensent qu'elles existent naturellement
chez les téléostéens et qu'elles constituent ainsi un réservoir de zinc
.et de cuivre, nécessaires aux fonctions métaboliques (NOEL-LAMBOT, 1980 ;
RIDLINGTON et al., 1981).

Par contre, nous avons observé la présence de ces protéines dans
les poissons présentant des ulcérations. Il apparait donc nécessaire de
compléter nos observations sur d'autres &chantillons afin de d&terminer
si la présence de ces protéines est due i un manque de données concernant
les poissons ''sains' ou bien lides 2 la présence d'ulcérations tégumentaires.

" de Dunkerque contenaient des

Nous avouns remarqué que les poissons "sains
protéines de petit poids moléculaire voisin de 12 000 liant le cuivre et
le zinc. Cependant cette zone est consid@rée comme polluge par les métaux
ainsi que nous l'avons vu dans le chapitre II.

Les résultats concernant le zinc et le cuivre sont tré&s complexes.
La présence de ces métaux peut témoigner de leur rdle biologique ou d'une
pollution.

Nous n'avons pas décelé de concentrations importantes en cadmium

et en plomb dans les fractions solubles de foies de fletsprovenant du milieu

naturel.



- 168 -

La mesure des teneurs en métaux des protéines de poids moléculaire
voisin de 12 000 chez le flet ne constitue donc pas un bon indicateur
de la pollution. Il serait intéressant de rechercher la présence de ces
protéineé dans les moules ou les coques du littoral qui contiennent des

quantités importantes de plomb, de cadmium et de mercure.

VII - CONCLUSION

Face & une contamination par les métaux lourds, les organismes
vivants utilisent des processus de détoxification variés. Les métallothio-
néines constituent un de ces mécanismes. Leur présence est donc recherchée
dans les milieux naturels considéré&s comme pollués. De nombreux auteurs
ont en effet montré la présence de ces protéines ou de protéines "liant"
les métaux aprés intoxication naturelle ou artificielle. Nous avons observé
leur formation* dans le cas d'une intoxication par le cadmium et le zinc,
mais non par le plomb. Il existerait donc deux classes de métaux. Les pre-
miers, tels le cuivre, le zinc, le cadmium, le mercure peuvent induire la
synthése et se fixer sur les métallothionéines . La deuxidme classe ,
contiendrait des métaux qui peuvent provoquer la formation de métallothionélines
mais qui ne se lient pas 4 ces proté@ines tels le plomb, le manganése et le
chrome (YOSHIKAWA et al., 1982).

Les métallothionéines ont donc deux rdles : le premier rdle
consiste en un stockage de métaux essentiels (cas du zinc et du cuivre).
Le deuxiéme rdle constitue un systéme de détoxification face aux métaux
toxiques. ROCH et al., 1982, suggérent que la fixation des métaux dans les
protéines de polids moléculaire &levé seralt responsable de la toxicité alors
que dans les protéines de poids voisin de 12 000 daltons, elle serait un
signe de processus de décontamination. Cependant, les métabolismes des
métaux sont 1iés. La contamination par les métaux lourds tels que plomb,
mercure et cadmium a une répercussion sur la teneur en zinc des métallothio-
néines.

La présence de ces protéines complexant le cadmium et le mercure
peut constituer un indicateur de la qualité du milieu marin. Ce n'est pas
le cas pour le zinc et le cuivre qui sont des constituants naturels des

métallothionéines des té&léostens. Nous n'avons pas observé de teneurs

La purification de ces protéines par chromatographie d'échange d'ions
ainsi que les analyses d'acides aminés sont en cours afin de lever 1l'in-

certitude concernant leur nature.
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importantes en cadmium et en plomb dans les fractions solubles des foies
de flets d'Hardelot et de Dunkerque. Il apparalt donc que le niveau de
pollution par ces métaux n'induit pas la synth&se de métallothionéines
chez le flet. Il serait intéressant de rechercher ces protéines dans les
moules et coques du littoral, puisque nous avous montré dans le chapitre II
que leurs teneurs en plomb et cadmium y étaient importantes. Il faudra
néanmoins accorder une attention particuliére au choix de 1l'indicateur de
qualité et sérier les informatioms. Les mollusqués,capables d'accumuler
des quantités importantes de polluants méme dans un milieu relativement
peu pollué seraient les premiers indicateurs plus sensibles que ne le
sont les poissons.

