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INTRODUCTION 

1 - SOURCE DE POLLUTION PAR LE CADMIUM 

Avant le développement industriel, les seules sources de 

production de cadmium étaient naturelles. Les retombées volcaniques, 

l'érosion des roches et le lessivage des sols constituaient les 

sources les plus importantes de pollution par ce métal lourd. Les 

processus de mobilisation du cadmium de façon naturelle étaient très 

lents h cause de la faible teneur en cadmium des moyens de transport 

(air et eau). L'industrie a élevé de façon remarquable les concen- 

trations en cadmium dans les milieux naturels ; celui-ci ne s'y 

trouve pas sous une forme libre mais constitue un sous-prodüit dans 

la fusion et le raffinage des minerais de zinc et de plomb. Ainsi, 

les installations industrielles peuvent alimenter en cadmium plu- 

sieurs secteurs de l'environnement. La pollution atmosphérique peut 

amener de O A 1.5 ~g de cadmium par jour (Muskett, 1979) dans l'en- 
vironnement des zones industrielles. La concentration normale dans 

l'air est de 0,001 wg/m3 ; elle est Gien supérieure en zone urbaine 

ou industrielle, en particulier dans les grandes villes américaines 

et japonaises (jusqu'a 0,083 pg/m3). Les concentrations sont encore 

plus élevées dans les zones industrielles qui utilisent le cadmium 

(0,166 ug/m3 au Japon .3 Annaka). 

A cdté de la pollution atmosphérique, nous citerons égale- 

ment celle des eaux et par conséquent celle des aliments qui consti- 

tue un danger pour la santé de l'homme. Ce dernier est, en dehors 

des risques professionnels, exposé h d'autres possibilités d'absorp- 

tion du cadmium dans l'environnement. 

II - EFFETS DE L'INTOXICATION PAR LE CADMIUM 
11.1. Chez l'homme 

Constituant le dernier maillon de la chaîne alimentai- 

re, l'homme est exposé à de hauts risques d'intoxication par cer- 

tains métaux lourds tels que le cadmiun. En effet, les produits de 

la mer (huîtres, crustacés, moules, poissons) peuvent concentrer l e  

cadmium jusqu'a 100.000 fois par rapport h la concentration dans , , 
l'eau de mer. Mais la sensibilisation des gens et la prise de. 

conscience des risques inhérents A la présence de cadmium dans 
, 



l'environnement n'ont été effectives que depuis la maladie Itaï-Itaï 

apparue au Japon. Cette intoxication a été provoquée par des eaux de 

boisson et la consommation des aliments pollués (riz, poissons, 

céréales, etc.) (Fukushima, 1970 ; Tsuchiya, 1976 ; Nogawa, 1977). 

Cette maladie s'est manifestée par des troubles osseux, dus 

probablement h une mauvaise mobilisation du calcium, l'accroissement 

du taux de la phosphatase alcaline dans le sang, la protéinurie et 

la glucosurie. Effectivement, il  a été observé qu'en cas 

d'inhalation massive du cadmium i l  apparait, apres quelques heures, 

une soif intense, des nausées, des vertiges accompagnSs de 

céphalées ; d'autres troubles plus graves peuvent apparaftre plus 

tardivement au niveau des poumons, des reins et du foie. Ces trois 

organes constituent les lieux d'accumulation du métal et se trouvent 

par conséquent les plus atteints. Magos (1974) et Amacher (1975) ont 

montré successivement au niveau du foie et du rein la synthèse d'une 

protéine ayant la capacité de fixer les métaux lourds par ordre 

d'affinité décroissante : Hg, Cd, Zn, Cu (Pulido, 1966). Cette 

protéine est appelée métallothionéine A cause de sa richesse en 

cystéine et par conséquent en groupes thiols qui permettent la 

liaison avec le métal. A côté des trois organes cités ci-dessus, le 

cadmium a été trouvé dans le pancréas, les testicules, la thyroïde 

et les glandes salivaires (Friberg, 1959 ; Lewis, 1972 ; Nordberg, 

1972), le coeur et les grosses arteres (Amacher, 1975). 

Dans le cas d'une intoxication chronique, les symp- 

tômes et les effets du cadmium sont très différents. Le rein est 

l'organe cible ; lorsqu'il est atteint, une protéinurie apparaît 

rapidement, indiquant une lésion des tubes proximaux en particulier. 

On note également la présence de calculs rénaux avec une fréquence 

assez élevée chez les travailleurs exposés A la poussière de 

cadmium. 

11.2. Chez l'animal 

11.2.1. Vertébrés 

Plusieurs auteurs ont étudié l'action du 

cadmium sur la reproduction. Ils ont montré que ce métal peut provo- 

quer la stérilité (Fowler et al., 1982 ; Maines et al., 1982 ; 

Baranski et al, ; Dwiverdi, 1983 ; Saksena et al., 1983). Il provo- 

que une hypertension (Boehme, 1979 ; Revis et al., 1981 ; Templeton 

et Cherian, 1983) et des malformations embryonnaires (Yoneyama, 



1983). Strauss (1976) a observé des lésions des cellules épithélia- 
les alvéolaires de type l avec destruction membranaire après exposi- 

tion A du chlorure de cadmium a 0.1 % en aérosol. Chez des rats 

exposés a un aérosol de 0,s % de chlorure de cadmium pendant 1 

heure, Bus (1978) a noté des troubles tels qu'une augmentation de 

l'activité de la glucose 6-phosphate déshydrogénase, de la super- 

oxide dismutase. Apres exposition de rats et de souris pendant 15 

mn A 10 mg Cd/m3 sous forme d ' o x y d e ,  Buuley (1377) a observk une 

augmentation temporaire du poids des poumons, une diminution suivie 

d'une prolifération des macrophages alvéolaires et l'apparition de 

nombreux lymphocytes et de cellules polymorphonucléaires, 

correspondant 21 un phénomène inflammatoire. 

Plusieurs auteurs ont supposé que la mort des 

poissons par intoxication aiguë par le cadmium résultait d'une 

asphyxie provoquée par la nécrose du tissu branchial et par le dépdt 

A sa surface de matériel cellulaire mort et du mucus pr4cipité 

(Schweiger, 1957 ; Mount et Stephan, 1967 ; Gardner et Yevich, 

1970). Ce mécanisme a été également invoqué pour expliquer l'action 

toxique vis-A-vis des poissons d'autres métaux tels que le zinc et 

le cuivre (Schweiger, 1957 ; Burton et al, 1972 ; Eisler et Gardner, 

1973). 

Chez les Mamnifères, plusieurs auteurs ont 

montré les mêmes effets que chez l'homme après une intoxication 

chronique, a savoir des malformations osseuses (Gale et Ferm, 1973) 

des néphropathies tubulaires se traduisant par une protéinurie 

(Friberg, 1948 ; Pujol et al., 1970 ; Nomiyama et al., 1373 ; 

Foulkes et Gieske, 1973), -une modification des propriétés des 

vaisseaux sanguins (Thind, 1973). 

11.2.2. Invertébrés 

Beaucoup d'Invertébrés sont rapidement tués 

par des concentrations de cadmium inférieures A 1 ppm. L'intoxica- 

tion par ce métal provoque chez l'Insecte Locusta migratoria des 

altérations des corps adipeux consistant en une réduction des réser- 

ves énergétiques ; le fonctionnement de l'appareil génital femelle 

est altéré par l'inhibition des synthèses, au niveau du corps jaune 

(Martoja et al., 1983). 

Chez le crabe, le cadmium cause, dans les 

cellules de la glande digestive, un accroissement de l1activit6 

golgienne qui se 'traduit par une nette augmentatiori du nombre de 



dictyosomes, des saccules et des vésicules, et l'apparition simul- 

tanée de nombreux lysosomes, primaires et secondaires de type pha- 

golysosomes; les vacuoles digestives se transforment en d'énormes 

corps résiduels où sont séquestrées des inclusions denses aux élec- 

trons (Chassard-Bouchaud, 1983). 

Chez un Nématode, Caenorhabditis elegans, 

Popham et Webster (1982) ont observé un certain nombre d'altéra- 

tions survenant au niveau de l'oesophage et de l'intestin après 

intoxication par le cadmium et le mercure. 

Argopecten irradians soumis 0,7 ppm de 

cadmium pendant 5 jours présente une extrusion massive de concré- 

tions calcifiées par la plupart des cellules épithéliales du rein. 

Des dommages morphologiques ne sont toutefois observés que dans üne 

faible zone de cet organe (in Delval, 1984). - 
Chez llAnnélide Polychète, Nereis diversico- 

lor, a l'exception de l'apparition de sphérocristaux dans l'intes- - 
tin, il  n'a pas été enregistré de modifications notables des tissus 

lors d'une intoxication a 13°C provoquée par 22 ppm de cadmium 

ajoutés expérimentalement l'eau d'élevage. Par contre, si une 

intoxication par une concentration de 44 ppm pendant 4 jours semble 

encore sans effet, la prolongation de 'l'expérience h 11 jours en- 

traîne systématiquement la lyse de certains tissus tels que l'épi- 

derme et l'arrêt de la libération de neurohormones (Dennaï, 1984 ; 

Dennal et al, 1986). 

III - MODE D'ACTION DU CADMIUM 

Le cadmium est un métal non essentiel au fonctionnement de 

l'organisme. Classé parmi les éléments du groupe II B dans la clas- 

sification de Mendeleev, le cadmium possède une forte électïoposi- 

tivité et par conséquent une grande affinité pour les groupements 

amines, sulfhydriles et phosphates. Ces groupements forment dans la 

majorité des cas des sites actifs de nombreuses enzymes (Somers, 

1960). C'est sa grande affinité pour de nombreuses molécules orga- 

niques (acides aminés et notamment la cystéine, les bases puriques, 

les porphyrines, les ptéridines) qui lui confère toute sa toxicité 

et son grand pouvoir d'accumulation dans les différents tissus. 

Dans le cas d'une intoxication par le cadmium, certaines 

réactions enzymatiques sont perturbées par le fait que ce métal 



peut, par sa grande affinité, remplacer le zinc qui est le cofacteur 

de certaines enzymes. Ce métal peut également interférer avec l'ac- 

tivité enzymatique en réagissant avec un groupement fonctionnel 

faisant partie ou non d'un site actif d'une molécule. Ainsi, Vallée 

et Ulmer (1972) ont montré que le cadmium peut se substituer au zinc 

au niveau du site actif de la carboxypeptidase A du pancréas bovin, 

ce qui lui donne un pouvoir d'hydrolyse important vis-&-vis des 

esters. Cette substitution du zinc par le cadmium a été observée 

dans d'autres protéines que les enzymes, par exemple dans l'albumine 1 
et la mercaptalbumine de l'homme et du boeuf (Gurd et Yilcox, 1956) 

1 

et dans les métallothionéines du rat et de la souris (Suzuki et 

Yoshikawa, 1974). 

L'intéraction du cadmium avec les groupements phosphates et 

les bases hétérocycliques des acides nucléiques laisse supposer des 

anomalies génétiques et des perturbations de la synthèse protéique 

ainsi que des effets cancérigènes (Eichhorn, 1975 ; Stol1 et al., l 
, 

1976). 
I 

Le cadmium entre également en compétition avec le calcium et 

le baryum dan's les systèmes enzymatiques de la contraction musculai- , 
re, notamment au niveau des fibres musculaires lisses vasculaires 1 
(Toda, 1973). Il exerce aussi une act'ion compétitive vis-a-vis du 

fer et du cuivre comme cofacteur des mono-amines oxydases et diminue 

l'activité de ces systèmes enzymatiques (Glauser, 1976). 

- REACTIONS DE DEFENSE DE L'ORGANISME 

Les Invertébrés et Vertébrés, y compris l'homme, sous expo- 

sition & une intoxication chronique par le cadmium, développent 

plusieurs mécanismes de défense. Ces réactions se traduisent soit 

par une diminution d'absorption du métal, soit par une excrétion 

urinaire. En effet, chez les sujets exposés professionnellement, les 

taux du cadmium excrété par l'urine sont beaucoup plus importants 

que chez les non exposés et non fumeurs. L'élimination du cadmium 

peut être également faite'par une excrétion fécale qui est beaucoup 

plus importante que la précédente (Klaassen, 1977). Cette excrétion 

se fait par une élimination du cadmium contenu dans la bile et les 

sécrétions pancréatiques (Nordberg, 1972 ; Elinder, 1978). Chez 

l'homme, Elinder (1978) a trouve en moyenne 2,5 ng de cadmium/g dans 

la bile. Après injection intraveineuse de doses faibles de cadmium a 

des rats (67 a 120 yy) les concentrations biliaires les plus élevées 



apparaissent après 15 3 30 minutes ; 5 % de la dose administrée a 

été retrouvée dans le tube digestif et les fèces (Cikrt, 1974). 

En plus du processus d'élimination, l'organisme peut très 

bien développer d'autres moyens de défense tels que la synthèse de 

protéines ayant la capacité de fixer les métaux appelées d'une 

maniére générale métalloprotéines. Les cellules peuvent également 

accumuler le metal sous forme de concrétions minérales appelées 

sphérocristaux. Certaines mktalloprotéines et les sphérocristaux, en 

fixant le métal, peuvent le rendre inactif et par conséquent non 

toxique pour l'organisme. 

IV.1. Les sphkrocristaux 
Ainsi appelés h cause de leur forme, les sphérocris- 

taux sont des formations concentriques qui apparaissent chez des 

animaux intoxiqués par des métaux lourds. Selon certains auteurs, 

ces concentrations minérales joueraient un r6le important dans le 

piégeage du cadmium, elles permettraient son accumulation dans 

l'organisme tout en diminuant sa toxicité. En effet, l'apparition de 

ces sphérocristaux a été signalée, chez les Annélides (Boilly et 

Richard, 1978 ; Dennaï, 1984 ; Nejmeddine, 1985 ; Dennaï et al., 

1986). chez les Crustacés (~hassard-  ou chaud, 1982)' chez les Insec- 
tes (Martoja et al., 1983 ; Martoja et Martoja, 1984) et chez les 

Protozoaires (Çimkiss, 1976). Simkiss (1981) et Mason et al. (1982) 

ont montré que lors d'une exposition des animaux de quelques heures, 

la plupart des métaux lourds radioactifs sont incorporés rapidement 

dans les sphérocristaux. Ballan-Dufrançais (1982) a tiré la même 

conclusion après avoir suivi au microscope électronique le processus 

de bioaccumulation de métaux dans les sphérocristaux de Pecten 

maximus h l'aide d'une microsonde aux rayons X. Une intoxication par 

le manganèse provoque chez ce mollusque la formation de concrktions 

rénales (Mauri, 1982). Chez Argopecten irradians, Carmichael et al. 

(1981) ont montré que les sphérocristaux jouent un r61e important 

dans l'accumulation, l'excrétion et la détoxication du cadmium. Chez 

l'anguille, Noël-Lambot (1980) a observé des corpuscules intestinaux 

très chargés en métaux. 

A cdté de ces formations minérales, l'animal peut 

réagir par d'autres moyens qu'il peut posséder spécifiquement. Les 

Crustacés ont un exosquelette qui fixe les métaux polluants et per- 

met par conséquent une détoxication régulière a chaque mue (Poirier 

et al., 1981). Les poissons par une sécrétion abondante du mucus 



lors de leur intoxication par le HgCl,, arrivent A diminuer l'ab- 

sorption de ce métal (chez Serranus cabrilla (Radoux et al., 
1979) ) . 

IV.2. Les métalloproteines 

Ces protéines se distinguent des autres par la forte 

affinité qu'elles possèdent vis-A-vis des métaux lourds en général 

et du cadmium en particulier. Elles sont subdivisées, en particu- 

lier, cause de leur composition en acides aminés et leur spectre 

d'absorption en ultraviolet 250 et 280 nm, en 2 groupes : les 

métallothionéines et les métalloprotéines (non-métallothionéines). 

IV.2.1. Les métallothionéines 

Cette dénomination leur a été attribuée pour 

la première fois en 1957 par Margoshes et Vallée quand ils ont 

montré qu'une protéine cytoplasmique du cortex rénal du cheval, 

assez riche en cadmium et en zinc, a un taux très 6levé en cystéine 

(30 % des r4sidus d'acides aminés) et ne contient pas d'acides 

aminés aromatiques (Kagi et Vallée, 1960, 1961). 

Après sa découverte, cette métallothionéine 

a d'abord été recherchée surtout chez les Mammifèrês y compris 

l'homme et les Vertébrés en général. Chez l'homme, cette catégorie 

de proteines est syntht5tisée essentiellement par le foie et 

secondairement par la rate (Amacher, 1975), par les reins ( M ~ ~ o s ,  

1974), l'intestin (Squibb, 1976) mais aussi par les testicules, le 

pancréas et d'autres organes. 

Chez les Mammifères, des protéines 

semblables 3 la métallothionéine du cheval ont été trouvées et 

identifiées surtout au niveau du foie et du rein chez le lapin 

(Nordberg et al., 1974 ; Piscator, 1964), chez la chèvre 

(Mjor-Grimsrud, 19791, chez le veau (Briggs et al., 1982) et chez le 

porc (Bremner et al., 1976a). En plus de ces 2 organes cibles qui 

constituent des réserves de métallothionéines lors d'une 

intoxication, i l  y a d'autres tissus qui peuvent synthétiser ce 

genre de pr-otéinès. Il en existe au niveau du pancréas (Yau et 

Mennear, 1927). de la rate (Shaik, 1971 ; Amacher et Ewing, 1977) et 

des testicules (Nordberg, 1971 ; Chen, 1972 ; Singh, 1974). 

L'isolement et l'identification des métallothionéines ont été 

effectués également chez les oiseaux (Weser et al., 1973) et chez 

les Poissons (Bouquegneau et al., 1975, Bouquegneau et Noël-Lambot, 

1978 ; McCarter et Roche, 1983 ; Delval, 1984). 



Durant ces dernieres années, la recherche 

des métallothionéines a été élargie aux InvertébrBs qui constituent 

un danger d'intoxication par le fait qu'ils se placent généralement 

dans le début de la zhafne alimentaire et par leur pouvoir de 

concentration de métaux lourds ; les Murex, par exemple, peuvent 

concentrer un million de fois le cadmium des eaux de (Martoja et 

Martoja, 1984). Ce sont les Mollusques qui ont été les plus étudiés, 

surtout les espèces consommables par l'homme. Quelques exemples sont 

donnés dans le tableau 1. 

IV.2.1.1. Etude des métallothionéines 

IV.2.1.1.1. Méthodes de purification 

Les méthodes de purification de 

ces protéines sont basées essentiellement sur les techniques 

d'extraction tissulaire a partir des organes susceptibles 

d'accumuler les métaux lourds et par conséquent de synthétiser des 

métallothionéines. Cette extraction elle-même est basée sur une 

homogénéisation du tissu suivie d'une centrifugation. En génCral, 

l'homogénéisation est faite dans 2 A 3 volumes (V/W) de solution 

saline isotonique (Olafson et al., 1979) ou dans du saccharose 

(Noël-Larnbot, 1980). L'homogénat est ensuite centrifugé pendant 1 

heure ZI 100 OOOxg (Noël-Lambot, 1980). Quand l'&chantillon est riche 

de lipides, i l  est préférable de centrifuger une premiére fois a 
20 OOOxg pendant 15 mn ZI 4°C pour éliminer la couche lipidique qui 

se forme sur le surnageant et ensuite reprendre ce surnageant pour 

le centrifuger a 80 OOOxg pendant 1 heure (Roesijadi et al., 1981). 
D'autres procédures ont été 

mises au point pour la purification des mCtallothionéines. Olafson 

et al. (1979) ont montré que la dénaturation des homogénats 3 90°C 
pendant 10 mn et leur centrifugation a 12 OOOxg pendant 10 mn 

permettent l'élimination de la plupart des activités protéolytiques, 

autres que les métallothionéines. Mais cette technique présente 

l'inconvénient d'exclure la méthode de séparation par chromatogra- 

phie d'échange d'ions et sur gel de polyacrylamide qui nécessitent 

du matériel non dénaturé. 

Buhler et al. (1974) ont essayé 

un fractionnement par des précipitations et des centrifugations 

successives. Ils ont pri5cipité par 95 % dlCthanol A -20°C la 
fraction des métallothionéines qu'ils ont récupérée par centrifuga- 



METALLOTHIONEINES NON-METALLOTHIONEINES 
METALLOPROTEIPJES AUTEURS Année 

Eud y.u$kX.a 
POLYCHETES vancouv& (Cu) Young e t  R o e s i j a d i  1983 

Nehein cfivet~6icolot C e  t r a v a i l  1987 

OLIGOCHETE s E i 4  enia @tida Yamamra e.t d.  1981 

Buccinun 

HDLLUSQUES 

l 
CRUSTACES 

INSECTES 

1 

ff f i x  pom& (Cd) 
~tenrnyb  m ~ c a  (cd,  CU) 
Mwex fiuncuRuA (Cd) 
M y r n  

g&upzovinci.dh (Cu) 
M y U  eduRin (LI (cd> 
P&& vdg& (Cd) 
Yatc /eea  cam~Leea (Cd) 
L-i.Zt0tLin.a .L&tutrea (Cd) 
S ~LJfiohkinUb 

c a r i c h  (Cd, Zn, Cu) 

Canceh p a g ~  (Cd, Cu) 
Canca magi4Xm 
S c y h  

Cutrcin~~?~ maem 

l3-tLbtm gm&Ca (Hg) 
Dk04 0 p m  

rn&xnagab.teh (Cd) 
Chktonomw 

y~hkunatsL (Cd) 

~enuiAa&um (Cd) 
Pecten maximun (Cd) 
CnasaodRnea 

v-hginica (Cd) 
f f a x  pomccCi.a (Cu) 
Pecten maximu (Cd) 
Uizuhopecten 

ye6doemh (Cd) 

Pdaemon 
eleganb (Cd, Cu, Zn) 

Locus& 
tnig&o&La (Cd, Hg) 

P f e h 0 ~ a h ~ y 6  
c&t;otnica ( c d  

Dohi eR: a l .  1983 
S t o n e  e t  O v e r n e l l  1985 

R i d l i n g t o n  e t  Fowler  1979 
D a l l i n g e r  e t  Wieser 1984 
S t o n e  &t al. 1986 

Evtushenko &t d.  1986 
D a l l i n g e r  e t  Wieser 1984 
Yamamura e t  Suzuki  1984 
Bouquegneau et d .  1983 

Viarengo e.t d .  1983 
F r a z i e r  & d .  1985 
Noël-Lambot 1980 
~oël- amb bot 1979 
Noë 1 -Lamb0 t 1979 

Hida lgo  d.  1985 

Overne 11 1984 
O l a f s o n  & d .  1979 
O l a f s o n  et d.  1979 

Whites e t  Rainbow 1986 
Wong e t  Rainbow 1986 

M a r t o j a  et d.  1983 

c l u b b  et a. 1975 
Bouquegneau et d. 1985 

Maroni e t  Watson 1984 

Yamamura et d .  1983 1 



tion A 3 OOOxg pendant 20 mn et extraite par 200 ml d'HzO durant 10 
mn. Une deuxième centrifugation est réalisée a 20 OOOxg pendant 2 h. 
En principe le dernier surnageant contient les métallothionéines. 

Noël-Lambot (1980) a utilisé une technique dérivée de cette derniè- 

re ; elle consiste en une précipitation par 45 et 80 % d'acétone. 

Après cette extraction tissulaire, 

la fraction soluble est chromatographiée par gel filtration qui 

est généralement du Sephadex G 75 (Pharmacia) ou de 1'ACA 54 

(I.B.F. Pharmindustrie). Le premier gel a été utilisé par Siewicki 

et al. (1983), Cherian et al. (1979) et Bouquegneau et al. (1975). 

Le deuxieme gel a été utilisé par Noël-Lambot (1980), Martoja et al. 

(1982). 

Cette chromatographie de gel 

filtration est suivie d'une séparation sur une résine échangeuse 

d'ions qui est représentée généralement par de la DEAE cellulose. 

Cette deuxième technique permet la séparation des substances de 

poids moléculaires voisins selon leur charge électrique (Suzuki et 

Yamamura, 1979 ; Ley et al, 1983). 

En général, les différentes 

étapes de purification citées ci-dessus sont suffisantes pour donner 

un produit bien propre et bien isole. Si une première élution par un 

gradient linéaire de NaCl ne donne pas de produit pur, on refait une 

deuxième Clution par un gradient plus lent (Martoja et al., 1983). 

IV.2.1.1.2. Caractérisation des 

métallothionéines 

IV.2.1.1.2.1. Poids moléculaire 

Quel que soit l'espèce ou 

l'organe a partir duquel la métallothionéine est extraite, les 

déterminations du poids moléculaire faites par chromatographie sur 

colonne calibrée conduisent Zi des résultats assez homogbnes. Ces 

poids moléculaires varient entre 9 000 et 12 000 D (Pulido et al., 

1966b ; Olafson et Thompson, 1974 ; Nordberg et al., 1975 ; Bremner 
et Davies, 1975 ; Richards et Cousins, 1977). Mais d'autres auteurs 

qui ont réalisé des chromatographies avec des métallothionéines 

dénaturées ont trouvé un poids moléculaire proche de 6 000 D (Kagi 

et al, 1974 ; Bühler et Kagi, 1974). Généralement le calcul du 

poids moléculaire a partir de la composition en acides aminés 

donne une valeur comprise entre 6 000 et 7 000 D (Nordberg - et 



al., 1972 ; Richards et al., 1977 ; Kojima et al, 1976 ; Kojima et - 
Kagi, 1978). Néanmoins, d'autres auteurs obtiennent par cette meme 

technique une valeur d'environ 10 000D(Suda et al, ; Winge et al, 1 
I 

1975a). I 

Spectre d'absorption 1 
en ultraviolet 

La métallothionéine presente 

un spectre d'absorption en ultraviolet tres particulier qui lui est i , 
donné par sa composition en acides aminés. L'absence des acides , 
aminés aromatiques entrafne une non absorbance a 280 nm et par j 
contre la liaison cadmium-soufre (due a la présence de cystéine) 
provoque l'apparition d'un pic A 250 nm (Kagi et Vallée, 1961 ; 

Nordberg et al., 1974). 

IV.2.1.1.2.3. Résistance a la chaleur 

Cherian et al. (1978) ont 

montré que la métallothionéine reste stable ii une température de 

80°C pendant 10 minutes. Certains auteurs, comme Olafson et al. 

(1979). se sont basés sur cette propriété pour faire un premier 

fractionnement a partir d'un homogénat' de tissus. 

IV.2.1.1.2.4 Composition en acides aminés 

L'analyse des acides aminés 

représente l'étape la plus importante dans la caractérisation d'une 

métallothionéine. La composition en acides aminés d'une métallothio- 

néine montre une forte teneur en cystéine (de l'ordre de 30 % ) ,  une 

quasi absence d'acides aminés aromatiques (tyrosine, phénylalanine, 

tryptophane) ainsi que l'histidine et l'arginine et elle montre 

également une quantité considérable de lysine, sérine, glycine et 

alanine. La structure primaire de la métallothionéine a été determi- 

née respectivement pour le foie et le rein de cheval, pour le foie 

humain, pour le Neurospora crassa et pour Scylla senata par Kojima 

et al (1976), Kissling et al (1977). Lerch (1980) et Lerch et Ammer 

(1982). Ces structures sont fortement semblables et la 

caractéristique principale en est la distribution des 20 résidus 

cysteiques le long de la chaine. Ceux-ci sont principalement 

associés selon la séquence Cys-X-Cys. une deuxieme caractéristique 

de la séquence est 114troite association de la cystéine avec ?a 

sérine et la lysine et, A quelques exceptions pr&sl la position de 



ces trois acides aminés est constante d'une nétallothionéine à 

l'autre (in - Noël-Lambot, 1 3 9 0 )  

Les métallothionéines iso- 

lées h partir d'un même organe peuvent exister sous différentes 

formes extrêmement semblables du point de vue poids moléculaires. 

Ces différentes formes ont été détectées par des techniques de 

separation base2es sur la charge électrique des molécules (Pülido - et 

a!., L966S ; Suzuki et al., 1383 ; Mordberg et al., 1972 ; Nordberg, - 
1978 ; Noël-Lambot, 1980 ; Bremner et Young, 1976 a, b). Ces 

composés difforent très peu par la composition surtout au niveau de 

la nature des métaux qui y sont fixés (Pulido et al., 1966b ; 

Nordberg et al., 1376). Kojima et Kagi (1978) ont pu démontrer qc'il 

s'agissait d'isoprotéines, c'est-A-dire des protéines différant 

quelque la structure primaire. 

IV.2.1.1.2.6. Induction de la sÿnthèse 

des métallothioneines 

L'augmentation de la teneur 

des métallothion6ines en réponse A une intoxication par des métaüx 

constitue un stade ultime dans la caractérisation de ces protéines. 

Le cadmium est le métal lourd qui possède l'action la plus puissante 

sur l'induction de la synthése de ces protkines: i! est suivi par le 

mercure inorganique, le zinc et le cuivre (Webb, 1972 ; Chen et al., 

1975 ; Bremner et Young, 1976b). Par contre, de nombreux autres 

métaux n'ont pas montré cet effet d'induction des.méta!lothion4ines 

: le chrome et le nickel (Piotrow~ki et Szymanska, 1076), le vana- 

dium, Le mar.qanèse((Mogilnicka et al, 1975), cité par Piotrowski et 

Szymanska, 1976). Chez les Plammifères, des auteurs ont ;riontré que 

dans le foie i l  y a un délai de 2 a 5 heures entre l'injection de 
motal et l'apparition de la protéine et que la synthèse est maximale 

une dizaine d'heures après l'administration (Chen et al., 1975 ; 

Shaikh et Smith, 1977). 

Le temps d'apgarition est 

beaucoup plus court dans le rein, i l  est de l'ordre de 30 minutes 

et le maximum se situe entre 3 et 5 heures (Probst et al., 13??a ; 

Shaikh et Smith, 1977). 



IV.2.1.1.2.7. Rôle des métallothion4ines 

Leur apparition après une 

intoxication de l'organisme par le cadmium ou le mercure a entraîné 

plusieurs auteurs à penser que ces protéines jouent un rôle dans la 

defense de l'animal. Leur rôle protecteur vis-&-vis de ces produits 

toxiques se traduit par une fixation de ces métaux en les rendant 

biologiquement inertes et inoffensifs et en constituant ainsi un 

mécanisme de détoxication (Piscator, 1964 ; MordSerg, 1971 ; 

Nordberg et al., 1971). Les métallothionéines constitueraient, en 

dehors de toute intoxication, un réservoir de métaux essentiels 

comme le zinc et le cuivre qu'elles peuvent fournir au moment de la 

synthèse des enzymes in&talliqües (Richards et al., 1976 ; OfBrady - et 
al., 1373) et assurer ainsi l'homéostasie de la teneur en metaux des - 
cellules. Il a été démontré qu'une premier? contamination, en 

provoquant l'apparition de métallothionéines dans les tissus, 

facilite la fixation sur ces protéines des métaux administrés par 

la suite (Nordberg, 1971 ; Yau et Mennear, 1377 ; Probst et al., 

1977b). C2 prétraitement par une administration de faibles doses de 

cadmium provoque une réduction de toxicité de ce métal s'il est 

administré en grandes quantités (Yoshikawa, 1970, 1973 ; Bouqueyznau 

et al., 1975). 

Ce necanisme développé cnez 

les animaux exposes des intoxications leur permet une meilleure 

rdsistance et par conséquent une certaine adaptation au milieu. 

L'existence des métallothionéines permet donc de concevoir que des 

quantités importantes de cadmium puissent ainsi être progressivement 

accumul4es sans dommage pour l'organisme. Tanaka et Sueda (1973), 

Valberg et al. (1977) ont suggéré que :es métallothionéines 

pourraient agir, au niveau de la muqueuse intestinale, comme une 

barrière l'absorption du cadmium. 

IV.2.1.1.2.3. Critères de détermination des 

métallothionéines 

Ces critéres ont été résumés 

par Vallée (1979) : 

- Contenu en métal très élev6 (cadmium, zinc, cuivre) 

- Teneur en cystéine : 30 % de la composition totale en acides 

aminés. 



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

- Généralement, il existe 7 atomes grammes de Me2+ p o u r  7 0  à 2 1  

groupements S-H des métallothionéines. 

- Les acides aminés aromatiques, l'histidine et les ponts disulfures 
sont normalement aSsents. La protéine de Mammifères contient une 

seule méthionine. 

- Lù métallothionéine ne présente pas d'absorption 4. 280 nm. 

- La cadmium-thionéine absorbe 250 nm. 
- Le poids moléculaire de ces protéines est situé entre 5000-7000Ds 

- La chromatographie d'exclusion sur gel et le volume d'élution 

correspondant 3 un poids moléculaire de celui de métallothionéines 

sont insuffisants pour identifier cette protéine. D'autres caracté- 

ristiques sont nécessaires, l'absorption en ultraviolet et surtout 

la composition en acides aminés. 

IV.2.2. Autres protéines fixant le cadmium (nofi 

métallothionéines) 

Récemment, i l  a été montré qu'en plus des 

métallothionéines qui ont été décrites chez un certain nombre de 

vertébrés et d'invertjbrés, d'autres protéines ne possédant pas les 

mêmes caractéristiques que les métallothionéines ont néanmoins la 

capacité de fixer le cadmium. Cette catégorie de protéines diffère 

des métallothionéines surtout par sa composition en acides aminés. 

son spectre d'absorption en ultraviolet et quelquefois par 12 poids 

moléculaire. Ces métalloprotéines ont été trouvées et décrites chez 

quelques espèces d'Invertébrés : chez Locusta migratoria (Martoja - et 

al., 1983)' chez Crassostrea virginica (Riddiqton et Fowler, 1979)' - 
chez Pecten maxinus f Jt,:,fie at al. , :3gdj ~ ~ l ~ s t : ~ l i a  :;a;zcou-;zr: 

(Young et Roesljadi, 1333). Ces quelques exemples sont reunis dans 

le tableau 1. 



BUT DU TRAVAIL 

Des travaux antérieurs ont montré qu'a 13°C Nereis diversi- 

color, espéce euryhaline bien adaptée a une vie dans la vase des 
estuairestrésiste bien a une inSoxication provoquée par 22 ppm de 

cadmium ajoutée expérimentalement A l'eau d'élevage. 

Parmi les mécanismes de défense possibles, plusieurs cnt été 

envisagés : faible absorption, piégeage par les sphérocristaux, 

complexation avec une protéine (Dennaï, 1984 ; Nejmeddine, 1985 ; 

Dennaï et al., 1986). 

Il nous a paru intéressant de poursuivre ces travaux en 

étudiant la toxicité du métal et sa bioaccumulation non seulement en 

fonction de la concentration utilisée et de la durée de l'intoxica- 

tion mais encore de la température. 

En ce qui concerne les moyens de détoxication, notre effort 

a essentiellement porté sur l'identification, la caractérisation et 

la localisation par voie immunologique de la métalloprotéine détec- 

tée précédemment (Nejmeddine, 1985 ; Dennaï et al., 1986) et dont le 

poids moléculaire apparent, calculé sur la base de l'analyse des 

acides aminés, est de 10 kD. 



Chapitre 1 

MATERIEL ET METHODES 



MATERIEL ET METHODES 

A - MATERIEL BIOLOGIQUE 

Les Nereis diversicolor O.F. Mflller ont &té recolt6es A 

Petit--Fort-Philippe (Nord) et h Luc-sur-:ler (Normandie'). Agrès la 

récolte, les animaux ont ét6 gardés .A 4 ° C  dans de l'eau de mer 

renouvelée tous les 2 jours. Le sexe et l'age des vers ont 4th 

déterminés par examen des produits genitaus au microscope photoniqie 

après prélèvement dans le liquide coelomique. 

B - METHODES 

1 - Modr d'intzsication 
Les animaux ont 6té regroupés par 5 dans des pots conte- 

nant 200 ml d'eau de mer 21 laquelle nous avons ajouté d~ nitrate de 

cadmium (Cd(N03),I 4 H ~ o : ,  ssl faïil~mtnt saluble dans 1 ' 2 3 ~ .  Citts 

eau a été renouvelée toutes les 24 heures afln de lui assurer une 

teneur en polluant assez constante. Un morceau de pa2ier filtre de 

superficie connue (6x5 cm) était ajouté dans le milieu d'elevaye 

pour éviter que les animaux s'enroulent et se segmentent. Ce pa2ier 

n'a pas été changé pendant la période d'intoxication pour 

restreindre au maximum l'adsorption non spécifique. 

Une seule dose (22 ppm) a été utilisée pour pratiquer 

des intoxications chroniques. Pour l'étude du pourcentage de 

mortalité nous avons testé des doses déterminkes antérieurement 

comme ].étales (44 ppm, 55 ppm) (Cennaï et a!., 1936). 

II - Technicues 

1 - Techniques cytologiques conventionnelles 

1.1. Microscopie photonique 

Des métamères et des prostomiums ont été fixés 

dans du Bouin Hollande dépourvu d'acide acétique, lavés, déshydrat6s 

par l'alcool, inclus dans :a cytoparaffine (point de Eusion 

56°C-58°C) et coupés a 7 um à l'aide d'un microtome. Les coGpes ont 

kt6 colorées selon la méthode de Clark (1955). 



1.2. Microscopie électronique 

Des fragments de métamères, d'intestin moyen 

(prélevés vers le 30ème métamère) et des prostomiums ont été fixés 

dans un mélançe de glutaraldéhyde à 6 O dans un tampon phosphate de 

sodium (0'4 K. pH 7 ' 2 )  additionné de 2,5 % de chlorure de sodium. 

Ils ont ensuite été lavés pendant 12 heures dans un nélangede 1 
tampon phosphate 0,4 M (1 volume) et de sucrose (0.33 M) (3 volu- 

mes), postfixés pendant une heure à température ambiante dans un 

mélange de tétroxyde d'osmium à. 2 t dans un tampon 0'4 M (pH 7 ' 2 )  

additionné de 2,5 % de chlorure de sodium puis déshydratés par ' 

l'acétone. Après inclusion dans l'araldite, les coupes ont été 

effectuées aux ultramicrotomes Porter-Blum MT 1 et LKE ( U N  III) et , 

contrastées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb (Rey- l 

nolds, 1963). Les ~Sservations ont été réaliszes au microscope 

électronique Je01 120 CX. 

3 - Techniques biochimiques 

Les principales étapes sont résumées dans les ta- 

bleaux 2 et 3 .  

2.1. Dosage des métaux (zinc, cuivre, cadmium) 

Les différents dosages ont été réalisés dans le 

laboratoire de chimie marine dirigé par le Professeur Wartel. Pour 

le dosage des 3 métaux, nous avons procédé A une minéralisation 

110°C de l'homogénat d'animaux entiers pendant 12 heures, suivie 

d'une attaque h l'eau régale qui est un mélange d'acide chlorhydri- 

que (12 N) et d'acide nitrique (14 N) ( 2  ml du mélange/gramme de 

poids frais). Cette attaque a été réalisée dans un bain-marie h 60°C 

pendant 24 heures. Les échantillons ont ensuite été dilüks d'un 

facteur 100 par de l'eau distillée et filtrés sur du papier Whatman 

2 V. Les culots et les fractions aliquotes des sürnageants obtenus 

après centrifugation des homogénats tissulaires ont été trait4s de 

la même façon. Dans le cas des fractions d'élutlon abtenues par 

chromatographie sur colonne, les métaux ont été directement dosés à 

l'aide d'un spectrophotomètre d'absorption atomique (SAAF) (Perkin- 

Elmer, 2380) équipé d'un brQleur air-acétyléne. 



Tableau 2 - Techniques préparatives. 

Intoxication + 
Lavage dans l'eau de mer 

pendant 24 heures 
I v 

Pesée des animaux + 
Homogénéisation dans du 

bicarbonate d'ammonium (0,l M, pH 8,5) 
2 mVg de poids frais 

f 
Centrifugation 

A 6 0 0 0  g, 15 mn, 4OC \ 
Culot 

I 

Homogénéisati~n dans le même 
tampon (4 mVg de poids du culot) + 

4 
Centrifugation 

6000 g, 15 mn, 4°C 

1 P, Surnageant II 

1 Ultracenmfugation à 
20 000 g, 20 mn, 4OC 

I 

I\lr aliquotes Surnageant III 
Minéralisation 1 

1 10°C, 12 h 

1 1 
Chromatographie 

Attaaue à sur Sephadex G 75 

I 
en S.A.A.F. 

Absorbance à 
254 et 280 nm 



Tableau 3 - Principales phases de purification de la protéine complexant le Cadmium (MP II) 

Intoxication 

t 
Lavage dans l'eau de m 

Méthode 1 Méthode II 
(cf tablead) 

Homogénéisation 
v 

Centrifugation 

Culot Surnageant 1 

Centrifugation 

Culot Y Ultracentrifugation surni"mtn 
I 

t 
Surnageant III 

I 

Chromatographie sur 
Sephadex G 75 

Homogénéisation dans 
du saccharose (0,5 M) 

2 d g  

Fractionnement acétonique 
(45%) dans le fomiiate 

d'ammonium (0,Ol M, pH 7,4) 

4 
Centrifugation 

11 O00 g, 15 mn 

1 
Surnageant 1 Culot 

I 
9 

Acétone (80%) 

Centrifugation 
11 O00 g, 15 mn 

Culot Surnageant II + 
Reprise dans du 
formiate (5 ml) 

Chromatographie sur 
ultrogel AcA 54 

Pic II G 75 t Pic II AcA 54 

Concentration 

DEA d -cellulose (tampon : Tris/HC10, 015 M, pH 83)  
1 

 luti ion par un gradient de force ionique (O à 0,5 M NaCl) + 
Protéine complexant le cadmium 

i Concentration et dessalage sur Séphadex G 25 



Des solutions témoins composées du mélange 

d'acide chlorhydrique et d'acide nitrique (voir ci-dessus) ont été 

traitées de la même manière que les autres échantillons afin de 

contrdler toute contamination pouvant éventuellement provenir de ce 

mélange d'acides. 

L'appareil affiche les concentrations métalli- 

ques directement en ppm. Trois mesures ont été effectuées après 

aspiration de l'échantillon durant 4 secondes, la mesure obtenue est 

donc la moyenne précisée par l'écart-type. Les résultats obtenus 

sont exprimés en ~ g / g  de poids frais du tissu, pour le dosage des 

métaux dans les animaux entiers et dans !a fraction insoluble et en 

~gjfraction pGur les fractions chromatoqraphiées. 

2.2. Techniques préparatives 

2.2.1. Extraction tissulaire et chromatographie 

a. Extraction tissulaire 

Les animaux intoxiqués ou témoins ont 

été lavés pendant 24 heures pour éliminer toute contamination des 

échantillons par du cadmium absorbé non spécifiquement. Ils ont 

ensuite été pesés et homogénéisës dans 2 volumes de tampon (bicarbo- 

nate d'ammonium 0.1 M ,  pH 8 , s )  à l'aide d'un homogénéiseur POLYTRON. 

Cet homogénat a été centrifugé A 6 OOOxg pendant 15 minutes A 4°C. 

Le culot obtenu à l'issue de cette première centrifugation a été 

réhomogénéisé et centrifugé de nouveau a 6 OOOxg pendant 15 minutes 
A 4°C. Les 2 surnageants obtenus ont été regroüpés et centrifugés à 

20 OOOxg pendant 20 minutes a 4°C dans une ultracentrifugeuse BECK- 
MAN L 5-65. Le surnageant final a été chromatographié immédiatement 

ou gardé A -20°C. Dans quelques cas, une étape de fractionnement a 

été introduite entre l'extraction et la chromatographie pour élimi- 

ner la majeure partie des protéines de haut poids moléculaire car 

notre but initial était de purifier d'éventuelles métallothionéines 

(poids moléculaire voisin de 10 kD). Ce fractionnement consiste en 

une addition au surnageant d'acét'one préalablement refroidi .3 -20°C, 

jusqu'à une concentration de 45 0. Après élimination du pr6cipité 

par centrifugation, un nouveau précipité a été formé lors de l'ad- 

jonction de l'acétone A 80 % .  Ce second précipitk a été récupéré et 

redissous dans un minimum de bicarbonate d'ammonium 0'05 M. Toutes 

ces opérations ont été effectuées & 4°C. Il s'agit d'une méthode 

utilisée par Noël-Lambot (1980) selon une technique dérfvbe de celle 

de Bühler et al. (1974). 



b. Chromatographie 
- Gel filtration 
La filtration sur tamis mol6culaire 

permet de séparer les constituants d'un mélange selon leur poids 

moléculaire. Suzuki (1983) a bien défini les conditions expérimenta- 

les pour séparer des protéines métalliques : la colonne utilisée ne 

doit pas adsorber les métaux ; les tampons ne doivent pas comporter 

de ligands pour les différents métaux étudiés ; leur pH doit gtre 

neutre ou légèrement basique pour éviter la dissociation des metaun 

et leur contenu en sels doit être réduit pour ne pas obturer la tête 

du brûleur lors du dosage des métaux. Nous avons utilisé 2 sortes de 

gels, le Sephadex G 75 et l'ultrogel ACA 34 qui ont respectivement 

un pouvoir de séparation des prûtéines ayant un poids moléculaire 

compris entre 70 - 3 kD et 350 - 20 kD. Selon la résolution souhai- 

tée et le volume de l'échantillon, nous avons choisi une colonne de 

100 cm de longueur et de 2 . 1  cm de diamètre pour le Sephadex G 75 et 

une autre de 120 cm de longueur et de 1 , 2  cm de diamètre pour l'Cl- 

trogel. Avant leur utilisation elles ont été rincées avec de l'acide 

chlorhydrique 1 N. Les gels, gonflés dans de l'eau bidistill6e et 

dégazés ont été déposés dans les colonnes par sédimentation et 

stabilisés par 3 volumes de tampon formiate d'ammonium (0,Ol M ; pH 

7,4) dans le cas du Sephadex G 75 et du Tris/HCl 15 mM pH 8.5 dans 

le cas de 1'Ultrogel. Les débits ont ét4 réglés differernrnent, selon 

le type de gel utilisé, par une pompe péristaltique (LKB) (12 ml/h 

pour le Sephadex G 75 et 4 ml/h pour 19Ultrogel). 