I1 est difficile de définir un organisme type indicateur de la
qualité du milieu marin.

L'absence de métallothionéines au cadmium dans les flets chalutés
ne veut pas dire que littoral n'est pas pollué ! I1 ne faut pas oublier
en effet que les phénoménes dus i une pollution s'expriment souvent par
une perturbation de la croissance ou de la reproduction des organismes
et que nous avons observé de nombreux individus porteurs de lésions té-
gumentaires dont la présence liée aux rejets de polluants n'est plus 2
démontrer.

La pollution du littoral de Calais & Dunkerque paralt due & une
multiplicitd d'éléments métalliques plutdt qu'd un contaminant spécifique.
Des effets synergiques a2insi que des actions combinées des métaux peuvent
exister. Ainsi que nous l'avons vu pour les "Boues rouges' ol les rejets
d'acide prédisposeraient lapeau des cétacés d des attaques nocives par les

métaux (Manganése - Titane - Chrome ...).
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CONCLUSION

L'étude que nous avons réalisée contribue & la connaissance
des processus de détoxification mis en oeuvre par un poisson téléostéen,

le flet, face & une contamination par les métaux lourds.

L'état des rejets sur le littoral de Calais & Dunkercue montre
que l'essentiel de la pollution provient de Calais, c'est cette zone
polluée qui a &té comparée i la zone d'Hardelot, dépourvue d'industries

et considérée comme témoin "saine'.

La pollution du littoral est due 2 une multiplicité d'éléments,
dont le cadmium et le plomb, plutdt qu'3d un contaminant spécifique. L'étude
de la teneur en métaux des différents organes du flet, provenant du milieu

naturel, a montré que le foie &tait l'organe privilégié de l'accumulation.

Nous avons également indiqué que les poissons apparemment ''sains”
de Dunkerque présentaient des teneurs en mé&taux lourds plus élevées que
ceux d'Hardelot. Ces résultats confirment les choix de nos zones d'étude
1

"témoin" et ''polluée'". Le littoral NORD se caractérise par la présence de

plomb, zinc et cadmium en quantité importante.

Lors des intoxications expérimentales réalisées 34 la Station
Marine, nous avons montré& que les trois métaux, zinc, cadmium et plomb
s'accumulaient dans les organes du flet. Le zinc, de fagon préférentielle
dans le foie et le rein ; le plomb, dans le sang et le culot de foie ; et

le cadmium dans tous les organes.

L'accumulation de métaux tels le cadmium et le plomb est néfaste

car ces élé&ments ne possédent aucune fonction biologique connue.

Le zinc, par contre est un &€lément essentiel. Il est donc présent
naturellement dans les organismes vivants. Nous avons observé que sa teneur

dans le foie du flet, était perturbée dans le cas des intoxications expéri-



mentales par le plomb et le cadmium. Il apparait donc une interaction entre
les métabolismes des différents métaux. Le test t de comparaison de moyennes
a permis de mettre en évidence une variation non significative de la teneur
en zinc des poissons témoins et contaminés par le zinc. Nous pensons qu'il
est nécessaire de recommencer cette expérience en utilisant des poissons
d'élevage dans un milieu dont la teneur en zinc serait minimale et con-
trolée afin de déterminer la part réelle de la contamination et celle de

la teneur naturelle en ce métal du poisson.