Les fractions de 4 ml ont été ï e -  

cueillies par un collecteur qui est relié A 2 cellules qui enregis- 

trent la densité optique à 250 et à 280 nm de façon continue ac 

cours de la séparation. Ces mêmes fractions ont été soumises 

l'analyse du cadmium ainsi que parfois du zinc et du clivre selon la 

technique décrite précédemment. 

- Echange d'ions 

Le matériel protelque composant Les 

fractions chromatographiées sur gel-filtration Sephadex G 75 et 

enrichies de cadmium a été concentré soit : 

- sur membrane de type Amicon UM 2 (Frankenne et al., 1980) ; cette. 
membrane laisse passer, sous pression d'azote, toute substance ayant 

un poids moléculaire inférieur à 2 kD, 

- sur un appareil microprodicon, 



- par lyophilisation (technique la plus souvent utilisée). 
Ce matériel protéique concentré a 

ensuite été soumis A une dialyse sur le tampon Tris/HCl 15 mM, pH 
8 ' 5  puis A une chromatographie d'échange d'ions. La résine utilisée 

(DEAE-Cellulose Whatman DE 52) a d'abord été mise sous forme ionique 

convenable par plusieurs rinçages avec du tampon (Tris/HCl 15 mM, pH 

8'5) enrichi de NaCl A 20 %. Elle a ensuite été équilibrée dans le 

même tampon par rinçage sur une colonne (1'5 x 40 cm) jusqu'a l'ob- 

tention d'un équilibre de pH et d'osmolarité entre l'éluant et 

l'éluat. L'échantillon a alors été introduit dans la colonne de 

DEAE-cellulose et élué dans un premier temps (avec un débit de 10 

ml/h) par 2 volumes de tampon (Tris/HCl 15 mM, pH 8.5) puis dans un 

deuxième temps par un gradient 0-0'5 M NaCl réalisé A l'aide d'un 

formeur de gradient dont le premier compartiment contient 100 ml de 

tampon et le deuxième 100 ml de la même solution ajustée en NaCl 

0,s M. Des fractions de 2 ml ont été collectées et soumises à des 

mesures d'absorbance a 215 nm et A 250 nm puis A un dosage de 

cadmium par SAAF. 

- Dessalage des échantillons 
Les fractions correspondant au pic 

majeur obtenu après la chromatographie d'échange d'ions ont t5té 

regroupées et concentrées sur un appareil microprodicon. Le produit 

concentré a été dessalé par 2 techniques : 

- par une filtration sur une colonne (1,l x 100 cm) remplie par un 
gel de Sephadex G 25 équilibré dans du tampon Tris/HCl 15 mM, pH 

8'5. Les fractions obtenues ont été analysées au spectrophotométre 

pour mesurer la densité optique A 215 nm afin de recuperer les 

produits. 

- par dialyse sur de l'eau bidistillée 4°C pendant 36 heures en 

changeant l'eau toutes les 12 heures. 

Après dessalàge le produit obtenu a 

été lyophilisé et gardé A 4°C. Il a ensuite été soumis A des techni- 

ques analytiques pour identification et caractérisation. 

2.3. Techniques analytiques 

2.3.1. Détermination du poids moléculaire 

La métalloprotéine isolée A l'issue 

d'une chromatographie échangeuse d'ions a été analysée, après son 

dessalage et sa concentration, en FPLC sur une colonne (30 x 1 cm) 



de gel filtration Superose 12 (Pharmacia) équilibrée et stabilisée 

dans du tampon Tris/HCl 20 mM pH 7'4. L'élution a &té effectuée par 

le même tampon avec un débit de 0,3 ml/rnn. Avant son utilisation, la 

colonne a été calibrée h l'aide des substances standards de poids 

moléculaires connus ; sérum albumine, 76 kD ; ovalbumine, 43 kD : R- 
lactoglobuline, 3 6 , 8  kD et Cytochrome C, 12,4 kD. 

2.3.2. Analyse en HPLC (chromatographie 

de perméation) 

200 u1 de l'échantillon ont été injectés 

dans une colonne 1 250 (30 x 0'78 cm) (Waters). La séparation est 
basée sur la différence de poids moléculaires. La colonne 

permet une séparation de substances ayant un poids moléculaire com- 

pris entre 10 et 500 kD. Le débit utilisé a été de 1 ml/mn. 

2.3.3. Analyse électrophorétique 

a. Electrophorèse en milieu dénaturant 

( SDS 
L'6lectrophorèse en gel de polyacry- 

lamide-SDS est effectuée selon la méthode de Laemmli (1970). Des 

gels de 0,75 ,mm df6paisseur sont utilisés, Le g e l  de separatroi-1 e s t  
constitué par un gradient d'acrylamide 5-25 %. Avant le d6p6tI les 

proteines sont traitées 3 minutes au bain-marie bouillant dans le 

tampon d'échantillon Tris/HCl 62.5 mM, pH 6,8, SDS 2 % ,  saccharose 

10 % ,  R-mercaptoéthanol 5 %.  Un mélange de protéines temoins de 
poids moléculaire 94 kD (phosphorylase B) ; 67 kD (albumine) ; 43 kD 

(ovalbumine) ; 30 kD (anhydrase carbonique) ; 20 kD (trypsine inhi- 

biteur) et 14,4 kD (a-lactalbumine) est analysé conjointement aux 

échantillons. 

Après 16 a 20 heures de migration 

(4-5 a), le gel est coloré pendant deux heures sous agitation par 

le bleu de Coomassie a 0,l % dans le mélange isopropanol 25 %-acide 

acétique 10 %-eau 65 % .  Il est décoloré par l'acide acétique 10 % .  

b. Electrofocalisation 

L'électrofocalisation est réalisée 

dans un gel d'acrylamide a 5 2 contenant 3 % d'ampholines (pH 3'5- 

9.5 ; Ultro PAG, LKB). Apres 90 minutes de migration (450 V-16 mA), 

le gel est coloré par le bleu de Coomassie G 250 h 0'15 % dans une 



solütion de méthanol à 40 f puis décoloré dans du méthanol 2 10 % 

contenant de l'acétate dt&thyle 5 2 (Trah et Schleger, 1982). 

Un mélange de protéines témoins de 

point iso6lectrique 9,4S (ribonucléase), 8,3 (myoglobine de balei- 

ne), 7.3 (myoglobine de cheval), 5'9 (conalbumine) et 4.4 (ferri- 

tine) est analysé conjointement aux échantillons. 

c. Transfert électrophorétique sur la 

nitrocellulose 

Après l'élcctrophcrèse en g e l  de 

polyacrylamide-SDS, le gel h répliquer est equilibre pendant 30 mn 

dans le tampon de transfert, constitué par une solution de Tris 25 

mM, glycine 192 mM, méthanol 10 % A pH 8'3. 

Le transfert des protéines sur une 

feuille de nitrocellulose (po~osité 0,45 bm) est ensuite opéré à 50 

inA pendant 4 A S heures. Les protéines transférées sont alors détec- 

tées par coloration dans le noir Amidon (0.1 % en méthanol 45 B - 
acide acétique 10 2). 

2.3.4. Absorption dans l'ultraviolet 

L'absorbance des fractions chromatogra- 

phiées a été mesurée A 3 longueurs d'onde (215 nm, 254 nm et 280 nm) 

A l'aide d'une cellule spectrophotométrique (ISCO) ou au moyen d'un 

spectrophotomètre (BECKMAN). Un spectre d'absorption a également kt4 

réalisé pour le produit isolé, d-issous dans du bicarbonate d'amrno- 

nium 0,05 M pH 8,5. 

2.3.5. Analyse des acides amines 

La métalloprotéine purifiée à 1'Lssüe de 

la chromatogra~hie d'échange d'ions, dessalée par diaLyse suivie 

d'une gel filtration sur Séphades G 25 a été lyophilisée et soumise 

A une btude de la composition en acides aminés. Four cela, l'échan- 

tillon a et4 hydrolysé par l'acide chlorhydrique 6 N (1 ml/mg de 

proteine) A 110°C en tube scellé sous vide. L'hydrolyse est réalisée 

sur une durée de 24 et 72 heures. L'hydrolysat, redissous dans un 

tampon de citrate de sodium 0,2 M pH 2,2 est placé dan; un analyseur 

automatique BECKMAN de type 119 CL. Pour la détermination de la 

cystéine (dosée en tant qu'acide cystSique), l'échantillon a été 

oxydé par l'acide performique selon la technique de Hirs (1956). 



2.3.6. Etude de la composition en oses de la 
métalloprotéine MP II 

Après dialyse dans de l'eau pure et 

filtration sur Sephadex G 2 5  pour éliminer tous les sels et d'éven- 

tuels contaminants de sucres, le produit isolé a été soumis A une 

chromatographie en phase gazeuse pour déterminer sa composition 

molaire en oses. 

Nous avons utilisé la technique de Clamp 

et al. (1967) modifiée par Fournet et Leroy (non publié). 1,03 mil- 

ligrammes de MP II purifiee et 1 microgramme de inésoinositol (témoin 

interne) ont été lyophilisés dans un tube sovirel. Les produits ont 

été méthanolysés 24 heures 21 80°C par 500 microlitres de mkthanol 

chlorhydrique 0 . 5  N. Le tube a été ensuite refroidi, neutralisé par 

du carbonate d'argent (pH 7,O) et N réacétylé par 23 microlitres 

d'anhydride acétique 10 heures a l'abri de la lumière. Le tube a été 
ensuite centrifugé et le surnageant a été délipidé par deux extrac- 

tions a l'heptane (2 x 250 microlitres). Le méthanol a été ensuite 

séché sous azote et le résidu sec a été repris par 50 microlitres de 

pyridine et'50 microlitres de BSTFA (Bisilyl-TriFluoro-Acetamido). 

0,: microlitre a alors été injecté dans une colonne capillaire de 

silicone OV O1 (0,3 mm x 25 m), la température du détecteur et de 

l'injecteur étant de 220°C et le gradient de température allant de 

120 a 240°C (2"C/mn). Le gaz vecteur étant l'ammoniac a 0.05 Bar. 

Pour affiner et déterminer de façon définitive la composition en 

sucres de la MP II, nous avons soumis les mêmes échantillons ayant 

servi à la chromatographie en phase gazeuse une spectrométrie de 

masse associée une chromatographie en phase gazeuse (Riber Mag 

1010, Reuil-Malmaison, France) avec une ionisation chimique en 

utilisant l'ammoniac comme gaz vecteur. 

3 - Méthodes immunologiques 

3.1. Obtention des anticorps 

3.1.1. Anticorps polyclonaux 

- Sérum de lapin anti MP II 

L'anticorps polyclonal anti MP II a 

été obtenu par 15 méthode de Vaitukaitis et al. (1371). Nous avons 



injecté environ 1'5 mg de MP II purifiée 2i un jeune lapin. Deux 

rappels d'immunisation, décalés de 10 jours, ont Sté pratiqués 15 

jours apres la lère injection. Après 6 semaines, des prélèvements de 

sang ont été effectués régulierement et la présence d'anticorps a 

été testée par la méthode d'immunodiffusion d'ouchterlony (1949). 

- Sérum de souris anti-coelomocytes 

100 pl de suspension contenant 1.10" 

a 1.1Oe cellules (coelomocytes) ont &té ajoutks a 100 pl d'adjuvant 

de Freund pour pratiquer 1 injection sous-cutanée et 2 autres intra- 

péritonéales a 3 souris avec un intervalle de 2 semaines entre cha- 

que injection. 15 jours après la troisième injection, un peu de sang 

a été prélevk au niveau du sinus rétroorbital a l'aide d'une pipette 
Pasteur effilée, stérile. Les sérums récupérés après centrifugation 

ont été dilués au 1/100 et 1/1000 dans le tampon phosphate salé et 

testés selon la technique ELISA (voir plus loin) sur les antigènes 

totaux (coelomocytes). La réaction obtenue, fortement positive pour 

les 3 souris, permet d'affirmer qu'elles ont été immunisées d'une 

manière importante. 

Dans le cadre de notre travail, nous 

avons vérifié, par la technique de l"immunodétection aprés électro- 

phorèse et transfert sur de la nitrocellulose, si le sérum obtenu 

2i partir de ces 3 souris contenait des anticorps dirigés contre la 

MF II purifiée. 

Après obtention d'une réaction posi- 

tive, nous avons abordé la production d'un anticorps monoclonal. 

Dans ce but, une quatrième injection d'une dose de 10 ug de HP II 

a été effectuée par voie intraveineuse (dans une veine latérale de 

la queue), deux mois après l a  troisiéme injection. Cette operation 

constitue le "boostage", pratiqué 2 jours avant la fusion. 

3.1.2. Anticorps monoclonaux 

Cette étude a été réalisée en collabora- 

tion avec E. Porchet-Henneré. Après l'immunisation des trois souris 

et le test du sérum par immunoblot sur l'antigène MP II, nous avons 

retenu la souris la mieux immunisée contre cette métalloprotéine 

pour réaliser l'étape suivante de la fabrication des anticorps mono- 

clonaux. - La fusion : la rate de la souris immunisée a été prélevée 

et écrasée sur un tamis avec le piston d'une grosse seringue. Les 

cellules spléniques sont fusionnées avec les cellules myélomateuâes 



SP20 se i ,>n  la mtSthode de Zahl-r et Milstein (1375). L G z s  c~lfu?zs 

en milieu Dulbecco sont réparties dans des plaques a 96 puits conte- 
nant des czllules péritonéales de souris. La sélection des hybrido- 

domes est faite par addition de milieu HAT au cours des premiers 

jours de culture. Les surnaqeants de culture ont été testés sur 

la MP II par la technique ELISA. Les surnageants positifs ont ét6 

testés, sur l'homogénat total des animaux transféré après 

électrophorèse, sur une feuille de nitrocellulose. Ce test a kt6 

réalisé poür détecter la spécificité des anticorps produits. 

3 . 2 .  Tests d'immunod6tection 

3.2.1. Test d'imrnunodiffusion 

Ce test est rkalisé selon la technique 

classique dlOuchterlony (1949). Il consiste en un dépôt, dans des 

puits faits au niveau du gel d'agarose coulé sur une plaque de verre 

horizontale, de sérum de lapin entouré par d'autres dépôts d'antigè- 

nes a différents stades de purification. Les arcs formes lors des 

réactions Ag-Ac ont été révélés par coloration au bleu de Coonassie. 

3 . 2 . 2 .  Iinmunodétection des protéines 

transfkrkes sur nitrocel:ulose 

Apres le transfert électrophorétique des 

protéines, les feuilles de nitrocellulose ont ét& incubées pendant 1 

heure dans une solution de Tween 20 a 0'05 2 dans 13 tampon TBS 

(Tris/HCl 50 mM, pH 7 ' 4 ,  150 mM NaCl). A l'issue de ce traitement, 

les feuilles ont été mises en incubation pendant 2 heures dans le 

sérum dilué (1/250) puis lavées 4 fois par le tampon TBS-Tween, et 

incubées de nouveau pendant 1 heure dans une solution d' IgG-anti 

IgG de lapin ou IgG-anti IqG de souris, marquée A la péroxydase, A 

la dilution de 1/500. L'immunodétection a été réalis6e dans un 

mélange de 50 ml de tampon TBS, 3 ml de 4-chloro-1-naphthol 3 0'3 % 

dans le méthanol et 10 pl A,~J ,  psndant 15 an. 

3.2.3. Test ELISA 

- Préparation des plaques de 

microtitratlsn 

Ce test a été réalisé sur plaque de 

polyvinyle a 36 puits recouverts par l'antigène. Une solution anti- 



qénique de MF II dans 10 ml a été préparée pour ce recouvrement. 
Dans chacun des puits ont été répartis 100 pl de cette solution (0'5 

pq de MP II par puits). Après 3 heures de contact t" ambiante, la 

solution antigénique contmant encore environ 60 2 d'antigène a été 

récupérée. Les puits ont été saturés avec 200 y1 de PBS contenant 2 

O de SAB (SSrum Albumine Bovine) pendant 30 minutes puis lavés avec 

du PBÇ contenant 0,l 2 de SAB, 0,05 : de Tween 20. La plaque a été 
séchée a l'abri de la poussière, enveloppée d'un parafilm et conser- 
vée à 4°C. 

- Réalisation du test 

100 y1 de chacun des surnageants A 

tester ont été déposés dans les puits recouverts. Parallèlement, 

nous avons dépose des témoins positifs : 100 w1 de sérum de souris 

immunisée (prélevé juste avant la fusion) dilué au 1/100, l/lOûO, 

1/10000 et des temoins négatifs : 100 y1 de PBS et 100 pl de surna- 

geant de culture SPzO. Nous avons laissé incuber 2 5eures à 37°C 

après avoir recouvert la plaque. Nous avons lavé ensuite au moins 3 

fois par du PBS contenant 0,l O de SAB et 0'05 B Tween 20 (200 u1) 

puis nous avons appliqué 100 ~1 de conjugué : sérum de mouton anti 

IgG de souris marqué h la péroxÿdase (Biosys) dilué dans le PBS au 

1/10 000. Après 2 heures d'incubation A 37°C et des lavages soigneux 

avec 200 ~1 de PB5 contenant 0,l % de SAB et 0,05 & de Tween 20, 

nous avons procédé à la révélation de la réaction. Dans chacun des 

puits, nous avons réparti 100 pl de substrat (9 mg d'OPD ont été 

dissous dans 25 ml de tampon phosphate 0'1 M, pH 5,5 et additionnés 

de 16 u1 d'H202 30 vol) et av:2ns ?sias$ en c3ntact 30 minutes ii 

37°C. La réaction a été arrétée par addition de 100 ~1 d'HC1 1 N 

par puits. L'intensité de la coloration a été évaluée A l'seil nu. 

3.3. Immunoprécipitation 

3 . 3 . 1 .  Préparation des échantil1ons 

- à partir des coelomocytes : 

Après avoir ponctionne le contenu 

coelomique (liquide coelomiyue, coelomocytes et ovocytes) de Néréis 

femelles, nous avons s6paré les coelomocytes des ovocytes à l'aide 

du nylon de maille égale à 30 um de diamètre qui laisse passer les 

coelomocytes et garde les ovocytes. Par une centrifugation a 3 OOOxg 



pendant 5 minutes, nous avons ensuite récupéré le culot formé prati- 

quement que par des coelomocytes. Ces derniers ont été homoqénéisés 

dans 1 ml du tampon Tris/HCl 50 ml, pH 7.4, NaCl 0,15 M, Triton X 

100 0,5 ? ,  PMSF O,S mM. L'homogénat a Bté centrifugé 5 0 0 0 x g  pen- 

dant 10 minutes pour éliminer toute la partie insoluble. Le surna- 

geant a été soumis à la technique d'immunoprécipitatlon puis à une 

analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS. 

- a partir des granulocytes : 

En collaboration avec M. M'Beri, nous 

avons pu isoler une catégorie de coelomocytes, les granulocytes. 

L'isolement de cette catégorie cellulaire a été réalisé ainsi : 

Après prélèvement de l'ensemble des 

cellules coelomiques et séparation des coelomocytes des ovocytes par 

filtration sur nylon de maille de 33 ym de diamètre, les coelomocy- 

tes ont été lavés dans du tampon phosphate pH 7 . 2 ,  50 mM, NaCl 0,5 M 

(PBS) et déposés sur du sérum foetal de veau A 40 ? dans du PBS. 

Avec ce traitement, les éléocytes sédimentent au fond du tube et les 

granulocytes restent en suspension & 12 surface du sérum. Ces der- 

niers ont ét6 'récüpérés soigneusement et lavés 3 à 4 fois par du P35 

afin d'éliminer toute contamination. protéique due au sérum. Après 

isolement, ces granulocytes ont ét6 traités de la meme façon que 

préc-demment pour réaliser les analyses électrophoiétiques. 

- à partir du liquide coelomique : 

Nous avons pratiqué une injection de 

55 ppm de cadmium dans la cavité coelomique d'une dizaine de Néréis. 

1 à. 2 h après, un prélèvement du liquide coelomique a ét6 effectüé 

soiqneusement à partir de ces animaux traités. Ce liquide coelomique 

a é t b  centrifugé à vitzsse basse pour jlisiner toutes !es cellules 

coelomiques. Une fraction aliquote du surnageant a été analysée par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide-ÇDÇ. Le reste du surnageant 

a été soumis h une irnmunoprécipitation. L'immunoprécipité a été 

repris par du tampon dl&chantillon de Laemmli pour 113nalyser en 

électrophorèse également. 

- à partir du prodüit de d6granulation 

des granulocytes: 

Les granulocytes isolés par la tech- 

nique décrite ci-dessus ont été incubés pendant 45 mn tO ambiante 

dans un milieu contenant 18,33 gjl de NaCl, 0,35 g/l de RC1, 1,43 



MgCl,. 6 HzO, 0,44g/l de NaHCOl (pH 7'4) ; a cette solution saline 

nous avons ajouté soit : 55 ppm de cadmium soit de l'ionophore- 

calcium qui sont 2 agents capables de provoquer la dégranulation de 

cette population cellulaire. Les produits du milieu de dégranulation 

r4cupérés par centrifugation ont été traités de la même manière que 

le liquide coelomique puis analysés en électrophorèse dans les mêmes 

conditions opératoires que précédemment. 

3 . 3 . 2 .  Technique d'imrnunoprécipitation 

100 ~1 de la fraction d'anticorps poly- 

clona1 ont été ajoutés 5 mg du gel Protéine A-Sepharose 4  B préa- 

lablement gonflé. A ce mélange, nous avons ensuite ajouté 50 pl de 

l'échantillon. L'ensemble a été agité 4  heures à tO ambiante. A 

l'issue de l'incubation et d'une centrifugation à basse vitesse, le 

surnageant a été élimink et le gel a été lavé 4 fois par 1 ml de la 

solution tampon Tris/HCl 50 mM, pH 7'4, NaCl 0'5 M. Triton X 100 0,5 

% puis par 1 ml du tampon Tris/HCl 50 mM, pH 7'4, NaCl 0'15 M. 

L'élution a été réalisée en ajoutant 50 pl du tampon d'échantillon 

de Laemmli et en portant l'ensemble 100°C pendant 3  minutes. 

parallèlement a cette immunoprécipita- 

tion, nous avons pratiqué une concentration des différents échantil. 

lons a l'aide dfATCA à 100 %.  Les différents échantillons (imrnuno- 

précipités et produits concentrés par ATCA) ont été analysés par 

électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS. 

3 . 4 .  Imrnunocytochimie 

3.4.1. En microscopie photonique 

Nous avons utilisé des réactions de type 

indirect (Coons, 1978) qui se déroulent en deux temps. 

- Incubation dans du sérum spécifique 

Aprés fixation dans du Bouin Hollande 

sublimé (10 % HgC1,) et inclusion dans la paraffine, Les coupes ont 

été, après déparaffinage, placees pendant 15 minutes dans du tampon 

Coons pH 7'2. L'incubation des coupes en présence du sérum spécifi- 

que anti MP II a été réalisée pendant 12 heures à te ambiante en 

chambre humide afin d'éviter tout risque de dessèchement. L'imrnunsé- 

rum a été dilué au 1/200 et au 1/100 dans du tampon Coons pH 7'2 



- Incubation dans du sérum marqué 

Aprés incubation avec l'anticorps 

spécifique, les coupes ont été rincées dans 2 bains de tampon Coons 

puis incubées 45 minutes tO ambiante et en chambre humide avec le 

sérum marqué A la péroxydase, dilué au 1/40 dans le même tampon. 

Ce sérum marqué est constitué d'im- 

munoglobulines de mouton anti-lapin entières ou d 'immunoglobulines 

de mouton ànti-lapin fraction Fab couplées h la péroxydase de rai- 

fort. 

- Révélation 

Après rincage dans du tampon de Coons 

puis dans l'eau distillée, l'activité péroxydasique est révélée par 

une réaction enzymatique colorée ; le chromogène utilis4 4tant le 

4-chloro-1-naphthol et le substrat l'HzO,. Li prPcipit& Slsü-vioist 

apparu étant soluble dans le toluène et le benzéne, le montage se 

fait dans la glycérine diluée (glycérine 9 vol/tampon i vol). Les 

lames ainsi montées ont été examinées au microscope photonique. 

3.4.2. Sur des frottis de cellules 

Avant toute incubation les cellules ont 

été traitées comme suit : le liquide coelomique a &té ponctionné et 

déposé, après avoir ajouté un volume équivalent d'eau de mer, sur 

des lames de verre propres. Elles ont été gardées horizontalement en 

chambre humide à 4°C pendant 60 minutes pour permettre aux cellules 

de bien adhérer sur les lames. Le surnageant a été ensuite absorbé à 

l'aide d'un papier filtre et les cellules ont été fixées dans du 

paraformaldéhyde 3 0 ,  glutaraldéhyde 0,l O dans du PBÇ ?endant 10 

minutes. Nous avons augmenté la perméabilité des cellules par du PBS 

contenant 0,l % de triton X 100 puis nous les avons incubées pendant 

12 heures dans du surnageant de culture. Une deuxième incubation a 

étb réalisée avec du sérum anti-souris marqué à la peronydase. Tous 

les lavages ont été effectués dans du PBS contenant 0.1 % de serum 

albumine bovine, 0'1 O de Tween 20. Finalement la révélaticn des 

réactions immunologiques (Ag-AC) a été réalisée a l'aide du 4 -  

chloro-lnaphthol (4mg de chloronaphthol dans 10 ml du tampon Tris 

avec 0,01 % H,o,). 

La même technique a été utilisée pour du 

liquide coelomique total et non fixé. Il a été ponctionne a partir 
d'animaux ayant reçu une injection de billes de latex dans leur 

cavité coelomique. 



3 . 4 . 3 .  En microscopie électronique 

Les reactions imrnunocytochimiques utili- 

sées sont de type indirect et se déroulent en 3 temps. Elles ont été 

réalisées selon la méthode de Sternberger (1970) qui consiste en un 

marquage par le complexe péroxydase anti-péroxydase (PAP) ou celle 

décrite par Eeauvillain et al. (1984) a l'or colloïdal. 

- Incubation avec sérum non spécifique 

Les coupes ultrafines ont été dépo- 

sées sur des grilles en nickel recouvertes par une membrane de 

parlodion (0'8 % dans l'acétate d'isoamyle). Ces grilles ont été 

placées dans de l'eau oxygénée A 10 % pendant 8 mn afin de démasquer 

tous les sites antigéniques. Après le lavage dans de l'eau distillée 

puis dans le tampon de Coons, ?es coupes ont été incubées 5 a 10 mn 

avec du sérum non specifique de chèvre dilué au 1/100 dans le Coons 

afin de bloquer tous les sites antigéniques non spécifiques. 

- Incubati~n avec sérum spécifique 

Après l'incubation dans le sérum non 

spécifique, les coupes ont été incubées dans le sérum specifique 

dilué au 1/500 dans le tampon de Coons pH 7'4 pendant 24 à 48 

heures a 4°C. Elles ont ensuite été lavées dans du tampon de Coons 

(15 mn) et dans du PBS (2 x 15 mn) pour éliminer l'excès d'antigène. 

- Incubation avec sérum anti IgG de 

lapin marqué A l'or colloïdal 

(révélation) 

Lavées deux fois dans le PBS, les 

coupes ont été incubées avec le sérum anti IgG de lapin marqué & 

l'or colloïdal dilué au 1/100 dans du PBS (2 heures à 4°C). Nous 

avons ensuite procédé A la coloration par l'acétate d'uranyle (15 

mn) . 
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Chapitre II 

TESTS DE TOXICITE DU CADMIUM 



TESTS DE TOXICITE DU CADMIUM 

A - ETUDE DE LA MORTALITE EN FONCTION DE LA DOSE DE CADMIUM ET DE LA 
TEMPERATURE 

Des travaux antérieurs (Dennaï, 1984 ; Nejmeddine, 1985 ; 

Dennaï et al., 1986) ont permis d'établir qu'a 13°C Nereis diversi- 

color résiste assez bien a une dose de 22 ppm ajoutée expérimentale- 
ment a l'eau de mer. Par contre, les doses de 44 et 55 ppm entraf- 

nent la mort de l'animal a brève échéance. 
Dans ce travail, nous avons recherché l'effet de la tempéra- 

ture sur la toxicité du métal. Nous avons choisi deux températures 

assez différentes mais auxquelles l'animal est soumis couramment 

dans son environnement naturel : 4°C et 16,5"C. 

Comme le montre la figure 1, a 16'5°C la dose de 22 ppm 
provoque la mort de tous les animaux dans un délai de 15 jours alors 

qu'a 4"C, le pourcentage de mortalité reste voisin de 25. Avec 44 et 

55 ppm, 100 % de mortalité ont été observés au bout de 10 jours pour 

une température de 16'5°C et de 20 jours a 4°C. Les 3 doses sont 
donc mal supportées à 16,5"C. Ce résultat révèle probablement un 

accroissement dans l'accumulation du métal dans l'animal. C'est ce 

phénomène que nous nous sommes proposé d'étudier (cf chapitre sui- 

vant) mais auparavant nous avons tenu a vérifier l'état des diffé- 
rents tissus. 

B - ETUDE ULTRASTRUCTURALE 

Il a été montré antérieurement (Dennaï, 1984 ; Dennaï et - 
al., 1986) que les tissus de Néreis soumises a une intoxication par - 
22 ppm pendant 11 jours a 13°C ne présentent aucune modification 

notable à l'exception des sphérocristaux qui apparaissent dans 

l'épithélium digestif. Pour nos observations, nous avons choisi de 

soumettre les Néréis a une intoxication par 55 ppm pendant 4 jours à 

13°C. Les résultats obtenus diffèrent selon les types cellulaires 

envisagés. 

1 - Epiderme (Pl. 1 ,  fig. a) 
Les structures sont bien conservées. La cuticule n'est 



Fig. 1 

%Mortalité 

5 10 15 20 Jours 

Figure 1 - Test de toxicite du cadmium. Pourcentage de niortali- 
té en fonction de l a  concentration du métal, de 1s 
température et de l a  durée de l'exposition. 



pas altérée. Les lysosomes sont toutefois plus nombreux que dans 

l'épiderme normal. 

2 - Tissu nerveux 
L'aspect général est encore bon. Dans la névroglie, 

desmosomes et gliofilaments semblent normaux. Il faut toutefois 

noter la présence de corps denses de type lysosomal dont l'appari- 

tion semble être liée a l'intoxication (Pl. 1, fig. b). Il en est de 

même pour des formations dues A la coalescence de grains de 

sécrétion A l'intérieur de certaines cellules neurosécrétrices. La 

figure b de la planche II présente une cellule C II du noyau 20 du 

cerveau de Néréis (Dhainaut-Courtois et al., 1986). Dans quelques 

cas, des formations a allure tout-A-fait pathologique résultant, 

semble-t-il, de la coalescence de mitochondries et peut-être 

d'autres organites cellulaires tels que réticulum ou microtubules 

ont été observées dans des axones situés dans le cerveau (Pl. II, 

fig. a). 

3 - Epithelium digestif 
C'est de loin ce tissu qui présente les transformations 

les plus précoces et les plus spectaculaires avec l'apparition des 

sphérocristaux (Pl. III, figs a, b). Sur une même coupe transversale 

de l'intestin moyen, certaines cellules présentent encore des orga- 

nites apparemment bien conservés (Pl. III, fig. a) tandis que d'au- 

tres cellules sont beaucoup plus altérées (Pl. III, fig. b). 

4 - Nephridie 
La planche IV présente deux aspects de la néphridie, 

soit a proximité de la lumière néphridiale (fig. a), soit au contact 
d'un vaisseau sanguin (fig. b). On remarquera que l'aspect général 

des cellules est normal ; les mitochondries et les formations ci- 

liaires, en particulier, ne présentent pas d 'altération. Toutefois, 

la comparaison avec des tissus d'animaux non intoxiqués (illustra- 

tion non donnée) semble indiquer que les nombreux lysosomes visibles 

sur la figure a sont, au moins partiellement, dus l'intoxication. 

5 - Cellules coelomiques 
Une classification basée sur l'ultrastructure de ces 

cellules a été établie par Baskin (1974) et Dhainaut (1984). Comme 

leur nom l'indique, les éléocytes contiennent des gouttelettes 



lipidiques qui apparaissent en gris moyen sur les photographies de 

microscopie électronique (Pl. V, fig. b) tandis que les granulocytes 

renferment de nombreux granules. Des caractéres spécifiques ont par 

ailleurs permis de subdiviser les granulocytes en granulocytes 1, II 

et III. Nous retiendrons ici que les granulocytes 1 se caractérisent 

par la présence de microfilaments. La comparaison entre un granulo- 

cyte 1 d'animal témoin (Pl. VI, fig. b) et celui d'un ver contamin6 

montre que l'intoxication provoque une perte de granules (dégranula- 

tion) (cf chapitre V). Les éléocytes, qui sont des macrophages 

(Dhainaut, 1984)' présentent chez les animaux intoxiqués de nombreux 

corps résiduels dont des sarcolytes qui résultent de la phagocytose 

de fragments de fibres musculaires en dégénérescence (Pl. V, fig b). 



DISCUSSION 

Les expériences d'intoxication realisées avec plusieurs 

doses de cadmium A 4°C' 13°C ou 16,S°C établissent l'importance de 

la température sur la toxicité du mbtal. Cet effet est probablement 

lié A des variations de métabolisme et laisse envisager une plus 

grande sensibilité des vers pendant l'été. Tous nos travaux ont et6 

réalisés sur des Néréis femelles d'dge moyen. 11 conviendrait aussi 

de comparer les effets sur des Néréis males et sur des animaux 

d'dges différents. 

Les examens réalisés en microscopie électronique montrent 

par ailleurs qu'au bout de 4 jours les tissus sont généralement peu 

altérés m&me avec une concentration très forte de cadmium (ici 55 

ppm). On notera toutefois un debut de dégén4rescence au niveau des 

fibres musculaires et l'apparition de quelques formations pathologi- 

ques dans le tissu nerveux. En fait, les réponses A l'intoxication 

sont surtout marquCes par le développement de nombreux sphérocris- 

taux dans l'intestin et de lysosomes dans d'autres tissus tels que 

l'épiderme et la néphridie. Il n'est pas impossible que l'accumula- 

tion des grains de sécrétion dans certaines cellules neurosbcr6tri- 

ces et cellules gliales, due h un arret de libération, et l'appari- 

tion des sphérocristaux soient liées à un dérhglement du métabolisme 

du calcium. Des microanalyses préliminaires réalis6es h Créteil ont 

en effet revélé que ces formations concentriques sont riches en cal- 

cium et en phosphore. 11 convient aussi de rappeler les modifica- 

tions observées au niveau des Cléocytes et surtout des granulocy- 

tes 1. Celles-ci ne sont nullement spécifiques du cadmium puisqu'il 

a été montré par ailleurs que des intoxications par le chlorure mer- 

curique (Dennaï, 1984) et par des sels de chrome et de plomb 

(Arrouijal, inédit) provoquent les memes effets. Comme nous le 

verrons dans le chapitre V, i l  s'agit d'un mécanisme de défense que 

nous avons pu étudier en détail grdce l'obtention d'anticorps 

poly- et monoclonaux. 



PLANCHE 1 

Ultrastructure de l'épiderme (fig. a) et de la névroglie (fig. 
b) d'une Néréis intoxiquée par 55 ppm de cadmium durant 4 jours 
(to : 13°C). 

Figure a - Au niveau du parapode, l'épiderme est peu modifié. 
on remarquera néanmoins la présence de nombreux 
lysosomes. Cut, cuticule ; Ep, épiderme. X 20.000. 

Figure b - Nevroglie (Ng) dans le cerveau. La structure fine 
est encore peu modifiée : desmosomes et gliofila- 
ments semblent normaux. Toutefois, des corps denses 
de forme variée apparaissent dans les prolongements 
gliaux ( .rCI) X 38.000. 





PLANCHE II 

Ultrastructure de neurones dans le cerveau d'une Néréis intoxi- 
quée par 55 ppm de cadmium pendant 4 jours (t" : 13°C). 

Figure a - Apparition dans un axone d'une formation pathologi- 
que (...CI ) résultant probablement de la coalescence 
de mitochondries et peut-être d'autres organites 
cellulaires (microtubules, par exemple). X 2 0 . 0 0 0 .  

Figure 5 - Cellule neurosécr6trice C II située dans le noyau 20  
du cerveau. Remarquer les nombreux corps denses dus 
a la coalescence des grains élémentaires de neurosé- 
crétion. N ,  noyau ; nu, nucléole. X 2 0 . 0 0 0 .  
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PLANCHE III 

Ultrastructure de l'épithélium de l'intestin moyen d'une Néréis 
intoxiquée par 55 ppm de cadmium pendant 4 jours ( t O  : 13°C). 
Remarquer la présence de nombreux sphérocristaux. 

Figure a - Les organites cellulaires et les microvillosités 
(Mv) ont un aspect proche de la normale. X 20.000.  

Figure b - Dans une zone pourtant proche de celle présentée sur 
la figure a, les altérations au niveau du cytoplasme 
sont plus importantes. X 5 8 . 0 0 0 .  





PLANCHE IV 

Ultrastructure de la néphridie d'une Neréis intoxiquée par 55 
ppm de cadmium pendant 4 jours ( t e  : 13°C). 

Figure a - Cellules bordant la lumiare néphridiale (LN). On 
remarquera la présence de nombreuses formations de 1 
type lysosomal. X 14.400. I I 

Figure b - Contact entre la néphridie ( N )  et le vaisseau san- 
guin (VS). La structure paraît tout a,fait normale. 
X 20.000. 





PLANCHE V 

Ultrastructure de certains coelomocytes chez une Néréis intoxi- 
quée par 55 ppm de cadmium pendant 4 jours (te : 13°C). 

Figure a - Les granulocytes 1 (GI) ont perdu la majorité de 
leurs granules (comparer avec la figure b de la 
planche VI) mais de nombreux microfilaments (mi) 
restent visibles dans leur cytoplasme. Les granulo- 
cytes II (GII) ont un aspect normal. X 14 .400 .  

Figure b - L'éléocyte (El) caractérise par la présence de nom- 
breuses gouttelettes lipidiques contient un corps 
résiduel 2i allure de formation myélinique ( * )  et des 
sarcolytes (Sc), résultats de la phagocytose de 
fragments de fibres musculaires en dégénérescence. 
X 9 .600 .  





Chapitre III 

BIOACCUMULATION DU CADMIUM, 
DU ZINC ET DU CUIVRE 



BIOACCUMULATION DU CADMIUM. DU ZINC ET DU CUIVRE 

A - ETUDE DE LA CINETIQUE D'ACCUMULATION DU CADMIUM 

Nous avons étudié l'accumulation du cadmium par la Néréis en 1 
fonction du temps et de la température. Nous avons choisi la concen- 1 
tration de 2 2  ppm de cadmium qui permet une intoxication chronique 

(Dennaï et al., 1986). 

Pour détecter une éventuelle élimination du cadmium, nous 

avons placé les animaux intoxiqués dans de l'eau de mer non contami- 

née en la changeant toutes les 24 heures pendant une durée égale a 
celle de l'intoxication. Les résultats réunis dans les tableaux 4, 5 

et 6 et les figures 2, 3 et 4, sont exprimés en pg de cadmium par 

gramme de poids frais de l'animal (ppm). 

1 - EN FONCTION DU TEMPS 

1.1. Dans les animaux entiers 

Trois lots de 5 animaux ont été traités par du 

cadmium pendant des durées différentes (4, 8, 12, . . .  28 jours). Ils 
étaient maintenus a 4°C. Après le dosage du cadmium dans ces ani- 

maux, nous avons constaté que, comme le montre la figure 2, la vi- 

tesse d'absorption est faible au début (entre O et 8  jours) et 

qu'elle s'accentue entre 8 et 12 jours d'intoxication. Vers le 16ème 

jour de traitement, l'accumulation s'est fortement atténuée, ce qui 

se traduit par la formation d'un plateau au niveau de la courbe 

(fig. 2 ) .  La quantité maximale absorbée pendant 2 8  jours est de 

l'ordre de 55 ppm. Nous avons calculé les facteurs de concentration 

qui correspondent aux rapports entre la quantité du métal absorbé 

par l'animal et la quantité de ce métal dans l'eau de mer 

contaminée. Ces facteurs se sont révélés assez faibles : pour la 

plus longue durée d'intoxication (28 jours) 2i 4°C' nous avons trouvé 

que le facteur de concentration est 2i peu près de l'ordre de 2'5 

(tableau 4). 



Tableau 4 - Cinétique d'accumulation du cadmium dans les animaux 
intoxiqués par 22 ppm de ce métal et de son élimination 
aprés désintoxication des animaux dans de l'eau non 
polluée 

Dans la 
Facteurs partie Dans les 

de insoluble animaux 
entiers concentration des désintoxiqués 

d'intoxication animaux apres 
en jours intoxiqués lavage 

4 14'36 0'64 4,16 8,OO 

1.2. Dans la partie insoluble des animaux 1 
1 

Nous avons trouvé le même type de resultats h 1 

savoir que la courbe présente la même allure (Fig. 2) que celle 

relative aux animaux entiers; néanmoins la vitesse d'accumulation 

ainsi que la quantité globale du cadmium abso'rbé sont plus faibles 

(Tableau 4). Ceci veut dire que le cadmium absorbé est réparti entre 

les 2 fractions (soluble et insoluble) de la Néréis. 

La figure 2 montre aussi que l'accumulation du 

cadmium par des Néréis exposées A une concentration de 22 ppm de 

cadmium dans l'eau de mer ne se fait pas de façon linéaire en fonc- 

tion du temps. En effet, i l  semble que la teneur en cadmium de la 

Néréis atteigne plus rapidement un équilibre dans le cas d'une 

exposition A cette concentration car elle n'est pas significative- 

ment plus élevée apr6s 28 jours d'intoxication qu'apres 16 jours. 

1.3. Recherche d'une éventuelle élimination du cadmium I 

L'équilibre de la'teneur en cadmium atteint au bout l 

de 16 jours nous a fait penser h une certaine élimination de ce 

métal par la Néréis. Par conséquent, nous avons réalisé une expé- l 
rience dans ce sens. Cette expérience consiste en un lavage des 

animaux intoxiqués pendant une durée équivalente A celle de la 1 

contamination. L'eau de lavage a été renouvelée régulièrement. 1 



Figure 2 - Cinétique d'accumulation du cadmium dans les Néréis 
intoxiquées par 22 ppm de cadmium. A : Néréis entiè- 
res ; B : fraction insoluble (culot). 

Figure 3 - Cinétique d141imination du cadmium chez les Néréis 
intoxiquées par 22 ppm de cadmium. 



Fig. 2 
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Les résultats obtenus aprés le dosage du cadmium 

dans ces animaux lavés sont illustrés par la figure 3 et le tableau 

4. Ils montrent qu'après une désintoxication pendant 4, 8, 12 et 16 

jours la charge en polluant des Néréis n'a pas varié de façon très 

significative. En comparant la teneur en cadmium avant et apras la 

désintoxication, nous pouvons en déduire que lf6limination reste 

trés faible, du moins pendant les 12 jours de désintoxication. Nous 

n'avons pas pu prolonger l'expérience au delà de 16 jours a cause de 
la mort des animaux. 