L'étude particuliére de la fraction soluble du foie de flet a
montré la présence d'une protéine.complexant le cadmium, le zinc et 1le
cuivre. Le plomb, quant 3 lui, ne semble pas induire la synthé&se d'une telle
protéine. Il existerait donc deux classes de métaux. Les premiers, tels le
cuivre, le zinc , le cadmium et le mercure peuvent induire la synthése
des métalleprotéines et s'y fixer. La deuxidme classe contiendrait des
métaux pouvant provoquer la formation de métallothionéines mais ne s'y
liant pas, tels le plomb, le manganése et le chrome. Le r3le de ces métallo-
protéines est double. Elles constituent un réservoir de cuivre et de zinc
pour les poissons non intoxiqués. Elles font &galement partie d'un systéme
de détoxification pour les métaux toxiques que nous avons mis en évidence

dans le cas du cadmium.

D'un point de vue toxicologique, on peut donc considérer que
ces protéines ont un rdle bénéfique puisqu'elles agissent comme des agents
protecteurs vis 3 vis de la toxicité du cadmium et d'autres métaux.
D'un point de wvue &cologique, on doit leur attribuer néanmoins un rdle
néfaste puisqu'en favorisant la fixation des métaux dans les tissus, elles

augmentent le risque de contamination des organismes prédateurs.

La présence de ces protéines peut donc &tre considéré& comme un
indicateur biologique de la pollution par les métaux lourds, elles ont é&té

trouvées en effet chez des poissons prélevés dans le milieu pollué.

Nous n'avons pas décelé de concentrations importantes en cadmium
et en plomb dans les fractions solubles de foies de flets provenant du milieu

naturel.
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La mesure des teneurs en métaux de ces protéines ne constitue
donc pas un bon indicateur de la pollution pour le flet. Bien que nous
n'ayons pas observé la formation de protéines au cadmium dans les flets
chalutés, nous pouvons considérer que le littoral est pollué par une mul-
tiplicité d'éléments métalliques qui peuvent agir de fagon synergique sans

provoquer la synthése de protéines particuliéres pour un métal.

Nous pensons qu'il serait intéressant de rechercher la présence
de protéines complexant les métaux dans les moules et coques du littoral,
puisque leurs teneurs en plomb, cadmium et nickel y sont trés importantes.
De plus, ces animaux étant s&dentaires, nous pourrions &étre certains qu'ils
sont des témoins significatifs dans un site,des attaques de polluants.

Néanmoins, il ne faut pas oublier queﬁies mollusques sont capables
de biomagnification des polluants. Il est donc difficile de définir un
indicateur type de la qualité du milieu marin ainsi que de choisir un test
particulier précis pouvant donner des informations sur la qualité du milieu

naturel.

Nous avons montré que les teneurs en polluants tels le cuivre,
le zinc et le cadmium augmentaient sur le littoral de Calais & Dunkerque.
C'est pourquoi nous pensons qu'il est nécessaire de poursuivre les &tudes
concernant la concentration en métaux lourds des organismes vivants et de
rechercher la présence des métallothionéines, protéines indicatrices d'une

contamination par les métaux lourds.
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ANNEXE 1 _ N

FICHE DE RENSETITGNEMENTS

Date et Heure :

Préleveur :
Embarcation (et port d'attache)

Laboratoire auquel le spécimen est envoyé :

CAPTURE

Mode de capture

Lieu (aussi exact que possible)

Etat de la mer

Inventatre des captures saines (espéces, poids total, nombre)

Inventaire des poissons 1lésés (espéces, poids total, nombre)

SPECIMEN

Genre et espéce (dge,sexe)

Le spécimen a été ché : vivant, agonisant, mort.

s
Q)

Biométrie (en centimétre et en grammes)

. Longueur totale : Longueur d la téte : Hauteur 2 l'anus :

. Poids :
. Ortentation (droitier ou gaucher pour les poilssons plats) :

Présence de parasites externes :

Sttuation sur les téguments :

. Lspeces

———— — PO — PR e o srt —_—

OBSERVATIONS COMPLEMENTAIRES
(du préleveur ou des laboratoires de contrdles)




LESTONS ET PRELEVEMERMTS

LESIONS TEGUMENTAIRES (Blen stiuer les

LONS pay rapport aur repiéres
atomiques fondamentaux @ outes, bouche ¢t ba long, yeux, implantation des
nageoires, ligne latérale, anus et orifices génttaux) .
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ANNEXE 2

(Extrait de

: PRINCIPALES SOURCES DE REJETS DE MATIERES TOXIQUES SUR
LE LITTORAL DE CALAIS A DUNKERQUE

: Publication de 1l'agence de 1'eau - 1981)

DUNKERQUE

1

: Creusot Loire

2 : Air liquide
3 : Canal exutoire
4-5 : Laboratoire E.D.F.
6 : USINOR
7 : B.P.
8 : C.P.A.
9 : Usine Lesieur
10 : USINOR Mardyck
11 : Canal grand gabarit
12 : Rejets TOTAL
13 : Rejets Stoch Nord
14 : Rejets C.F.P.
GRAVELINES
15 : Cartonneries mécaniques du Nord
16 : Riviére AA
CALATS
17 : Papeteries Boucher
18 : Tioxide
19-20 : Egouts
21 : Textile Courtauld

Flux de pollution
(NOEL, 1980)
(En K eq. tox/jour de
matiéres inhibitrices)

Epuré Rejeté

100 13

0 0
150 28
166 166
120 0
500 0

0 0

Pollution organique

Pollution organique

3091 3091

438 438

*

Bl
LiLy

Test de toxicité basé sur la mobilité de Daphinia magna selon la norme AFNOR

T 90 301
teneurs

(Avril 1974)

normales en Kéquitox/jour = 10 - 300.



ANNEXE 3 : Teneurs en Cuivre , Zinc et Manganése des branchies,
reins et foies des poissons du milieu naturel.

Sain J BRANCHIES REINS O1ES
Date lieu Wéérosé Sexe - 'Taille Cu in r Mo Cu | In Mn Cu In Mn
. L,_ [ WS, - ppm. ppm [ ppa .. Ppm ppm -ppa ppm . L. ppm ppm