II - EFFET DE LA TEMPERATURE 

Comme nous l'avons signalé dans l'introduction, la 

température peut jouer un rôle trés important dans le phénomène 

d'accumulation des métaux lourds en général et du cadmium en parti- 

culier. Nous avons décidé de tester cet effet de la température sur 

l'accumulation du métal par la Néréis. En effet, comme le montrent 

la figure 4 et le tableau 5, la vitesse d'accumulation et la quanti- 

té absorbée par l'animal sont beaucoup plus importantes à 13°C qu'à 

4°C. Dans les premiers jours de l'intoxication, la quantité du 

cadmium accumulée à 13°C est 2 fois supérieure a celle absorbée à 

4°C. Ceci explique l'importance de la vitesse d'accumulation a cette 
température également. Ce rapport a triplé au bout de 16 jours 

d'intoxication. 

Tableau 5 - Effet de la température sur l'accumulation du cadmium 
dans les animaux entiers. Le dosage est exprimé en wg de 
Cd/g de poids frais des animaux. 

4 8 12 16 

poids frais 



120 - 

105 - 

90- 

75 - 

60-  

45 - 

I I I 

4 
I 

8 12 16 Jours 

-- - 

Figure 4 - Effet de la température sur la bioaccunulation du 
cadmium chez les animaux ayant ét4 soumis a une 
intoxication expérimentale par 22 ppm de cadmium. 



B - CINETIQUE D'ACCUMULATION DU ZINC ET DU CUIVRE LORS DE 

L'INTOXICATION PAR LE CADMIUM 
Dans le but de contrôler l'influence de l'intoxication par 

le cadmium sur l'accumulation de 2 métaux essentiels, le zinc et le 

cuivre, nous avons intoxiqué par 22 ppm de cadmium 2 lots de 5 

animaux pour chaque durée de contamination. Ces animaux ont servi 

pour le dosage du zinc, du cuivre et du cadmium. A c6té de ces ani- 

maux traités par le cadmium, d'autres non contaminés ont servi de 

temoins. Les résultats de cette expérience sont illustrés par le 

tableau 4 et la figure 5. 

1 - Dans les animaux témoins (non contaminés) 
Nous n'avons pas détecté la présence du cadmium dans les 

animaux provenant du milieu naturel et non traités expérimentale- 

ment, les valeurs affichées par l'appareil ont été très inférieures 

a la limite de d6tection. Par contre, pour les métaux essentiels, 

nous avons trouvé22.17 yg/g de poids frais pour le zinc et 3.40 yg/g 

de poids frais pour le cuivre (Tableau.6). Ces 2 valeurs trouvées 

représentent la moyenne sur un nombre d'échantillons égal à trois 

(n = 3). 

Tableau 6 - Teneurs en cadmium, zinc et cuivre des animaux entiers 
intoxiqués par 22 ppm de cadmium. .................................................................... 

Durée d'in- 
toxication Ténio i ns 

4 8 12 16 20 2 4 28 non 
intoxiqués 

poids frais 

Cadmium 

Zinc 

Cuivre 

--------------.------------------------------------------------------ 
8.01 20,15 24.17 37.17 32.31 33.80 33.72 non détecté 

--------------.------------------------------------------------------ 
19.04 22,40 20,67 28,14 25,48 30.72 43,32 22.17 

--------------.------------------------------------------------------ 

3.91 4.40 3,39 5.81 5.67 5,09 8.11 3.52 .................................................................... 



Fig .5 
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Figure 5 - Cinétique d'accumulation du cadmium, du cuivre et du 
zinc chez les animaux ayant été contamin4s par 22 
ppm de cadmium. 



2 - Dans les animaux contamin&s 
Comme le montrent la figure 5 et le tableau 4, 

le taux du cuivre reste presque invariable au cours de cette 

intoxication. Par contre, pour le zinc, les animaux présentent une 

variation significativement positive lors de l'intoxication par le 

cadmium. La teneur en zinc dans les animaux augmente en fonction du 

temps d'intoxication (Fig. 5). 

C - REPARTITION DU CADMIUM. DU ZINC ET DU CUIVRE DANS LA PARTIE 

SOLUBLE 

1 - Animaux non intoxiqu&s 
Le surnageant obtenu par ultracentrifugation partir 

d'animaux non traités a Cté chromatographié par gel filtration 

Sephadex G 75. Le résultat de cette chromatographie est illustré par 

la figure 6. Celle-ci montre deux profils, l'un représentant la 

densité optique des différentes protéines (Fig. 6A)  et l'autre 

montrant la répartition des métaux lourds (Cd, Zn et Cu) dans la 

partie soluble de ces animaux (Fig. 6B). En effet, l'absorbante h 

250 nm des différentes fractions chromatograhi6es montre un profil 

compose de 3 pics majeurs, le premier (pic 1) représentant des 

protéines de haut poids moléculaire (supérieur h 70 kD), le deuxieme 

(pic II) sort dans un volume d'élution correspondant aux protéines 

de poids moléculaire h peu pres compris entre 10 kD et 20 kD et le 

troisi&me correspond aux protéines de poids moléculaire inférieur h 

5 kD composé d'un mélange de peptides, de fragments d'acides nucléi- 

ques et de molécules biologiques de petite taille (Brown et al., I 

1977). ~ 
Apres le dosage des 3 metaux lourds dans la fraction 

soluble des animaux non intoxiqués, i l  s'est avéré qu'elle ne con- 

tient pas de cadmium ; la mesure a été trhs inferieure h la limite 

de détection de l'appareil (inférieure h 0,025 ppm). Pour le zinc et 

le cuivre qui sont des metaux nécessaires au bon déroulement du 

métabolisme de l'organisme, ils étaient représentés au niveau des 3 

pics proteigues mais de façon beaucoup plus importante pour le zinc 

et surtout au niveau du premier pic des protCines de haut poids 

moléculaire (Fig. 6B). Ce résultat reste comparable h celui enregis- 

tré dans les animaux entiers (voir chapitre 1). 



Figure 6 - Profils chromatographiques de la fraction soluble, 
extraite d'animaux non traités (témoins), éluee 

d'une colonne de Sephadex G 75 ( 1 0 0 ~ 2 ~ 1  cm). Eluant : 
formiate d'ammonium 0,01 M l  pH 7,4 ; débit 12 ml/h. 
A : absorbance A 250 nm ; B : Concentration des mé- 
taux (yg/4 ml) dans les fractions éluées. 
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II - Animaux intoxiqués par le cadmium 
Après extraction tissulaire des animaux intoxiqués par 

22 ppm de cadmium pendant 11 jours 4 " C ,  le surnageant de cet ex- 

trait soluble obtenu par centrifugation a été chromatographié sur 

gel filtration Séphadex G 75 dans les mêmes conditions que précédem- 
ment. Le profil chromatographique de la densité optique est le même 

que pour l'extrait soluble des animaux non traités. Il est composé 

de 3 pics majeurs elués dans les mêmes volumes d'élution (Fig. 7 A ) .  

Nous avons noté, après dosage des 3 métaux lourds dans les fractions 

chromatographiées, l'apparition du cadmium au niveau des 3 pics même 

s'il est négligeable dans le dernier pic (Fig. 7B). Nous avons 

également constaté que la quantité du zinc, exprimée en pg/g de 

poids frais, a augmenté par rapport a celle mesurée dans la fraction 
soluble des animaux non intoxiqués. En ce qui concerne la quantite 

du cuivre, sa variation n'a pas été significative. Ce résultat 

obtenu dans la fraction soluble va dans le même sens que ce que nous 

avons noté chez les animaux entiers. 

D - CINETIQUE D'ACCUMULATION DU CADMIUM DANS LA FRACTION SOLUBLE DES 
ANIMAUX INTOXIQUES PAR 22 PPM DE CE METAL 

- 4 jours : Après 4 jours de contamination, nous avons noté 

l'apparition de 2 pics de cadmium qui coïncident avec ceux des 

protéines de haut poids moléculaire et des protéines de poids molé- 

culaire compris entre 10 et 20 kD. Nous n'avons pas enregistré de 

cadmium dans le troisième pic protéique (Fig. 8). Cet enregistrement 

a été effectué sur plusieurs échantillons. 

- 11 jours : La quantité de cadmium que les animaux ont pu 

fixer sur leur partie soluble pendant 11 jours d'intoxication est 

nettement plus élevée que pour la période de 4 jours. Cette quantité 

de cad-mium dosée dans chaque fraction chromatographiée est répartie 

sur les 2 premiers pics comme précédemment mais avec une intensité 

plus grande au niveau du pic II (Fig. 9). 

- 22 jours : Pendant 22 jours de contamination nous n'avons 

noté qu'une faible augmentation de la quantité du cadmium fixé sur 

le pic 1 et une légère diminution au niveau du pic II (Fig. 10). Ce 

qui indique une diminution d'absorption qui pourrait être liée a une 
certaine saturation. 

Ce résultat de cinétique d'accumulation de cadmium dans la 



fraction soluble de la Néréis va dans le msme sens que celui obtenu 

chez les animaux entiers (voir ci-dessus). 



Figure 7 - Profils chromatographiques de la ffaetlon scluble 
extraite d'animaux traités par 22 ppm de cadmium 
pendant 11 jours et éluée d'une colonne de Sepha- 
dex G 75 (10Ox2,l cm). Eluant : formiate d'ammonium 
0,01 M ,  pH 7.4 ; débit 12 ml/h. 
A : Absorbance A 250 nm ; B : Concentration des mé- 
taux (wg/4ml) dans les fractions éluées. 





Figure 8 - Profils chromatographiques de la fraction soluble 
extraite d'animaux intoxiqués par 22 ppm de cadmium 
pendant 4 jours et éluée d'une colonne de Sephadex 
G 75 (10Ox2,l cm). Eluant : forniate d'ammonium 0,01 
M, pH 7,4 ; débit 12 ml/h. 

Figure 9 - Profils chromatographiques de la fraction soluble 
extraite d'animaux intoxiqués par 22 ppm de cadmium 
pendant 11 jours et éluée d'une colonne de Sepha- 
dex G 75 ( 1 0 0 ~ 2 ~ 1  cm). Eluant : formiate d'ammonium 
0.01 M, pH 7'4 ; débit 12 ml/h. 
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Figure 10 - Profils chromatographiques de la fraction soluble 
extraite d'animaux intoxiqués par 22 ppm de cadmium 
pendant 22 jours et éluée d'une colonne de Sepha- 
dex G 75 (10Ox2,l cm). Eluant : formiate d'ammonium 
0,01 M ,  pH 7,4 ; débit 12 ml/h. 



DISCUSSION 

L'intoxication aiguë qui provoque en général la mort de 

l'individu dans un délai assez court, s'exprime par concentration ou 

dose létale (CL 50 ou DL 50)' c'est-a-dire que cette valeur, généra- 

lement pour une durée de 48 ou 96 heures, provoque la mort de 50 % 

des individus intoxiqués. Cette dose létale est très variable selon 

les espèces. Elle est très faible pour de nombreuses espéces de 

Vertébrés et d'Invertébrés, qui sont tuées par des concentrations 

inférieures 21 1 pprn de cadmium. Par exemple, Enoplus brevis Bastian 

ne résiste pas a 1 pprn de cadmium (Howel et Smith, 1983) ; Patella 

vulgata, Patella caerulea et Nucella lapilus ne supportent pas la 

dose de 2 ppm, Mytilus edulis est tuée par 5 ppm (Noël-Lambot, 

1980). Pour certains poissons d'eau douce, une concentration aussi 

faible que 0,01 pprn de cadmium est létale (Doudoroif, 1953 ; Ball, 

1967 ; Kumada et al., 1972). Mais il  faut toutefois noter qu'il y a 

d'autres espèces qui résistent a des doses de cadmium beaucoup plus 
élevées. Dans ce sens, Gauthier et Flatan (1977) ont montré que le 

Vibrio marin (bactérie) supporte jusqu'a 200 pprn de cadmium ; i l  est 

d'ailleurs pour cela considéré comme souche peu sensible. L'insecte 

d'eau douce Eusthenia spectabilis est considéré comme espèce très 

résistante a des doses très élevées de cadmium. En effet, Everard et 
Swain (1983) ont montré que la dose létale (DL 50) pour cet insecte 

est de 204 ppm, ce qui est très élevé. Dans le cas de Nereis diver- 

sicolor, l'examen des courbes de mortalité permet de conclure que 

cet animal supporte des doses assez fortes (22 pprn). Ce résultat est 

en accord avec les conclusions d'autres auteurs qui ont montré que, 

dans la nature, la Néréis peut s'adapter -3 un environnement riche en 

cadmium et que la concentration du métal A l'intérieur du ver est 

grossièrement proportionnelle a celle rencontrée dans le sédiment 

(Bryan et Hummerston, 1973). 

La dose létale (DL 50) traduit le degré de toxicité du 

métal. Cette toxicité est dépendante de la quantité accumulée par 

l'animal. En effet, les résultats que nous avons rapportés dans ce 

sens chez Nereis diversicolor montrent qu'elle ne concentre pas le 

cadmium de façon tres importante par comparaison avec d'autres 

espéces. L'exemple le plus spectaculaire est celui des Murex qui ont 

la capacité de concentrer un million de fois le cadmium de l'eau de 

mer qui en est très pauvre (Martoja et Martoja, 1984) alors que 



Nereis diversicolor ne concentre que 2'5 fois la dose de 22 ppm pour 

une durée d'intoxication de 28 jours a 4°C. Ce résultat obtenu chez 

Nereis diversicolor reste comparable a celui rapporté pour d'autres 
appartenant 2k la même classe d'Annélides (Polychétes) : Perinereis 

nuntia var. valla et Neanthes japonica. Ces 2 espèces, par rapport 

a la concentration du milieu d'élevage (1.7 pg/g de poids sec), 

n'accumulent, respectivement, que 0'5 et 0'4 1 vg/g de poids sec 

pendant 200 jours. Par contre, un ver de terre, Eisenia fetida 

(Annélide Oligochéte) a un pouvoir d'accumulation plus élevé. Dans 

un milieu artificiel de concentration 1,7 pg/g de poids sec, 

E. fetida arrive a concentrer 2'3 a 7.5 (More et Kurihara, 1979). Il 
a été démontré que l'intensité d'accumulation du cadmium est très 

variable selon les espèces ; en général, les Mollusques accumulent 

de façon importante, les Téléostéens beaucoup moins (Noël-Lambot, 

1980). 

Cette différence d'accumulation du cadmium, qu'il convien- 
drait toutefois d'établir pour des durées identiques, est sans doute 

le reflet d'une différence dans les mécanismes physiologiques mis en 

jeu lors des phénoménes de détoxication. Cette différence d'accdmu- 

lation ne réside pas uniquement dans la quantité absorbée mais 

également dans la manière et la vitesse avec lesquelles 1 'individu 

fait son accumulation. Noël-Lambot a montré que quelques poissons 

(exemple : anguilles) et quelques invertébrés comme la Patelle 

concentrent le métal de façon linéaire en fonction du temps et de la 

dose croissante du cadmium. Noël-Lambot explique cette augmentation 

continue du métal toxique dans ces espèces par leur très faible 

pouvoir d'élimination. Cet auteur a émis l'hypothése que l'absorp- 

tion du métal qu'on observe n'est qu'une absorption nette qui résul- 

te de la différence entre l'absorption réelle (ou flux entrant) et 

l'élimination (ou flux sortant). Chez la Néréis, au cours de l'étude 

de la cinétique d'accumulation du cadmium, nous avons observé un 

certain équilibre de concentration au bout de 16 jours d'intoxica- 

tion. ce qui nous a fait penser 2k une certaine élimination impor- 

tante. Mais après l'étude de cette élimination (en plaçant les 

animaux dans de l'eau non polluée) nous savons que la quantité 

accumulée pendant 16 jours de contamination a varié de façon légère- 

ment significative. Cette élimination n'est pas suffisante pour 

expliquer l'équilibre de concentration. Ceci nous laisse penser que 

l'absorption (ou flux entrant) ne se fait plus de la même manière A 

cause probablement d'une certaine saturation. Donc, une absorption 



très faible et une légère élimination pourraient expliquer un tel 

équilibre de concentration en cadmium chez cette Annélide. Cette 

relativement faible absorption constituerait l'un des moyens permet- 

tant a l'animal de résister a des doses assez élevées de cadmium. 
Comme il  a été décrit par plusieurs auteurs, la cinétique 

d'accumulation du cadmium est influencée par plusieurs parametres 

comme la dose utilisée, le temps d'exposition, la salinité, la 

température, la présence d'autres métaux dans le milieu, etc. Nous 

avons voulu tester l'effet de la température sur la cinétique d'ac- 

cumulation du cadmium chez la Néréis. Effectivement, a 2 températu- 
res différentes, la Néréis accumule de façon très différente le 

cadmium, a savoir qu'a 13°C la quantité absorbée est presque le 

triple de celle accumulée a 4°C et ceci pour une même dose de cad- 

mium et pour une même durée d'intoxication. Ce fait confirme d'au- 

tres résultats obtenus chez d'autres espéces par plusieurs auteurs 

(voir, par exemple, Vernberg et al, 1974) ; il explique également le 

grand pourcentage de mortalité obtenu lors de l'intoxication des 

Néréis a 16'5°C (voir chapitre II) parce que la toxicité du métal et 
son accumulation varient dans le m&me sens. 

L'influence de l'accumulation du cadmium par ce facteur 

température nous parait logique parce qu'une faible température com- 

me 4°C agit sur le métabolisme de l'animal en diminuant son turn- 

over. Comme le cadmium intervient dans le métabolisme de certaines 

protéines ayant un role enzymatique ou autre (appelées généralement 

métalloprotéines), il est donc normal qu'il soit absorbé de façon 

beaucoup moins importante qu'A 16,S°C. 

En ce qui concerne l'influence de l'intoxication par le 

cadmium sur la cinétique d'accumulation du zinc et du cuivre dans 

les animaux et surtout dans quelques organes comme le foie, les 

reins et le tube digestif, il  a été démontré par plusieurs auteurs 

qu'il y a des variations généralement positives (Noël-Lambot, 1980 ; 

Webb, 1972) et exceptionnellement négatives (Delval, 1984) pour le 

zinc, instables et parfois nulles pour le cuivre. 

Dans les Néréis intoxiquées par le cadmium nous avons 

constaté que la quantité du cuivre est restée h peu prés stable au 

cours de toute la période d'intoxication. Par contre, le taux du 

zinc dans les animaux a augmenté de façon significative, ce qui va 

dans le même sens que ce qui a été trouvé chez d'autres especes 

(voir ci-dessus). Mais le problème qui se pose pour comparer nos 

résultats a ceux des autres auteurs est que ces derniers ont dosé 



ces deux métaux essentiels dans des organes bien précis. La varia- 

tion de ces deux métaux pourrait donc s'expliquer par une certaine 

redistribution 21 l'intérieur du corps quoique Noël-Lambot ait aussi 

émis l'hypothèse de l'absorption accrue du métal a partir du milieu 

extérieur. Cette hypothèse pourrait éventuellement expliquer l'aug- 

mentation du zinc dans la Néréis intoxiquée par le cadmium. 

Ces résultats démontrent donc l'interférence du cadmium 

avec le métabolisme du zinc. Du fait de leur grande similitude, le 

cadmium et le zinc entrent vraisemblablement en compétition au 

niveau de très nombreux sites cellulaires. 

Comme pour les animaux entiers, le dosage du zinc et du 

cuivre par SAAF, dans la fraction soluble d'animaux intoxiqués par 

le cadmium, a montré une certaine variation positive pour le zinc 

par rapport aux animaux non intoxiqués. Par contre, la quantité du 

cuivre n'a pas varié de façon significative. L'augmentation de la 

quantité du zinc dans la fraction soluble d'organes (foie, bran- 

chies) provenant d'animaux contaminés a été déja signalée chez les 

poissons (Noël-Lambot, 1980 ; Delval, 1984) et chez le rat (Whanger 

et Deagen, 1983 ; Sugawara, 1977). Cette augmentation de la quantité 

du zinc pourrait bien être like a une redistribution de la partie 

insoluble vers la partie soluble c o k e  i l  a été constate par Delval 

(1984). Ceci fait penser h une interférence de métabolisme des trois 

métaux lourds, cadmium, zinc et cuivre. 

L'existence de deux métaux essentiels et d'un autre toxique 

au niveau des métalloprotéines laisse envisager que ces protéines 

jouent un double r61e chez la Néréis, a savoir qu'elles constituent 
un réservoir de zinc et de cuivre pour les organismes non intoxiqués 

(Delval, 1984 ; Whanger et Ridlington, 1981) et qu'elles font partie 

d'un système de détoxication pour les métaux lourds tels que le 

cadmium (Kito et al., 1982 ; Woodworth et al., 1983) ou le mercure 

(Bouquegneau, 1979). 

Nereis diversicolor a déja fait l'objet d'une étude.expéri- 

mentale de l'intoxication par le cadmium. En effet, Dennaï (1984) et 

Dennaï et al., (1986) ont montré que le cadmium se fixe d'abord au 

niveau de la partie insoluble puis dans la partie soluble. Apres 

l'étude de cette derniére par chromatographie, nous avons pu montrer 

que le cadmium apparaft de façon simultanke au niveau des deux 

premiers pics (celui des protéines de haut poids moléculaire et des 

protéines de poids moléculaire proche de 20 kD) après 4 jours d'in- 

toxication. Nous n'avons rien enregistré au niveau du troisiéme pic. 



Dans la bibliographiè, un animal proche des Polychètes ayant montré 

la particularité de fixer sur 4 niveaux différents est Eisenia 

fetida (Annélide Oligochète) (63 a 70 kD, 13 kD et inférieur & 2 kD 

(Yamamura, 1981)). 

Chez Enoplus brevis Bastian, le cadmium se fixe sur des 

protéines de poids moléculaires 63 kD et 29 kD sous conditions 

dénaturantes, et 450 kD et 28 kD sous conditions non dénaturantes 

(Howell et Smith, 1983). 