D S F 31 1,618 15,73 % 3,925 1,378 ¢ 43,18 1,456 14,98 } 59,43 } 4,78
D S I3 32 1,144 b 26,68 ¢ 5,949 § 0,492 ¢ 6,857 § 0,968 16,05 ¢ 33,44 1,960
D S POM 30,5 § 0,734 18,93 F 3,979 1,396 £ 63,20 1,650 15,46 } 25,13 t 0,300
D S F 32,5 % 0,965 ¢ 26,09 f 4,549 1,291 ¢ 31,91 1,924 12,88 } 52,9 2,170
D S M 24 1,158 10,70 : 8,567 | 0,118 ¢ 58,43 t 0,989 { 8,04 31,95 | 2,11
D S : M 28 1,831 27,92 % 12,56 § 0,189 ¢ 28,26 } 0,392 § 9,02 39,47 1,46
D S F 36 0,578 13,13 ¢ 4,142 } 0,663 } 26,43 } 0,884 § 23,52 95,10 4,48
D S F 31 0,622 17,33 ¢ 4,357 § 0,929 t 27,18 1,165 § 25,02 65,99 t 2,31
D S M 26 1,496 20,24 & 4,886 1,843 ¢ 25,32 1,565 11;27 29,54 } 0,699
D S M 26 0,294 18,40 & 7,078 § 0,852 b 45,67 - 39,35 } 233,1 1,044
h] s F 30 1,337 22,88 ¢ 12,73 } 2,064 ¢ 38,51 2,073 } 39,80 } 93,01 4,840
D S F 28 1,815 18,15 1,815 1,361 } 50,46 } 3,027 23,68 53,34 1,671
D S F 28 1,363 21,74 ¢ 7,448 1,629 § 73,9 - 19,30 47,51 1,673
D S F 2 0,845 } 12,22 + 3,543 | 1,822 } 76,25 - 13,30 t 74,45 | 4,620
D S F 34 2,522 17,59 ¢ 4,605 1,792 ¢ 53,05 { 0,948 | 23,16 | 86,66 | 2,324
D S F 26 0,523 29,81 2,403 1,835 ¢t 45,50 - 20,62 } 71,88 1,303
D s F 27 0,415 } 16,38 } 2,930 § 2,535 } 5,096 | 1,477 § 14,15 } 63,83 | 1,817}
D S M 35 0,679 7;93 3,818 1,084 t 26,42 { 0,677 } 8,30 21,75 1,240
D S M 23 4,891 33,89 } 4,225 1,313 b 49,75 1,442 § 9,94 25,35 1,270
D S M 28 0,241 52,27 t 3,526 1,681 41,73 { 0,840 14,55 17,03 1,45
D S M 25 0,114 } 34,49 } 2,35 11,09 122,6 { 2,290 ¢ 9,18 27,41 1,00
D A S F L 34 1,103 b 16,34 t 4,269 1,264 | 32,49 1,477 19,81 p 48,32 ¢ 0,585
D [ S F b 32 1,767 k 11,55 § 2,163 1,175 ¢ 25,22 ¢ 0,597 % 24,86 &t 51,32 1,593
D N S F b 34 0,917 k 10,53 ¢ 3,21 1,098 ¢ 17,81 0,488 13,52 £ 41,27 ¢ 0,882
D L S F s 33 2,887 ¢ 25,50 p 2,089 ] 0,515 24,01 0,637 13,94 ¢ 32,02 } 1,527
p [ s F 12 0,406 £ 20,14 £ 3,400 } 1,023 k 28,10 } 0,745 § 32,03 t 50,34 % 1,108y
b { s F ook 34 0,547 k 15,07 t 3,181 ] 0,581 k 19,71 } 0,797 } 16,79 k 44,96 k1,430
p { s F 31 0,120 | 6,239 t 3,060 { 1,768 k 69,00 { 0,825 | 26,87 b 41,77 } 1,01
D [ S F > 31 0,315 k 7,395 - 2,717k 54,058 1,325 | 6,28 39,26 ¢t 0,810
D [ S F 32 0,671 & 12,89 - 1,776 § 50,44 1,120 § 20,72 ¢ 43,76 ¢ 0,692
D i S F t 32 0,754 ¢ 15,27 - 1,973 ¢ - 0,515 16,68 ¢ 44,95 } 0,711
D [ s F 33 0,336 k 3,90 - 2,137 ¢ 32,59 - 32,29 ¢ 58,02 : 0,908
H S F 32 0,304 f 6,649 | 1,549 § 0,046 ; 8,100 { 0,478 ] 8,992 } 54,57 } 2,244
H N F 31 0,568 9,665 | 4,032 2,460 ¢ 54,62 - 4,62 8,80 1,960
4 N F 35 0,215 } 7,631 - 1,841 + 42,89 - 38,25 } 153,4%] 1,950
H S F 31 0,252 12,93 - 1,508 t 55,52 3 0,730 }] 45,05 ¢ 58,90 -
24 N F 30 0,897 17,56 - 2,370 ¢ 21,03 - 14,71 19,15 -
H S F 31 0,485 } 25,49 1,610 1,610 59,83 { 0,620 § 6,31 24,84 -
D N F 32 0,292 10,24 | 3,089 1,174 18,00 1,607 5,357 15,22 t 5,69
D N F 34 1,192 55,13 | 2,935 } 4,613 | 56,08 { 0,948 1 3,05 43,47 | 0,797
D N F 33 1,491 29;67 1,754 § 2,307 { 40,23 4 0,461 19,34 | 42,36 1,2091




ANNEXE 4 : ANALYSE STATISTIQUE DES DONNEES

d’apres : S.FRONTIER ., Méthode statistigue
Masson 13881, 246p.