Au bout de 11 jours d'intoxication, nous avons noté une 

augmentation du taux du cadmium au niveau des 2 pics avec uns quan- 

tité plus importante au niveau du deuxième pic. Par contre, au 

niveau du troisième pic, i l  y a eu apparition d'une quantité faible 

de cadmium. Après 22 jours d'intoxication, la quantité de cadmium 

fixé sur les différentes fractions protéiques a continué ti augmenter 

au niveau du pic 1 mais nous n'avons pas enregistré d'augmentation 

de ce métal au niveau du pic II ainsi qu'au niveau du pic III pen- 

dant cette période de traitement. Ce qui est interessant à noter, 

c'est qu'il n'y a pas eu de déplacement apparent du cadmium au 

niveau des différents pics contrairement a ce qui a été observé par 
Dennaï (1984) chez la même espèce, par Siewicki et al. (1983) qui 

ont montré qu'après une intoxication expérimentale, la fixation du 

cadmium au niveau des protéines de haut poids moléculaire disparart, 

et par Yamamura et al. (1983) qui ont noté une décharge rapide après 

une fixation rapide du cadmium sur des grosses protéines et ensuite 

une fixation lente sur des protéines de poids moléculaire plus 

faible. Il est toutefois très important de noter que l'accumulation 

du cadmium, aussi bien au niveau des animaux entiers qu'au niveau de 

la fraction protéique, dépend de plusieurs paramètres, a savoir 
l'dge des animaux, la température, la salinité, la saison. la compé- 

tition entre les métaux . . .  Tous ces facteurs peuvent jouer soit 

individuellement soit en synergie, soit en antagonisme pour provo- 

quer des modifications importantes dans les phénoménes d'accumula- 

tion des différents métaux lourds. Comme nous n'avons pas de données 

suffisantes sur l'action de ces différents paramètres, nous ne 

pouvons malheureusement pas tirer de conclusions définitives. 



Chapitre IV 

ISOLEMENT ET CARACTERISATION 
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ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE LA PROTEINE MP II 

QUI COMPLEXE LE CADMIUM 

1 - PROTEINES COMPOSANT LE PIC II 

1.1. Purification l 
1.1.1. Chromatographie de gel filtration 

La première étape de fractionnement qui précède 

toute chromatographie est celle qui consiste en une extraction de la 

phase soluble par homogénéisation et double centrifugation (voir 

chapitre 1). Un sous-fractionnement de cette phase soluble d'animaux 

intoxiqués a été réalisé par une chromatographie de gel filtration 

SurSéphadex G 75. La figure 7 montre le résultat de cette filtration. 

Comme il  a été signalé antérieurement pour d'autres études utilisant 

la même technique, nous retrouverons le même type de profil chroma- 

tographique présentant 3 pics (1, II et III) de protéines coïncidant 

avec 3 pics de cadmium,.de zinc et de cuivre. Ce qui est intéressant 

a noter c'est l'apparition du pic II qui sort dans le même volume 

d'élution que celui trouvé pour la cadmium-thionéine (métallothioné- 

ine) chez différentes espèces. A titre d'exemple, nous citerons la 

cadmium-thionéine trouvée dans le foie de l'anguille (Noël-Lambot. 

1980) et qui est en même temps une Hg-thionéine (Bouquegneau et al., 

1975). 

A l'issue de ce travail préliminaire, nous nous 

sommes posé la question suivante : Est-ce que Nereis diversicolor 

est capable de synthétiser des protéines possédant les mêmes propri- 

étés que les métallothionéines décrites chez plusieurs especes (voir 

introduction) ? 

Pour répondre A cette question, nous nous 

sommes proposé de poursuivre la purification de la métalloprotéine 

présente dans le pic II pour pouvoir la caractériser. A cette fin 

nous avons suivi les critéres de détermination de métallothionéines 

qui ont été résumés par Vallée en 1979 (voir introduction). 



Avant d'aborder une autre étape de purifica- 

tion, nous avons voulu contrôler la composition en protéines du pic 

II. Ce contrôle a été réalisé par 2 techniques sensibles. 

- La première consiste en une analyse en HPLC 

d'une fraction aliquote de 200 y1 du pic II dont les fractions qui 

le formaient ont été regroupées et lyophilisées. Le résultat de 

cette analyse est illustré par la figure 11 qui montre que le pic 

II est composé de 5 fractions protéiques. Nous en avons déduit que 

ce pic II est encore hétérogène. Pour connaitre la nature de ces 

composantes protéiques (estimation des poids moléculaires) nous 

avons fait appel a la deuxième technique. 
- Celle-ci consiste en une analyse électropho- 

rétique en gel de polyacrylamide 5-25 % en présence de SDS. Cette 

analyse a confirmé celle établie par HPLC en montrant que le pic II 

est formé d'au moins 4 bandes protéiques ayant un poids moléculaire 

compris entre 40 et 1 0  kD (Fig. 1 2 ) .  La bande ayant un poids molécu- 

laire inférieur a 14,4 kD ( =  1 0  kD) est la plus intense. 

Avec ces deux analyses de contrôle, nous avons 

pu montrer qu'après la gel filtration sur Séphadex G 75 ,  la fraction 

protéique du pic II est encore hétérogène. Nous avons alors entre- 

pris une autre étape de purification basée sur une séparation selon 

la charge des différentes composantes. 

1.1.2. Chromatographie d'échange d'ions 

Les fractions du pic II riches en cadmium ont 

été regroupées et lyophilisées. Le lyophilisat a été repris par 2 

3 ml du tampon Tris/HCl 15 mM, pH 8.5 et déposé sur une colonne de 

DEAE-cellulose. Après la premiére élution par le même tampon O M 

NaCl, une deuxième élution a été réalisée avec un gradient linéaire 

0 - 0 , s  M NaCl. Le résultat de cette expérience est montré par la 

figure 13. Le profil chromatographique de cette figure montre deux 

pics protéiques majeurs. Les mêmes fractions, après chromatographie 

d'échange d'ions ont servi pour le dosage du cadmium. Après avoir 

rapporté les mesures du dosage du métal sur celles de la densité 

optique nous avons constaté que le premier pic élu6 coïncide avec un 

pic de cadmium. Aprés avoir regroupé et concentré les fractions 

riches en cadmium et constituant le sommet du premier pic de la 

chromatographie d'échange d'ions, nous avons repris une fraction 

aliquote dans du tampon d'échantillon de Laemmli pour l'analyser en 

électrophor&se en gel de polyacrylamide 5-25 % en présence de SDS. 



Figure 11 - Chromatographie en phase liquide a haute performan- 
ce (HPLC) de la fraction pic II G 75 (II) d'animaux 
intoxiqués pendant 11 jours, séparée par filtration 
sur Séphadex G 75 (cf fig. 6A). Eluant : Tris/NaCl 
0,2 M, pH 7 , 4  ; débit 1 ml/mn. 

Figure 12 - Analyse des protéines au cours de la purification 
de la métalloprotéine (MP II) de la Néréis. Les 
protéines de chaque étape de purification ont été 
analysées par électrophorése en gel de polyacryla- 
mide-SDS. A : extrait soluble ; B : protéines de la 
fraction (pic II) obtenue par gel filtration sur 
Séphadex G 75 ; C : MPII isolée par chromatographie 
échangeuse d'ions sur DEAE-cellulose. Les poids 
moléculaires des substances standards sont indiqués 
sur la gauche. 
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Figure 13 - Etude par chromatographie d'échange d'ions (sur 
DEAE-cellulose, volume des fractions : 2 ml) de la 
fraction fixant le cadmium (pic II) obtenue par gel 
filtration sur Séphadex G 75. Eluant : Tris/HCl 15 
mM, pH 8,5 avec 0-0 ,s  M NaCl ; débit 10 ml/h. 





Le résultat de cette analyse est illustré par 

la figure 12. Cette électrophorèse a montré que la protéine fixant 

le cadmium est représentée par une seule bande migrant vers une zone 

de poids mol6culaire # 10 kD. Alors, apres extraction tissulaire et 

2 chromatographies successives dont la première permet une sépara- 

tion selon le poids moléculaire et la deuxième assure une séparation 

selon la charge des substances, nous avons pu obtenir un produit a 
l'état pur. 

Apres purification de cette protéine complexant 

le cadmium, nous avons pensé a la caractériser pour savoir s'il 
s'agissait d'une métallothionéine ou d'une autre protéine ayant la 

faculté de lier les métaux lourds. 

1.2. Caractérisation 

Avant toute analyse, l'échantillon purifié a été con- 

centré et dessalé par une dialyse dans de l'eau pure a 4°C pendant 
36 heures en changeant l'eau toutes les 12 heures. Avec cette dialy- 

se, i l  peut très bien y avoir un risque de contamination de l'échan- 

tillon par des substances étrangères, surtout les sucres. Afin 

d'éliminer tout contaminant, quelleqesoit sa nature, nous avons pro- 

cédé a une filtration de l'échantillon sur une colonne de Sephadex G 
25. En effet, nous avons noté la présence d'un pic protéique homogé- 

ne sortant dans un volume d'élution d'exclusion et un second pic 

plus retardé correspondant aux sels (Fig. 14). L'échantillon ainsi 

dessalé a été lyophilisé et soumis h différentes analyses. 

1.2.1. Détermination du poids moléculaire de la molé- 

cule native 

Le lyophilisat de la molécule purifiée a ét6 

repris dans 1 ml du tampon Tris/HCl 20 mM, pH 7'4. 200 fi1 de cette 

solution ont été analysés en FPLC sur une colonne de Supérose 12 

préalablement calibrée par des substances témoins de poids molkcu- 

laires connus. Les conditions de cette analyse ont été décrites dans 

le chapitre 1. La figure 15 montre le résultat de cette analyse. La 

métalloprotéine est éluée dans un volume d'élution correspondant 

un poids moléculaire compris entre celui de la B-lactoglobuline 

(36'8 kD) et le cytochrome C (12'4 kD). Après un calcul plus précis 

a partir des logarithmes des poids moléculaires des substances 

standards, il s'est révélé que la molécule native fixant le cadmium 



Fiqure 14 - Dessalage de la fraction MP II par filtration sur 
une colonne de Séphadex G 25 (100x1 cm). Eluant : 
Tris/HCl 15 rnM,  pH 8,5 ; débit 10 ml/h. 
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Figure 15 - Etude par gel filtration en FPLC sur une colonne de 
Supérose 12 (30x1 cm ; Pharmacia) de l a  MP II 
purifiée par chromatographie d'échange d'ions sur 
DEAE-cellulose (cf fig. 1 3 )  et dessalée par gel 
filtration sur Sephadex G 25. Poids moléculaires 
des substances standards : a, serum albumine (67 
kD); b. ovalbumine (43 kD) ; c. 13-lactogloguline 
( 3 6 , 8  kD) ; d, cytochrome C ( 1 2 , 4  kD). 



possède un poids moléculaire très voisin de 20 kD. Cette valeur est 

proche de celle estimée a partir de la gel filtration en basse pres- 
sion sur Sephadex G 75. En plus de la détermination du poids molécu- 

laire, cette méthode analytique a confirmé l'homogénéité du produit 

en montrant lors de l'élution un seul pic bien symétrique (Fig. 15). 

1.2.2. Spectre d'absorption en ultraviolet 

Le spectre d'absorption dans l'ultraviolet a 
6té réalisé pour la fraction purifiée de la protéine fixant le cad- 

mium. Ce spectre ne présente pas les mêmes caractéristiques que les 

métallothionéines. La métalloprotéine isolée présente une absorbance 

négligeable A 250 nm (longueur d'onde où peut absorber la liaison 

Cd-S ) .  Par contre, elle a montré une légère absorbance a 280 nm 

(longueur d'onde où absorbent les acides aminés aromatiques). Ce 

spectre montre un leger épaulement a 230 nm (Fig. 16a). L'absorbance 
a 280 nm et la non-absorbance h 250 nm sont liées a la nature de la 
composition de la molécule en acides aminés. Pour cela nous avons 

realisé l'analyse des acides aminés qui est une étape ultime dans 

l'identification et la caractérisation de telles protéines. 

1.2.3. Analyse des acides aminés 

L'analyse de la composition de la métallopro- 

téine en acides aminés a été effectuée sur un échantillon purifik, 

dialysé et bien dessalé. Les résultats de cette analyse sont regrou- 

pés dans le tableau 7. La protéine complexant le cadmium présente 

une composition en acides aminés très différente de celle des mé- 

tallothionéines définie par Margoshes et Vallée(1957). Bouquegneau 

et Noël-Lambot (1978)' Kagi et Nordberg (1979). En effet, les résul- 

tats de cette analyse montrent que cette métalloprotéine présente 

un taux assez élevé en acides aminés aromatiques et en histidine 

(respectivement : 10 % et 3'3 % ) ,  une très faible quantité de cys- 

téine (0'9 a ) ,  13 % d'acide aspartique et d'acide glutamique et ap- 

proximativement 10 % de glycine, alanine et lysine (voir tableau 

7). 

1.2.4. Détermination du contenu métallique 

Le contenu en cadmium de cette métalloprotéine 

a été déterminé en dosant le cadmium dans une fraction de protéine 

purifiée et dont la quantité est connue soit par dosage des protéi- 

nes selon la technique de Bradford (1976)' soit par pesée quand le 



Tableau 7  - Comparaison de la composition en acides aminés (exprimée 
en mole pour 1 0 0  moles d'acides aminés) de la MP II de 
Nereis diversicolor et d'autres protéines de faible 
contenu en cystéine et de faible poids mol6culaire ( 5  k3 
- 20  kD) : poids moléculaire apparent basé sur l'analyse 
des 

PM (apparent) 

Proteine ( 2  W/W) ----------------- 
Analyse 

d'acides aminés 

Acide aspartique 
Thréonine 
Liérine 
Acide glutamique 
Proline 
G 1 yc i ne 
Alanine 
Cystéine 
Valine 
Méthionine 
Isoleucine 
Leucine 
Thyrosine 
Phénylalanine 
Histidine 
Lysine 
Arginine 
Tryptophane ------ - ---------- 
Cadmium ( % )  

(1) Ce travail. 
( 2 )  Dohi et al. ( 1 9 8 3 )  (in Stone et Overnell, l155). 
( 3 )  Ridlinyton et ~ o w l e r ( 1 9 7 9 ) .  
( 4 )  Martoja et al. ( 1 9 8 3 ) .  
ND : non déterminé. /--% 

acides aminés. 

Annél ide 
Nereis 

diversicolor 
(1 

1 0  kD ------------- 
= 9 9 , 9 8  -------------_ 

1 3 , 3  
2 , 8  
6 , 8  

1 2 , 9  
3 , s  
8 , s  
9 , 8  
0 , 9  
5 , 3  
1 , 1  
4 , 3  
6 . 9  
3 , s  
6 . 6  
3 , 3  
9 , 2  
1 , 1  
ND 

- - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - -  

= 1 , 6  

................................................... 
Mol lusque 
Bucc inum 
tenuissimum 
0 

Mol lusque 
Crassostrea 
virginica 

( 3  

?O kD 
-------------.----------- 

--------- - ---. 

1 2 , 9  
5 , 8  
7 , 3  
9 , 7  
4 , 4  
9 . 5  
6 . 6  
7 , 6  
6 , 1  
1 , s  
3 , 9  
4 , 5  
2 . 6  
3 , 5  
8 , 9  
1 , 2  
2 , 9  
ND -------- - - - - ^  

ND 

------------- 
F I I A F I I B  

-----------------_---------------------_-----------_-----.----------- 
8  kD 

-------,------ 

7 9 , s  
------- 

9 , 9  
9 , O  
7 . 5  
7 , 7  
5 , 7  
8 , 3  
8 , l  
4 , 9  
6 , O  
1 , 4  
4 , 4  
5 , 9  
1 , 6  
3 , 6  
2 , 3  
6 , l  
2 , s  
5 , 6  

0 , 6  ................................................................... 

Insecte 
Locusta 

migratoria 
( 4 )  

5  kD 

7 8 , 7  ----------- 

1 0 , 9  
9 , o  
9 , O  

1 2 , 9  
1 1 , O  
1 0 , 9  
1 1 , O  

2 , 1  
4 , 3  - 
2 , 2  
4 , 1  - 
2 ,  f 
2 , 2  
6 , 3  
2 , o  - 

.- - - - - - - - - -  
1 9 0  

1 3  kD 

9 1 , 3  ------ 

9 , 4  
1 1 . 8  

7 , 3  
6 . 5  
4 , 4  
9 , O  
8 , O  

, 4 , O  
6 , 3  
1 , 3  
4 , 4  
5 , 4  
3 , 6  
5 , O  
1 , O  
6 , 4  
3 , O  
3 , s  ------ 
1 , 0  



produit est sous forme lyophilisée. Ainsi, nous avons pu déterminer 

que le métal forme 1'6 % de la molécule. Ceci est très faible par 

rapport ce qui a été observe pour les métallothionéines (Tableau 

7). 
1.2.5. Analyse des hydrates de carbone 

Afin d'éviter toute contamination de l'échan- 

tillon purifié, celui-ci a été soumis une dialyse suivie d'une gel 

filtration sur Séphadex G 25 avant d'aborder l'analyse des sucres. 

Pour cette derniére, nous avons précisé antérieurement les diffé- 

rents traitements de l'échantillon avant toute procédure analytique. 

Après les deux chromatographies en phase gazeuse, la première sur 

colonne remplie et l'autre sur colonne capillaire, nous avons détec- 

té la présence d'un taux très faible en sucres au niveau de cette 

mktalloprotéine. La première analyse a donné 2'36 % et la deuxième a 

montré un taux plus faible (1.05 % )  sur un échantillon plus propre. 

Cette chromatographie en phase gazeuse qui est une technique sensi- 

ble a révélé la présence des mêmes sucres dans les deux cas malgré 

la différence des taux décelés. Les sucres détectés appartiennent 

aux groupes des pentoses et des hexoses. Les pentoses sont repr6- 

tés par le xylose, les méthylpentoses par le rhamnose et le fucose 

et les hexoses par le mannose et'le glycose. Dans cette analyse, 

nous avons détecté un taux négligeable de N-acétyl-glucosamine. 

Comme la quantité des sucres détectés est très 

faible ainsi que celle de l'osamine, nous avons utilisé une techni- 

que plus sensible, elle consiste en une analyse en spectrophotomé- 

trie de masse. Les échantillons qui ont servi a l'analyse en chroma- 
tographie en phase gazeuse sur colonne capillaire ont été passés en 

speccrophotométrie de masse. Le résultat de cette analyse a confirm6 

la quantité et la nature des sucres décelés par la chromatographie 

en phase gazeuse mais il a démontré l'absence totale des osamines. 

Ce résultat est en accord avec celui qui a été constaté lors de 

l'analyse des acides aminés. 

1.2.6. Détermination du pH isoélectrique 

Une fraction aliquote de la fraction protéique 

du produit purifié a été analysée en électrofocalisation. Sur le 

même gel, nous avons analysé conjointement des substances de pH 

isoélectrique connu (voir chapitre 1). Le résultat de cette analyse, 

illustré par la figure 16b, montre que la MP II est présentée par 2 

bandes dont la plus basique (a 6) est moins intense que la bande 



Figure 16a - Spectre d'absorption en ultraviolet de la MF II de 
Néréis apres chromatographie sur DEAE-cellulose 
(cf fig. 13) et gel filtration sur Séphadex G 25. 

Figure 16b - Détermination du point isoélectrique (pHi) de la 
MP II par électrofocalisation en gel d'acrylamide 
a 5 % contenant 3 % d'ampholine. A : analyse de la 
fraction MP II. Les pHi des substances standards 
sont indiqués sur la gauche. 
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acide ( x  4 ' 5 ) .  Ce résultat montre d'abord que la MP II possede un pH 

acide et qu'elle pourrait exister sous deux formes ayant un poids 

moléculaire identique et possédant une même composition en acides 

aminés mais différant par leur charge. Cette différence de charge 

pourrait éventuellement être liée a une différence de contenu de 
cadmium. 

Ir - PROTEINES COMPOSANT LE PIC 1 

Comme le montre la figure 7, a l'issue de la chromatogra- 

phie de gel filtration(~ephadex G 75), nous avons noté la présence 

d'un pic important de cadmium coïncidant avec le pic protéique cor- 

respondant aux protéines de haut poids moléculaires (supérieur a 70 
kD). Pour avoir une idée sur le poids moléculaire de cette ou de ces 

grosses molécules, nous avons concentré le pic 1 et nous l'avons 

analysé par une autre gel filtration en utilisant de l'ultrogel (ACA 

34) qui peut séparer correctement entre 350 et 20 kD (voir chapitre 
s 

1). Le résultat de cette analyse chromatographique, comme l'indique 

la figure 16c, montre que le pic 1 a été sous-fractionné en 3 autres 

pics dont le premier seul contient le cadmium. Etant donné le volume 

d'élution de ce premier pic, nous pouvons déduire qu'il s'agit d'une 
protéine de très haut poids moléculaire ayant la capacité de fixer 

le cadmium également. 

Cette première approche étant faite, il faut néanmoins con- 

tinuer a purifier ce produit en utilisant d'autres techniques de sé- 
paration qui peuvent se baser, outre la différence de taille, sur la 

charge du produit (chromatographie échangeuse d'ions) pour pouvoir 

le caractériser. 



Figure 16c - Sous-fractionnement du pic 1 (cf fig. 6A) obtenu 
par chromatographie sur Skphadex G 75, sur colonne 
d'ultrogel ACA 34 (12Ox1,l cm). Eluant : Tris/HCl 
15 mM, pH 8 , 5  ; débit 4 ml/h. 
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DISCUSSION 

Les résultats apportés par cette étude confirment ceux ob- 

tenus précédemment chez la même espèce (Nereis diversicolor) par 

Denna1 et al- (1986), Nejmeddine et al. (1387). 
Les analyses électrophorétiques et celles' d'acides aminés 

montrent que le produit purifié possede un poids moléculaire très 

proche de 10 kD. Or, la détermination du poids moléculaire de la 

protéine native sur une gel filtration en FPLC a montré que celle-ci 

sort dans un volume d'élution correspondant à un poids moléculaire 

tres voisin de 20 kD. Ceci nous permet de suggérer que cette molécu- 

le est de forme dimérique et que les deux monomères sont très proba- 

blement identiques. De plus, cette présente étude a pu etablir défi- 

nitivement que la molécule n'est pas une métallothionéine. En effet, 

le spectre d'absorption en ultraviolet a révélé une absorbance très 

négligeable à 250 nm et par contre, une léghre absorbance a 280  nm. 

Ce résultat est rapprocher de celui de l'analyse d'acides aminés 

qui a montré un taux tr&s faible en cysteine (0,9 % )  (origine d'une 

non-absorbance à 250 nm) et une présence non négligeable d'acides 

aminés aromatiques responsables de la légère absorbance observée à 

280 nm. 

D'un autre c6té, les résultats de l'analyse des hydrates de 

carbone qui ont révélé un taux très faible en sucres totaux nous 

permettent de conclure que cette métalloprotéine n'est pas une gly- 

coprotéine. Néanmoins, il convient de noter ici que les sucres dé- 
tectés comme le rhamnose et le xylose qui sont rarement présents 

chez les animaux. ont été deja signalés chez Nereis diversicolor par 

Porchet (1974). 