1 : Comparaison des pourcentages

Les fréquences calcules,sont comparées deux & deux en fonction
de la frégqusnce moyenne pondérée,calculée comme suit:

NoFy #NFy

Test de comparaison : -
| Vo) (5 5)
/ " 2

ol F1 est la fréquence obtenue pour un échantillon N
FZ est la fréguence obtenue pour un échantillon N

2 : Comparaison de moyennes

2

Compte tenu des faibles échantillons (NL11) Le test de normalité
n'a pas été effectud,

Les moyennes calculées sont comparges deux & deux par le test t
gui suit ume loi de Student.

IM1 B Mz‘
LA v asmy:
2t
N1 N2
ou P’l,I _ Moyenne calculée sur un effectif N, d'écart type S
M

_ Moyenne calculée sur un effectif N2 d'écart type 52

Le nombre dg degrés de liberté est estimé par N=(N,+N_)-2 , si les
variances S, et 3 sont peu différentes, Dans le cas contraire

le nombre de degrSs de liberté est défini par la formule de Welsch.
(Communication personelle de S. Frontier )

2.2 2 2

1 (Sq\ . 1 ( 82 >
N, =1 N ) N, =1 NS
1 2 2



3 : Corrélatians

Le coefficient de corrélation est défini par

VB 7) (-7

=

ol ><i et y:.L sont les variables aléatoires & corréler dont les moyennes
sont x et v , N étant le nombre de couples ( X;oa Yy ] formé,

L'&guation de la droite de régression s’'écrit : y=a, Ch

N SO
La pente sst g, = =
1 P 2
ZX,“ - [ZX.],;
&1 i
N
et l'ordcnnée & l'origine a_ = 9 -a, x

0 1

Le. coefficient de corrélation est estimé & (N-2) degrés de liberté
et comparé au r de la table au seuil de 5% .,



ANNEXE 5 : Concentration en métaux (Cu , Zn) des branchies,
reins et foies de flets lors de 1'intoxication
par le zinc.

D TN EE T CATTON 1h 5h 18 h 48 h 43
Poissons intoxiquésl .
Poissons témoins T- I T 1 T 1 T 1 T 1 T
Nombre de poissons 2 2 2 2 5 0 1 0 1 1
Teneur en Cu 2,744 8,314 2,876 0,545 2,245 - 2,245 - 2,291 -
. + 1,492 + 2,860 + 2,103
métaux des . o5 15 |74,76  |43,005 | 21,02 | 39,86 - 70,47 - 108,9 -
. + 6,427 + 0,063 + 12,68
Branchies - -— -
(ug/g B.F)
Teneur en Cu |4,07 3,80 1,973 8,581 3,190 - 1,058 - 3,431 2,414
+ 0,007 |+ 2,557 |+2,329 | + 8,01 |+ 1,912
mécaux des ;176,195 |88,63 54,75 146,50 | 90,382 - 60,14 - 86,19 ~ |108,54
: + 1,237 {+ 62,27 |+ 2,036 | + 103 + 56,66
Reins - = = - -
(ug/g B.F)
Teneur en Cu 2,620 1,278 1,438 1,058 1,170 - 0,738 - 2,010 2,86
+ 1,314 |+ 0,608 | + 0,381 | + 0,053 + 0,419
métaux des  , 15 56 6,495 6,991 6,767 | 5,88 - 7,516 - 4,187 |6,03
Culots de foie + 0,608 |+ 1,332 | + 1,518 | + 0,285 + 1,937
(ug/g B.F)
Teneur ea Cu - - - - 10,58 - 1,947 - 9,262 -
+ 7,49
métaux des . - - - - 14,9 - 3,32 - 29,18 -
+ 12,20
surnageants de s
foie
(ug/s B.F) /81N

DUREE
D' INTOXICATION 9J 83 27 3 43 J
Poissons intoxiquésl
Poissons témoins T I T I T I T I T
Nombre de poissons 1 1 1 i 2 1 1 1
Teneur en Cu 1,439 1,278 - - - - - -

metaux des . | 49,59 | 34,31 - - - - - -

Branchies
(ug/g B.F)

Teneur en Cu 4,147 3,915 - - - - - -

metaux des . | 125,23 | 50,83 - - - - - -

Reins -
(ug/g P.F)
Tereur en Cu | 1,179 | 1,182 2,335 2,829 | 4,198 |2,758 5,880 2,146
. + 1,212
métaux des ;. | 5 695 | 5,062 12,173 | 4,355 15,273 13188 13,390 | 8,365
Culots de foie * 4,779
(ug/g P.F)
Teneur en cu | 10,71 - 9,343 17,557 | 17,875 19,992 48,297 | 8,224
+ 2,996
metaux des ;. 134,36 | 8,200 20,170 | 17,674 | 40,461 |[16,186 | 102,389 | 21,856
+ 27,16

surnageants de
foie
(ug/g P.F)




ANNEXE 6 :

Reins et foies de flets lors de l'intoxication
par le plomb.

Concentration en métaux ( Cu , Zn, Pb) des branchies

UREE
D' INTOXICATION Lh ¢h % h 48 h 4J

Poissons intoxiquésI.

Poissons témoins T I T I T I T I T I T
Nombre de poissons 1 o 1 1 1 1 1 1 1 1
Teneur en Cu 1,278 - 2,705 0,431 2,694 0,921 0,865 0,722 0,475 0,952
métaux des Zn 48,10 - 34,77 8,534 3¢%47 1,719 2,793 0,762 6,530 3,860
Branchies. Pb 0,949 - 0,521 0,646 0,638 0,443 1,033 0,283 4,930 1,938

(ug/g B.F)
Teneur en Cu 1,366 - 2,741 - 1,959 0,662 2,851 0,929 1,264 0,760
métaux des Zn 149,5 - 46,21 - 46,77 23,06 65,63 34,36 92,60 22,99
Reins. Pb | 1,426 - 0,592 - 0,469 |0,310 1,360 0,260 | 1,919 0,184
(ug/g P.F)
Teneur en Cu 4,377 - 3,565 1,185 2,089 1,326 5,996 1,537 1,831 3,759
métaux des In 12,038 - 9,746 5,539 4,205 21,213 58,260 15,667 64,627 23,98
Culots de foie Pb 0,954 - 1,026 0,226 0,759 0,036 0,840 0,048 0,790 0,065
(ug/g P.F) -
Teneur en Cu 21,220 - 32,742 15,56 15,32 5,993 13,31 11,21 22,86 20,12
m&taux des Zn 33,89 - 37,252 38,54 46,84 25,816 80,556 64,36 11,86 25,14
sutrnageants de Pb {,900 - 1,339 0,109 1,366 0,110 1,437 0,090 1,412 0,101
de Foie,
{ g/z P.F)
DUREE . .
D' INTOXICATION 18 3 203 27 3 43 J

P3issons intoxiquésl

Poissons témoins T 1 T 1 T 1 T I T L T
Nombre de poissons 1 1 1 i 1 0 1 1 1 1
Teneur en Cu 0,917 0,029 - - 0,724 - - - - -

.. Zn
métaux: des Zn - - - - 32,61 - - - - -
Branchies Pb 3,174 0,915 - -~ 0,644 - - - - -
(we/g P.F)
Teneur en Cu 1,059 0,378 - - 1,231 - - - - -
métaux des  Zn  |59,17 42,19 - - 121,22 - - - - -
Reins Pb 1,550 0,439 - - 1,310 - - - - -
(ug/g B.F)
Teneur en cu 2,840 4,740 | 3,405 5,453 2,804 - 2,454 2,758 1,464 2,146
métaux des 1,514 63,635 6,120 8,460 9,838 - 7,216 3,188 7,574 B,365
Culots de foie Pb {0,875 0,078 {0,881 0,083 0,940 - 1,976 0,208 2,965 0,096
(vg/g P.F)
Teneur en Cu 26,25 23,48 | 8,304 8,945 5,176 - 9,496 9,992 2,716 B,224
métaux des In 33,43 54,11 {13,320 14,474 13,840 - 23,441 16,186 9,429 p1,856
surnageants  Pb  |1,528 0,040 |0,696 0,057 1,432 - 1,780 0,028 |0,471 ,036
defoie
(ug/g P.F)