De plus, les analyses effectuées par spectrophotométrie 

d'absorption atomique de flamme ont montré que. contrairement aux 

métallothionéines, le taux du cadmium lie A cette metalloprotéine 

MP II après les procédures d'isolement est faible. 

Finalement, le traitement des surnageants obtenus A partir 

d'animaux non intoxiques (témoins) a révélé que la MF II de la Né- 

réis a la capacité de fixer également d'autres métaux lourds comme 

le zinc et le cuivre et qu'elle existe au niveau des vers récoltés 

dans l'environnement naturel. Ces résultats pourraient, au moins en 
partie, expliquer la relativement faible bioaccumulation du cadmium 



dans des vers contaminés. L'effet inhibiteur du zinc sur l'accumula- 

tion du cadmium a en effet été expérimentalement montré dans les 

Polychètes N. diversicolor (Bryan et Hummerstone, 1974) et N. virens 

(Ray et al., 1979). 

Les résultats de cette étude peuvent être comparés avec 

ceux obtenus chez d'autres espèces spécialement chez les Inverté- 

brés. Une fraction protéique, liant le cadmium, le zinc et le cui- 

vre, décrite sous 2 ou 3 isoformes sur DEAE-Sephadex et ayant un 

poids moléculaire apparent d'environ 9 kD (déterminé par SEC-HPLC) a 

été trouvée chez une Annélide Polychète, Neanthes arenaccodentata 

(Jenkins et Sanders, 1986). Young et Roesïjadi (1983) ont montré 

l'existence d'une protéine fixant le cuivre et ayant un poids molé- 

culaire proche de 5 kD chez un Polychète, Eudistylia vancouveri. 

Malheureusement, pour ces deux espèces, l'analyse de la composition 

d'acides aminés n'a pas été donnée. D'un autre c6té, des protéines 

et des glycoprotéines ayant la faculté de lier les métaux lourds et 

en particulier le cadmium, mais différentes des métallothionéines, 

ont été découvertes chez plusieurs espèces animales et végétales 

(pour revue, voir Stone et Overnell, 1985). Parmi les métalloprotéi- 

nes trouvées chez les Invertébrés. plusieurs ont, en commun avec la 

MP II de la Néréis, un poids moléculaire apparent qui est relative- 

ment faible (5 kD-20 kD), ce qui rappelle également le poids molécu- 

laire des métallothionéines (6 kD-12 kD). Les principales propriétés 

de ces molécules sont résumées dans le tableau 7. Comme i l  a pu être 

montré, les molécules ont un taux, souvent très faible de cystéine 

et, par contre, un taux souvent considérable d'acides aminés aroma- 

tiques et d'histidine. Ces molécules, après les procédures de puri- 

fication, présentent un contenu en métal très faible par rapport aux 

métallothionéines. Ce fait pourrait être lié & la grande différence 

qui existe entre les taux de cystéine qui sont responsables de la 

liaison du cadmium. Des taux d'hydrates de carbone, plus ou moins 

considérables, ont été décrits dans des fractions complexant le cad- 

mium. Comme il a été discuté antérieurement, la prasence de ces su- 

cres pourrait être liée, au moins partiellement, & une incomplète 

purification. 

En plus, & l'aide de la technique d'électrofocalisation, 

nous avons pu démontrer que la MP II possède un pH acide (Fig. 16b) 

et qu'elle existe probablement sous 2 isoformes & concentrations 

différentes puisque les 2 bandes ne sont pas de la même intensite. 

D'autres travaux ultérieurs devraient nous permettre de bien séparer 



ces 2 isoformes. Le produit purifié par chromatographie d'échange 

d'ions h basse pression a été réanalysé en FPLC par la même méthode. 
Le résultat obtenu montrant la séparation de deux fractions (une re- 

tardée et l'autre retenue), semble confirmer celui obtenu par élec- 

trofocalisation. Un polymorphisme de cette protéine est envisageable 

puisqu'il a été bien demontré chez d'autres espéces. En effet, par 

des techniques de séparation basées sur les différences de charges 

électriques des molécules, on a pu établir qu'au sein d'un même or- 

gane, il pouvait exister 2 ou 3 formes de métallothionéines (Suzuki 

et al., 1983 ; Noël-Lambot, 1980 ; Nordberg et al., 1978). Ces corn- 

posés possèdent le même poids moléculaire et diffèrent trés peu par 

la composition en acides aminés (Richards et al., 1977) mais peuvent 

varier par la nature des métaux liés (Pulido et al., 1966b). Jenkins 

et Sanders (1986) ont montre également l'existence d'une fraction 

fixant le cadmium, le zinc et le cuivre décrite sous 2 ou 3 isofor- 

mes chez une Annélide Polychète, Neanthes arenaccodentata. 

Pour conclure, N. diversicolor, comme d'autres Invertébrés 

tels qu'une Annélide Oligochète (Eisenia fetida) (Yamamura et al., 

1981). un certain nombre de Mollusques, de Crustacés et d'Insectes 

(pour revue, voir Stone et Overnell, 1985 et Stone et al., 1986), ne 

posséde pas de métallothionéines ayant les caractéristiques défi- 

nies par Kagi et Nordberg (1980). Ces résultats vont dans le m4me 

sens que ceux de Noël-Lambot (1980) qui n'a pas trouvé de métallo- 

thionéines dans un autre Polychéte (Arenicola marina) récolté dans 

un milieu pollué. 



Chapitre V 

LOCALISATION DE LA MP II A L'AIDE 
D'ANTICORPS POLY- ET MONOCLONAUX. 
RECHERCHE DES MECANISMES D'ACTION 



LOCALISATION DE LA MP If A L'AIDE D'ANTICORPS POLY- ET MONOCLONAUX 

RECHERCHE DES MECANISMES D'ACTION 

Il est maintenant bien établi que la protéine appelée métal- 

loprotéine II (MP II) parce qu'elle apparait au niveau du deuxiéme 

pic majeur dans les profils d'élution sur Séphadex G 75, ne possède 

pas les caractéristiques d'une métallothionéine définies par Kojima 

et Kagi (1978). 

La proteine étant purifiée et caractérisée, il nous a paru 

intéressant d'en rechercher la localisation exacte par voie immuno- 

cytochimique. Une confirmation des résultats obtenus a été recher- 

chée ultérieurement par électrophorèse et imrnunoprécipitation. 

A - LOCALISATION DE LA MP II 
1 - Détection de la MP 11 par des anticorps polyclonaux 

1.1. Anticorps polyclonal de lapin anti MP-II 

1.1.1. Fabrication 

Après purification de la métalloprotéine, 

nous avons fabriqué un anticorps polyclonal dirigé contre cette pro- 

téine en immunisant un lapin selon la méthode de Vaitukaitis et al. 

(1971). Le sérum prélevé du lapin a été testé par immunodiffusion 

selon la méthode dfOuchterlony (1949) pour vérifier si le lapin a 

bien réagi contre la MP II. En effet, le résultat illustrk par la 

figure 17 montre qu'il y a eu une réaction positive entre l'anti- 

corps et l'antigène purifié. Cette reaction se traduit par la forma- 

tion de 2 arcs de précipitation. La présence de 2 arcs pourrait être 

liée aux 2 isoformes de la MP II qui se trouvent probablement en 

différentes concentrations dans le milieu (voir chapitre précédent). 

1.1.2. Immunocytochimie 

Possédant un anticorps dirigé contre cette 



Figure 17 - Mise en évidence de la présence d'anticorps anti MF 
II dans le sérum de lapin immunisé par une solution 
d'antighne purifié (MP If). Immunodiffusion du 
sérum (puits e) contre la MP II purifiée (puits a, 
b) et la fraction pic II (puits c, d). 

Figure 18 - Diagramme électrophorétique obtenu, en gel de 
polyacrylamide-SDS .3 partir d'homogénats de coe- 
lomocytes (A) et de la fraction soluble d'animaux 
entiers (B). Sur A ,  une bande protéique a migré au 
même niveau que la MP II visible sur B. Les poids 
moléculaires des standards sont indiqués sur le 
c6té gauche de la figure. 

Figure 19 - Analyse par électrophorèse en gel de polyacryla- 
mide-SDS. A : poids moléculaires de substances 
standards ; B : homogénat d'une population purifiée 
de granulocytes ; C : protéines des granulocytes 
immunoprécipitées par l'anticorps anti MP II ; D : 
sérum seul (témoin). 
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protéine, nous nous sommes proposé de rechercher sa localisation au ' 

niveau des différents tissus de la Néréis par des techniques immuno- 

cytochimiques en microscopie photonique sur coupes 2I la paraffine et l 

en microscopie électronique. 
l 
1 

1.1.2.1. Microscopie photonique 

Des travaux antérieurs (Baskin, 

1974 ; Dhainaut, 1984) ont montré que certaines cellules libres dans 

le liquide coelomique de la Néréis (les coelomocytes) peuvent être 

classées en deux grandes catégories : les éléocytes et les granulo- 

cytes. Ces derniers peuvent 21 leur tour, en fonction de leur morpho- 

logie et de leur structure fine, être divisés en 3 types : les gra- 

nulocytes 1, II et III. 

La réaction irnmunocytochimique réa- 

lisée selon le protocole décrit dans le chapitre 1 A l'aide de l'an- 

ticorps polyclonal anti-MP II montre clairement que certains granu- 

locytes sont immunoréactifs. L'aspect des cellules ayant réagi sem- 

ble indiquer qu'il s'agit de granulocytes 1 (Pl. VI, fig. a). 

1.1.2.2. Microscopie électronique 

Les résultats obtenus en microsco- 

pie photonique sont confirmés par l'observation au microscope élec- 

tronique de coupes traitées par l'anticorps anti-MP II. La révéla- 

tion & l'or colloïdal précise très finement l'immunoréaction au ni- 

veau des granules des granulocytes 1 (Pl. VI, figs c et d). 

L.1.3. Electrophorèse 

Les résultats apportés par la technique 

d'immunocytochimie ont été contralés dans un premier temps par la 

technique d'électrophorèse. 

Etant donné que les réactions immunologiques 

(Ag-Ac) ont été repérées au niveau des coelomocytes en général (en 

microscopie photonique, Pl. VI, fig. a) et plus précisément au ni- 

veau d'une catégorie cellulaire de ces coelomocytes, les granulocy- 

tes 1 (en microscopie électronique, Pl VI, figs c, d) nous avons 

procédé dans un premier temps 2I l'isolement des coelomocytes et A 

l'analyse de leurs protéines constitutives par électrophorèse en gel 

de polyacrylamide-SDS.   ans un deuxieme temps, nous avons amélioré 

la séparation cellulaire par l'isolement de la catégorie de granulo- 



Localisation immunocytochimique de la MP II A l'aide de l'anti- 
corps polyclonal de lapin anti-MP II. 

Figure a - Microscopie photonique. Coupe au niveau du coelome 
de N. diversicolor traitée -par l'Ac anti-MP If. 
Parmi les coelomocytes, seuls les granulocytes 
(flèches) présentent une réaction positive. El, 
éléocytes ; V, vaisseau sanguin. X 440. 

Figure b - Ultrastructure d'un granulocyte 1 caractérisé par la 
présence de granules (9). et de microfilaments 
(mfts). X 18.000. 

Figures c, d - Réaction immunocytochimique obtenue A l'aide de 
l'Ac anti-MP II au niveau d'un granulocyte 1. Remar- 
quer les particules d'or colloïdal sur les granules 
(g). mfts, microfilaments. Fig. c : X 38 .000  ; Fig. 
d, X 5 8 . 0 0 0 .  





cytes et étudié comme précédemment leur contenu protéique. Les dif- 

férentes phases de séparation cellulaire et de traitement pour 

l'analyse électrophorétique ont été décrites dans le chapitre 1. Les 

figures 18 et 19 montrent le résultat de ces analyses électrophoré- 

tiques. Dans les deux cas, aussi bien pour les coelomocytes dans 

leur ensemble que pour les granulocytes isolés, nous avons noté la 

présence d'une bande protéique qui migre dans une zone qui corres- 

pond aussi au poids moléculaire de la MP II (=  10 kD). Le résultat 

obtenu par voie électrophorétique semble confirmer le précédent réa- 

lisé par voie immunocytochimique. Néanmoins, il reste possible que 

les deux bandes visualisées correspondent 2  protéines totalement 

différentes mais qui possédent un poids moléculaire apparent très 

voisin. Afin de tester cette hypothèse, nous avons envisagé un autre 

moyen de contrale plus précis puisqu'il s'agit d'une reconnaissance 

immunologique par la technique d'imrnunoprécipitation. 

1.1.4. Immunoprécipitation 

Pour cette expérience nous avons utilisé les 

coelomocytes et les granulocytes préparés de la même façon que pré- 

cédemment. Une fraction aliquote de chaque broyat a été ajoutée au 

complexe anticorps-protéine A Sépharose préalablement formé. Après 4 

heures d'incubation sous agitation (voir chapitre 1), les 2  imuno- 

précipités ont été analysés par électrophorèse en gel de polyacryla- 

mide-SDS. Le résultat obtenu et illustré par la figure 1 9  montre que 

dans le cas des 2  imrnunoprécipités, nous retrouvons une bande qui 

comigre avec la MP II. Ainsi, comme le montre cette figure, nous 

avons réussi a démontrer que les granulocytes possèdent au moins un 
site de stockage de la MP II si ce n'est un site de synthèse. 

Anticorps polyclonal de souris anti-coelomocytes 

1 . 2 . 1 .  Fabrication 

Des cellules coelomiques (coelomocytes) ont 

été isolées, lavées plusieurs fois et ont été injectées 3 souris. 

Après les 2 rappels d'immunisation nous avons prélevé le sérum des 3 

souris et nous l'avons testé par immunocytochimie sur des coelomocy- 

tes. Ce test a montré que les 3 souris ont bien répondu A cette im- 

munisation. 



1.2.2. Détection de la MP II après transfert 
électrophor4tique sur nitrocellulose 

Les résultats de l'immunocytochimie, d'élec- 

trophorèse et ceux de l'irnmunoprécipitation qui ont montré la pré- 

sence de la métalloprotéine au niveau des coelomocytes, nous ont 

conduit h tester l'immunsérum obtenu h partir de 3 souris qui ont 

étC immunisées par un extrait de coelomocytes. Nous avons préféré 

réaliser ce test par la technique sensible d'immunodétection des 

protéines transférées sur une feuille de nitrocellulose aprés leur 

analyse en électrophorèse. Pour ce test un broyat de coelomocytes 

ainsi qu'une fraction aliquote de la metalloprotéine purifiée ont 

ét4 analysés en gel de polyacrylamide-SDS et transférés sur une 

feuille de nitrocellulose. Après les différents traitements (voir 

chapitre 1) réalisés pour ce transfert, nous avons dCcoupé la 

feuille de nitrocellulose en 4 languettes contenant chacune les 2 

pistes des 2 échantillons. Une portion a servi pour la coloration 

par du noir amidon pour vérifier l'efficacit4 du transfert, tandis 1 
que les 3 autres portions ont é t e  .utilisees pour effectuer la 1 
révélation par les 3 sérums des 3 souris (S,, s,, st). La figure 20 

montre qu'il y a bien une réaction positive au niveau des différen- 

tes bandes protéiques du broyat des coelomocytes parmi lesquelles il 

faut constater une légere bande qui migre dans la mCme zone que la 

MP II (piste B). Mais ce qui est très important B noter c'est l'im- 

munoreaction de la MP TI purifiée vis-&-vis des 3 sérums anti-coelo- 1 
mocytes. avec une intensité plus grande pour celui obtenu partir 1 

1 

de la souris S a .  Ainsi, nous avons montré a la fois que les 3 souris l 

ont produit des anticorps dirigés contre plusieurs produits protCi- 

pues issus des~coelomocytes (ce qui servira pour d'autres etudes , 
ultérieures de ces cellules qui jouent un r8le important dans le / 
métabolisme de l'animal) et que la métalloprotéine est bien locali- 

lisee au niveau de ces cellules puisqu'elle a été reconnue par cet 

anticorps anti-coelomocytes. Ceci confirme le résultat précédent. 



Figure 20 - Immunodétection de la MP II et des protéines de 
coelomocytes (B) qui ont été analysés d'abord par 
électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS (Av : 
avant transfert) puis transférées sur une feuille 
de nitrocellulose (Ap : après transfert) par un 
anticorps anti-coelomocytes de souris (S,, s,, : 
immatriculation des souris immunisées). Les poids 
mol6culaires des substances standards sont indiqués 
sur la piste A.  

Figure 21 - Analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide- 
SDS de l'extrait soluble de Néréis ( A )  avant le 
transfert sur la nitrocellulose (Av). Après trans- 
fert (Ap) 13 surnageants de culture d'hybridomes 
(1, 2... 13) ont été testés pour contrôler leur 
spécificité vis-A-vis de la MP II. Les poids molé- 
culaires des substances standards sont indiqués sur 
la gauche de la figure. 





II - Localisation de la MF II A l'aide des anticorps 
monoclonaux 

11.1. Obtention d'un anticorps monoclonal anti-MP II 

Compte tenu du résultat obtenu avec l'anticorps 

polyclonal anti-coelomocytes qui a reconnu la MP II, nous avons en- 

trepris la fabrication d'un anticorps monoclonal anti-MP II & partir 

de la souris S z  qui a montré une réaction immunologique plus impor- 

tante que les autres (voir Fig. 20). A cette fin nous avons effectué 

une derniére injection stimulante h l'aide de 10 v g  du produit puri- 

fié dans la veine latérale de la queue, 2 jours avant la fusion 

(voir chapitre 1). 

Après le contact des cellules spléniques de la 

souris immunisée avec les cellules myélomateuses SPa0, les produits 

de cette fusion ont été répartis sur 960 puits pour effectuer leur 

culture. Les surnageants de cuiture ont été testés par le systeme 

ELISA en utilisant la MP II comme antigène de recouvrement. Nous 

avons ainsi obtenu 13 surnageants positifs sur 151 surnageants tes- 

tés. Ces 13 surnageants de culture contenant des anticorps dirigés 

contre la métalloproteine ont été soumis Zi un test d'immunodétection 

réalisé sur des protéines de l'homogénat total de la Néréis transfé- 

rées sur une feuille de nitrocellulose ultérieurement h une sépara- 

tion par électrophorèse. Ce test a eu pour but de contrôler la spé- 

cificité des anticorps contenus dans les différents surnageants de 

culture. La révélation par les 13 surnageants de culture a montré 

que quelques surnageants (comme le 4, le 11 et le 12) n'ont réagi 

pratiquement qu'avec la bande protéique correspondant la MF II 

(Fig. 21). Parmi ces surnageants, nous avons retenu le 4, le 11 et 

le 12 h cause de leur réaction spécifique avec la MP II et nous 

avons ensuite effectué le clonage des cultures correspondant aux 

surnageants 4 et 11. Aprés le test des surnageants de culture obte- 

nus h l'issue de ce premier clonage, nous avons noté, par l'utilisa- 

tion du test ELISA, que tous les surnageants étaient positifs. Il 

est donc apparu qu'un seul clonage était suffisant pour la produc- 

tion d'un anticorps monoclonal. 

Pour la suite de ce travail et l'exploitation de 

l'anticorps monoclonal, i l  faut signaler que nous avons utilisé uni- 



quement le surnageant de culture 4 que nous avons appelé anticorps 

monoclonal MP II 4. 

11.2. Immunocytochimie 

Des coelomocytes qui sont composés, rappelons le, 

de 2 catégories cellulaires : éléocytes et granulocytes, eux-memes 

divisés en 3 types cellulaires (granulocytes 1, II, III) (Dhainaut, 

1984) ont été ponctionnés a partir de la cavité coelomique d'animaux 
non intoxiqués et ont été étalés sur des lames de verre (voir chapi- 

tre 1). Aprés incubation des granulocytes qui ont la faculté de res- 

ter adhérents au support, avec l'anticorps monoclonal MP II 4 et la 

révélation de la réaction irnrnunologique, nous avons constaté qu'il 

n'y a qu'un seul type de granulocytes (type 1) qui a réagi positive- 

ment (Pl. VII, fig. a). Ces granulocytes 1 sont tous colorés sauf la 

partie correspondant au noyau. Les éléocytes et les autres types de 

granulocytes ne présentent aucune réaction positive. Sur la même 

planche, la figure b montre que les cellules qui ont réagi ont ten- 

dance a devenir moins denses au fur et A mesure que les substances 

immunoréactives diffusent au cours de l'étalement cellulaire. 

Avec ce résultat apporté par l'anticorps monoclo- 

nal, nous avons pu préciser de façon plus significative la localisa- 

tion de la MP II au niveau des granulocytes du type 1 et au niveau 

des substances émises lors du phénoméne de dégranulation (Pl. VII, 

fig. c). 

B - RECHERCHE DES MECANISMES D'ACTION DE LA MP II LORS DE 
L'ACTIVATION DES GRANULOCYTES 

1 - Activation in vitro 
Il a été démontré que les granulocytes mis en contact 

avec des corps étrangers ou en incubation avec des agents toxiques 

(ionophore A 23187 (Sigma) ; lipopolysaccharide (Sigma)) libèrent le 

contenu de leurs granules dans le milieu de culture (M'Béri et al., 

inédit). Dans notre travail, nous avons cherché A déterminer si le 

cadmium pouvait avoir une action directe sur la dégranulation de ces 

cellules et plus exactement sur la libération de la MP II. 

1.1. Electrophorèse 

La figure 22 montre qu'une population de granulocy- 



PLANCHE VI1 

Localisation immunocytochimique en microscopie photonique de la 
MP II h l'aide de l'anticorps monoclonal (MP II 4) anti-MP II. 

Figure a - Parmi les différents types de coelomocytes, un seul 
type de granulocytes (GI) est inmunoréactif. El, 
éléocyte ; GII, granulocyte de type II. 

Figure b - Imrnunoréaction pendant le processus d'étalement 
des granulocytes 1 (GI). S, sarcolyte. 

Figure c - Dégranulation d'une substance imrnunoréactive a 
partir des granulocytes 1 (flèches). 





tes mise en culture dans un milieu contenant 55 ppm de cadmium a ex- 

pulsé le contenu de ses granules cytoplasmiques dans le milieu de 

culture. Parmi les différents constituants du milieu de culture, dé- 

tectés par électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS, nous avons 

retrouvé une bande protéique correspondant A la métalloprotéine MP 

II. Toutefois, cette bande est moins importante que celle détectée 

lors de l'analyse d'un échantillon d'une population de granulocytes 

traités par l'ionophore-calcium (Fig. 23). 