ANNEXE 7 : Concentration en métaux ( Cu , Zn , Cd ) des branchies,
reins et foies de flets lors de 1l'intoxication
par le cadmium,

oo ™
=
=¥,
S
DUREE
D' INTOXICATION 1y 2J 10 J 20 28 J 303 40 J
Poissons intoxiquésI
Poissons témoins T ! T 1 T L T I T ! T I T I T
Nombre de poissons 1 1 1 1 3 0 2 2 2 1 2 1 1 0
Teneur en Cu O.mm.— O-wmu O-@WN. O-bwu O-Nmm - O‘O_N O-mmb H-Q#N { 0,481 O.m&_ OamOm -
+ 0,022 + 0,118 | + 0,157 + 0,270 0,692 + 0.101
métaux des . -
Zn | 21,56 |22,50 35,22 21,677 21,996 - 15,187 | 23,826 | 20,634 19,055 | 24,44 31,506 -
Branchies + 1,583 + 6,256 | + 5,77 | + 0,925 |29,39 + 7,247
(ug/g P.F) ¢d | 1,470 0,192 1,155 | 0,164 | 4,171 - 4,701 0,217 | 7,285 10,783 | 0,085 11,740 -
+ 0,989 + 1,209 | + 0,032 + 3]188 |0,428 + 2,108
Teneur en cu |1,288 1,388 1,565 1,649 | 1,433 - 1,683 1,013 | 1,433 |1,077 1,868 | 1,311 2,246 -
+ 0,346 + 0,338 |+ 0,685| + 0,198 + 0,615
métaux des . 173,62 |s9,47 83,85 56,18 | 21,06 - 17 23,06 | 29,94 |39,39 18,6 14,79 11,29 -
+ 9,67 +2,280 |+ 17,98} + 1,307 + 9,984
Reinsg ! N N - - -
(/e p.py G4 [ 2711 0,059 4,892 0,250 | 3,549 - 9,353 0,152 | 21,166 |0,082 10,813 {0,113 67,564 -
+ 2,378 + 6,542 |+ 0,130] + 8,041 + 7,43
Teneur en cu  |3,326 |2,862 2,736 13,719 3,070 - 4,338 1,418 | 3,028  |1,071 5,366 | 1,058 3,214 -
+ 0,923 +2,213 |+ 1,802] + 0,156 +'0,555
métaux des -
Zn 16,269 18,812 13,529 | 26,598] 12,021 - - 5,835 | 8,i54 {3,843 11,641 |4,250 4,680 -
Culots de rose * 4,334 +2,163) + 1,060 *+ 0,578
(ugrg ¥.F) €1 } 1,085 0,330 2,660 0,186 | 3,804 - 13,892 0,099 | 12,347 {0,024 10,185 |o0,108 10,332 -
+ 0,034 + 4,854 |+ 0,118] + 0,819 + 1,180
Teneur en Cu 5,395 3,724 3,760 3,258 10,690 - 9,195 8,02 15,983 1,836 17,268 [3,438 10,879 -
+ 4,101 +5,052 |+ 1,874 4 0,758 + 0,266
mé taux des N
in 21,724 20,58 30,359 24,077 22,694 - 19,426 16,55 22,738 30,205 18,985 9,372 20,194 - |
Cutots de Foie +3,59% + 8,373 [+ 9,49 |+ 11,501 + 3,029
(vg/g P.F) Cd 2,626 0,165 3,932 0,256 18,752 ~ 36,746 0,528 78,024 10,155 47,342 10,610 84,132 -
* 6,557 * 2u,a1y [+ 0,048 | + 4,261 + 11,149
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