1 . 2 .  Immunoprécipitation 

30 ZI 60 ~1 du milieu de culture où nous avons incu- 

bé des granulocytes avec une solution de cadmium (55 ppm) ont été 

ajoutés ZI 5 mg de protéine A-Sépharose et 20 ~1 de sérum de lapin. 

Les différentes étapes de cette expérience ont été signalées dans le 

chapitre 1. L'immunoprécipité a été récupéré et analysé en électro- 

phorèse en gel de polyacrylamide-SDS. Comme le montre la figure 22, 

une bande protéique qui comigre avec la MP II a été mise en évidence 

dans l'immunoprécipité, ce qui n'est pas visualisé dans la piste 

d'électrophorése correspondant aux anticorps du sérum seul analysé 

antérieurement (Fig. 19). Ce résultat confirme que la bande protéi- 

que détectée précédemment lors de l'analyse électrophorétique de 

l'ensemble des protéines présentes dans le milieu de culture des 

granulocytes soumis h l'action du cadmium correspond effectivement h 

la métalloprotéine MP II. 

Avec ces 2 résultats, nous avons pu démontrer ZI la 

fois l'action directe du cadmium sur l'activation des granulocytes 

en provoquant leur dkgranulation et la libération de la MP II dans 

le milieu de culture. 

II - Activation in vivo 

11.1. Immunocytochimie 

En collaboration avec E. Porchet-Henneré, nous 

avons injecté des billes de latex dans la cavité coelomique des Ne- - 
reis diversicolor. puis nous avons effectué une ponction du liquide 

coelomique que nous avons déposé sur une lame de verre. Ce dépôt a 

été traité par l'anticorps monoclonal MP II 4. Apres révélation, il  

est apparu qu'il y a une grande quantité de "gouttes" d'immunopréci- 

pitation prouvant l'existence d'une grande dégranulation (Fig. 24). 



11.2. Immunoprécipitation a partir du liquide 
coelomique et électrophorése 

Le liquide coelomique des animaux ayant reçu une 

injection de cadmium dans leur cavité coelomique a été prélevé, cen- 

trifugé et incubé avec l'anticorps polyclonal de lapin. L'immunopré- 

cipité a montré une bande protéique comigrant avec la MP II après 

analyse électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS (Fig. 25). 



Figure 22 - Analyse Clectrophorétique en gel de polyacrylamide- 
SDS. A : Poids moléculaire des substances stan- 
dards ; B : Milieu de culture des granulocytes 
incubés en prdsence de 55 ppm de cadmium ; C : MP 
II purifiée ; D : Protéines du milieu de dCgranu- 
lation immunoprécipitées par l'anticorps anti-MP II 
de lapin. 

Figure 23 - Etude par ClectrophorCse en gel de polyacrylamide- 
SDS du milieu de ddgranulation provoquCe par l'io- 
nophore-calcium (A) et du milieu de dCgranulation 
provoqude par le cadmium (B). Les poids molbculai- 
res des standards sont indiqués sur la droite de la 
figure. 

Figure 24 - Détection des immunoprdcipités ( cl ) lies aux 
réactions de l'anticorps monoclonal MP II 4 avec la 
MP II dans le liquide coelomique prklevé dans des 
animaux ayant reçu des injections de billes de 
latex (b) dans leur cavitC coelomique. 

Figure 25 - Electrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS. A : 
liquide coelomique des animaux traités par 55 ppm 
de cadmium (injecté dans le coelome) ; B : protCi- 
nes du même liquide coelomique immunoprécipitées 
par l'anticorps anti-MP II de lapin ; C : Poids 
moléculaires des substances standards. 
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DISCUSSION 

L'ensemble des résultats obtenus dans cette étude semble 

bien indiquer que des granulocytes synthétisent la MF II. Celle-ci 

serait ensuite exportée vers le liquide coelomique comme en témoigne 
sa mise en évidence par voie électrophorétique du liquide coelomique 
et des produits de dégranulation (M'Béri et al., inédit). Les 

granulocytes de type 1 apparaissent particulièrement impliqués dans 

ce processus. Dans le cas d'animaux intoxiqués in vivo, ces cellules 

présentent une raréfaction caractéristique de leurs granules généra- 

lement considérés comme lysosomes primaires (Dhainaüt, 1984). Toute- 

fois, il n'est pas exclu que les autres types de coelomocytes puis- 

sent également contenir la MP II. Leur plus faible réaction irmnuno- 

cytochimique pourrait être liée A une plus faible teneur antigéni- 
que. A notre connaissance, il existe peu d'exemples d'Invertébrés où 

le site de synthèse de protéines capables de complexer le cadmium a 
été démontré. Il convient toutefois de citer le cas de 1'Huitre 

Crassostrea gigas, où Martoja et Martin (1985) ont pu, par réduction 

du ferricyanure ferrique, détecter dans les amoebocytes a zinc et 

cuivre une protéine sulfhydrilée de complexation du cadmium. 

En ce qui concerne la Néréis, il l'aide de l'anticorps mono- 

clonal (MP II 4) nous avons pu confirmer que le site de synthese se 

trouve au niveau des granulocytes 1. L'examen cytologique révéle 

que les granules cytoplasmiques de ces cellules, réactifs aux anti- 

corps, sont vraisemblablement élaborés par l'appareil de Golgi 

(Dhainaut, 1984) et donc de production endogène. Ces cellules sont 

connues pour leur coopération avec les granulocytes II lors de 

l'encapsulation des corps étrangers (Porchet-Henneré et al.. 1987). 

De plus il faut signaler qu'a notre connaissance, il  n'a jamais été 

fabriqué d'anticorps monoclonaux anti-métalloprotéines chez les 

Invertébrés ; par contre, récemment Talbot et al. (1986) ont pu 

produire des anticorps monoclonaux anti-métalloprotéines et métallo- 

thionéines chez le lapin. Cet anticorps monoclonal (MP II 4) consti- 

tue un réactif specifique pour 114tude des processus immunologiques 

développ4s par les granulocytes 1. 11 constituera ainsi un marqueur 



spécifique des granulocytes 1 pour toute autre étüde nécessitant un 

repkrage de cette population cellulaire. Cet iinticorps monoclonal 

constitue également un outil précieux qui pourra servir a identifier 
la présence de la MP II dans des circonstances variées, 9 quantifier 

sa secr6tion par l'utilisation d'une technique type ELISA et qui 

pourra aider à établir la structure de la MP II ainsi que contribuer 

a sa purification par chromatographie d'affinité antigène-anticorps. 
Dans les conditions opératoires utilisées, l'analyse élec- 

trophorétique du contenu protéique obtenu après dégranulation provo- 

quée par le csdmium a donné lieu i?i une bande moins intense par rap- 

port a celle obtenue i?i partir du milieu de dégranulation des granu- 

locytes lors de leur contact avec de l'ionophore-ca?ciurn. Le fait 

d'obtenir cette bande dans les 2 cas pourrait indiquer que cette 

protéine MP II n'est pas synthétisée ni li5érke sp&cifiqueaent en 

réponse A l'action du cadmium. Il est tout-à-fait possible que cette 

MP II intervienne également dans d'autres processus de défense de 

l'organisme. Il est possible aussi qu'elle ait comne rôle spécifiqua 

de fixer les métaux lourds mais qu'elle soit libérée de fzçon non 

spécifique ?ors d'une agression. 



DISCUSSION ET CONCLUSION 

GENERALES 



DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES 

Notre travail relatif aux effets du cadmium chez 1'Annélide 

Nereis diversicolor a, dans un premier temps, permis de confirmer 

des résultats obtenus antérieurement (Dennaï et al., 1986), h savoir 

que ce ver marin supporte bien une concentration de 22 ppm de ce 

métal lourd ajouté expérimentalement l'eau d'élevage. Ces données 

prouvent que cette espèce euryhaline, bien adaptée h la vie dans la 

vase des estuaires, est particulièrement résistante puisqu'il a été 

démontré par d'autres auteurs qu'un grand nombre d'animaux, Inverté- 

brés et Vertébrés, ne supportent pas une concentration supérieure h 

2 ppm. Par exemple, Noël-Lambot (1980) a observé que les 3 Mollus- 

ques, Patella vulgata, Patella caerula et Nucella lapilus sont rapi- 

dement tués avec une faible dose de cadmium (2 ppm). Il a même été 

démontré que pour certains poissons d'eau douce, une concentration 

aussi faible que 0,01 ppm de cadmium est létale (Doudoroff, 1953 ; 

Ball, 1967 et Kumada et al., 1972). Le rhsultat obtenu chez Nereis 

diversicolor est en accord avec les conclusions d'autres auteurs qui 

ont montre que, dans la 'nature, cette espèce peut s'adapter un 

environnement riche en cadmium (Bryan et Hummerstone, 1973). En ce 
qui concerne la Néréis, il convient toutefois de noter que les 

expériences que nous avons réalisées des températures différentes 

(4°C' 13°C et 16,S°C) ont permis d'établir l'effet de ce facteur 

abiotique sur la toxicité du métal. Ceci peut sans doute s'expliquer 

par des variations du métabolisme du ver et de la bioaccumulation 

enregistrée par dosages en SAAF. En effet, le facteur de 

concentration calculé pour des animaux intoxiqués par 22ppm 4°C a 
presque doublC pour une temperature de 13°C. L'effet de la 

température sur l'accumulation des métaux lourds a été étudié chez 

d'autres espèces (Noël-Lambot, 1980 ; Vernberg et al., 1974). Outre 

ce facteur que nous avons étudié particuliérement, il faut noter que 

l'absorption du cadmium peut dépendre également d'autres facteurs 

tels que l'age et le sexe des animaux (Noël-Lambot, 1980 ; Martoja 

et al., 1983), la saison de récolte des animaux (Delval, 1984), la 

salinité, la présence d'autres métaux dans le milieu, la dose et la 

nature chimique du métal (Brernner, 1978). Il conviendrait donc 

maintenant de tester chez la Neréis l'influence sur la toxicitC du 

cadmium d'autres facteurs aussi divers que l'age, le sexe des 

animaux, la salinite du milieu, l'action simultanée de plusieurs 

métaux lourds qui peuvent d'ailleurs intervenir en synergie ou avoir 

des effets antagonistes. 



Un point qui semble également important A signaler est 

représenté par ces variations dans la teneur en cuivre et surtout 

en zinc en fonction de l'intoxication par le cadmium que nous avons 

pu quantifier mais que nous ne sommes pas encore en mesure d'expli- 

quer. Les résultats apportés dans 1'6tude de l'influence de l'into- 

xication par le cadmium sur la teneur en zinc et en cuivre aussi 

bien dans -les animaux entiers que dans leur partie soluble, nous 

permettent toutefois de suggérer qu'une intoxication de la Néréis 

par le cadmium peut entraîner une augmentation de la quantité de 

zinc dans l'ensemble du corps, et en particulier dans la partie 

soluble. L'augmentation de la teneur en zinc dans la fraction 

soluble de certains organes comme le foie a déjh été décrite chez 

des poissons (Noël-Lambot, 1980 ; Webb, 1972). La quantité de cuivre 

n'a pas changé de façon significative aussi bien dans l'animal 

entier que dans sa partie soluble. La variation de la quantité de 

ces 2 métaux lourds (cuivre et zinc) lors d'une intoxication par le 

cadmium pourrait s'expliquer par une certaine redistribution dans le 

corps ou/et une absorption accrue du métal à partir du milieu 

extérieur (Noël-Lambot, 1980). Ces variations montrent qu'il existe 

une interférence du cadmium avec le métabolisme du zinc. Du fait de 

leur similitude, le cadmium et le zinc entrent vraisemblablement en 

compétition au niveau de très nombreux sites cellulaires. 

Dans sa these, Dennaï (1984) a montré par une étude 

ultrastructurale que les tissus de la Néréis ne sont pas du tout 

altérés lors d'une intoxication de plus de 11 jours par 22 ppm de 

cadmium. Il a également été observé en microscopie photonique que 

les tissus et organes (y compris le cerveau) semblent encore 

tout-a-fait normaux lors d'une intoxication de 4 jours par 55 ppm de 

cadmium. Toutefois, il  a pu aussi être établi par culture 

organotypique que, lors de ce type d'intoxication, la libération au 

niveau de l'aire neurohemale de certains neuropeptides et, en 

particulier d'un facteur inhibiteur de la maturation sexuelle (la 

neréidine), est stoppée (Dennaï et al., 1986). 

Notre étude ultrastructurale a donc été effectuée essentiel- 

lement sur des vers intoxiqués dans les mêmes conditions (55 ppm 

pendant 4 jours h 13°C). Nos résultats confirment la faible altéra- 

tion des organes au bout de 4 jours marquée seulement au niveau de 

l'épiderme, de l'ensemble du tissu nerveux et des néphridies par 

l'abondance de lysosomes. Trois faits marquants doivent néanmoins 

être mentionnés : présence de figures d'allure pathologique dans 



quelques axones, agglomération des grains de sécrétion dans les 
péricaryons des cellules neurosécrétrices (reflet probable de l'ar- 

rêt de libération), phénomène de dégranulation observée dans cer- 

taines cellules libres dans la cavité coelomique de l'animal, les 

granulocytes 1, et abondance de sphérocristaux dans l'dpithélium 

intestinal. Ces derniers ont bté observés chez d'autres espèces 

d'Invertébrés : chez les Insectes (Martoja et Martoja, 1984), chez 

les Crustacés (Chassard-Bouchaud, 1982) et chez les Protozoaires 

(Simkiss, 1976). Simkiss (1981) et Mason et al. (1982) ont montré 

que lors d'une exposition des animaux de quelques heures, la plupart 

des métaux radioactifs sont incorporés rapidement dans les sphéro- 

cristaux. Ballan-Dufrançais (1982) a tiré la même conclusion après 

avoir suivi au microscope électronique le processus de bioaccumula- 

tion de métaux dans les spherocristaux de Pecten maximus h l'aide 

d'une microsonde aux rayons X. Les mécanismes de formation de ces 

sphérocristaux sont apparemment très variés. Nous citerons ici 

quelques exemples tout en précisant que l'implication du système 

lysosomal est un aspect commun aux tissus des InvertCbrés et que la 

majorité contiennent du fer, du cuivre et du calcium (Brown, 1982). 

D'après Brown, il y a 4 processus majeurs dans la formation des 

sphérocristaux. 

- Le premier peut exister chez divers animaux (des Coelentérés aux 

Insectes). Il implique la formation de ces granules A partir de 

l'appareil de Golgi ou bien partir de citernes qui lui sont 

associées (exemple : Musca domestica (Sohal et al., 1977, cités par 

Brown (1982)). 

- Le deuxi&me site d'initiation est le réticulum endoplasmique et 

ses citernes, comme dans le cas de dépbt de sels chez l'Insecte 

marin Petrobius maritirnus. 

- La troisième possibilité est représentée par le dépôt de minéraux 

dans des vésicules ou vacuoles d'origine inconnue. C'est le cas des 

Mollusques (George et al., 1975) et des Crustacés (Hryinewiecka- 

Szyfter, 1972 ; Brown 1976 ; Hopkin et Nott, 1980). 

- Le quatrième site d'initiation est constitué par les mitochon- 
dries. Les premières études des tissus d'Invertébrés (Wigglesworth 

et Salpeter, 1962) suggèrent que les concrétions minérales sont 

formées par minéralisation des mitochondries. Chez les Mammifères, 

les études ont démontré l'accumulation de calcium (Wasserman et 

Kallfelz, 1970) et la capture de l'or (Stuve et Gall, 1970) au 

niveau des mitochondries. Mais A la lumière des résultats obtenus, 



les auteurs (George et Pirie, 1979) suggèrent qu'il n'y a pas un 

mécanisme unique pour les accumulations. On trouve ces dernières 

dans divers organites (mitochondries, lysosomes, vésicules dérivées 

de l'appareil de Golgi) et dans des vésicules de pinocytose. La 

signification des sphérocristaux présents chez la Néréis nous échap- 

pe encore. En effet, l'injection dans la cavité coelomique de cad- 

mium radioactif (durée d'incorporation : 3 heures) que nous avons 

effectuée très récemment, a apporté la preuve que le métal peut 

effectivement s'accumuler dans l'épithélium digestif, mais surtout a 
l'apex des cellules. Cette observation plaide plutôt en faveur d'une 

excrétion du métal dans la lumière intestinale que d'un piégeage au 

niveau des sphérocristaux dont une étude préliminaire effectuée par 

microanalyse aux rayons X a révélé qu'ils sont riches en calcium et 

en phosphore. Ce dernier résultat qu'il conviendra de confirmer par 

la suite peut être aussi le reflet d'un dérèglement du métabolisme 

du calcium. 

Notre étude biochimique a confirmé dans un premier temps 

l'existence, chez la Néréis, d'au moins deux protéines capables de 

complexer le cadmium (Dennaï, 1984 ; Nejmeddine, 1985 ; Dennaï et - 
al., 1986). Il s'agit d'une catégorie de protéines de haut poids - 
moléculaire (supérieur h 100 kD) et d'une autre de faible poids 

moléculaire (MP II) que nous avons réussi A caractériser après 

purification (voir chapitre IV et Nejmeddine et al., 1987). Par 

l'étude électrophorétique et l'analyse des acides aminés, nous avons 

trouvé que la MP II possède un poids moléculaire de 10 kD. Après 

analyse en FPLC du produit natif, il  s'est révélé que le produit 

purifié possède, en fait, un poids moléculaire très proche de 20 kD. 

Ceci nous a permis de suggérer que la MP II est de forme dimérique 

et qu'elle est constituée de 2 sous-unités très probablement identi- 

ques. Lors de la caractérisation de cette métalloprotéine, il  s'est 

avéré que les principales caractéristiques de la molécule (faible 

proportion de cystéine, absence d'absorbance 250 nm, présence 

d'acides aminés aromatiques et finalement des traces de sucres) sont 

différentes de celles des métallothionéines bien connues pour leur 

intervention dans certains processus de détoxication (Margoshes et 

Vallée, 1957). Il convient toutefois de rappeler ici que des protei- 

nes assez comparables celles que nous avons trouvées chez la 

Néréis ont été signalées chez d'autres Invertébrés (Tableaux 1 et 

7). La glycoprotéine isolée partir d'une larve d'Insecte Pteronar- 



cys californica (Clubb et al, 1975) présente, par exemple, des 

caractéristiques très proches de celles de la MP II, a savoir qu'el- 
le renferme 1,9 % de cystéine et un taux très élevé en sucres. 

L'hypothèse que ce genre de protéines pourrait jouer le même rale 

que les cadmium-thionéines (voir rdle des métallothionéines dans 

l'introduction) (Bouquegneau et Noël-Lambot, 1978) a déja été avan- 

cée (Martoja et al., 1983). D'autres protéines et glycoprotéines 

ayant la propriété de lier les métaux lourds et en particulier le 

cadmium, mais différentes des rnétallothionéines, ont été découvertes 

chez plusieurs autres espèces animales et végétales (pour la revue, 

voir Stone et Overnell, 1985). 

Dans le but de localiser le site de synthèse de la métallo- 

protéine MPII présente chez la Néréis, nous avons fabriqué un anti- 

corps polyclonal anti-MF II. L'utilisation de cet anticorps dans les 

techniques immunocytochimiques et d'irnmunoprécipitation a révélé que 

la MP II est tr&s vraisemblablement synthétisee par les qranulocy- 

tes. Une localisation plus fine a été obtenue au niveau des granules 

des granulocytes 1 à l'aide de cet anticorps utilisé par voie immu- 

nocytochimique haute résolution (Dhainaut-Courtois et al, 1987). 

Selon toute vraisemblance, cette MP II serait ensuite exudée vers le 

liquide coelomique comme en témoigne la mise en évidence par voie 

électrophorétique des produits de dégranulation et du liquide coelo- 

mique. A notre connaissance, il existe peu d'exemples d'Invertébrés 

où le site de synthèse de protéines capables de complexer le cadmium 

a été démontré. Il convient toutefois de citer le cas de lfHuftre, 

Crassostrea qigas, où Martoja et Martin (1985) ont pu, par réduction 

du ferricyanure ferrique détecter dans les amoebocytes a zinc et 
cuivre une protéine sulfhydrilée de complexation du cadmium. 

Les résultats obtenus avec l'anticorps polyclonal ont été 

confirmés par l'anticorps monoclonal anti-MP II. De plus, il a été 

prouvé que ce dernier ne marque que les granulocytes 1. L'examen 

cytologique révèle que les granules cytoplasmiques de ces cellules, 

réactifs aux anticorps, sont vraisemblablement élaborés par l'appa- 

reil de Golgi (Dhainaut, 1984)et donc de production endogène. A 

notre connaissance, il n'a jamais été fabriqué d'anticorps monoclo- 

naux anti-metalloprotéine chez les Invertébrés. Par contre, Talbot 

et al. (1986) ont récemment pu produire des anticorps monoclonaux 

anti-métalloprotéines et métallothionéines chez le lapin. Cet anti- 

corps monoclonal anti-MP II constitue donc un réactif spécifique 

pour l'étude des processus immunologiques développés par les granu- 



locytes 1. Il constituera également un marqueur spécifique des 

granulocytes 1 pour toute étude nécessitant un repérage de cette 

population cellulaire. Cet anticorps monoclonal constitue aussi un 
l 

outil précieux qui pourra servir -3 identifier la présence de la MP 

II dans des circonstances variées, a quantifier sa sécrétion par 

l'utilisation d'une technique type ELISA et à contribuer 2~ établir 

sa structure. 

En conclusion, les différentes techniques que nous avons 

utilisées dans notre étude ont apporté des résultats précieux quant 

a la toxicité du cadmium, sa bioaccumulation et certains mécanismes 

de détoxication mis en oeuvre lors d'une intoxication expérimentale 

de la Néréis. 

Nous espérons dans un avenir relativement proche 
*- -- ." 

obtenir la séquence de la MP II, ce qui nous permettrait de mieux 

comprendre le phénomène de complexation du cadmium qui s'effectue à 

son niveau. De plus, les résultats préliminaires que nous avons 

obtenus très récemment avec la méthode de radioautographie laissent 

également envisager que nous serons bientôt en mesure de decrire la 

cinétique d'accumulation du cadmium ainsi que les principales étapes 

de son métabolisme dans ce ver marin. 
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d'une i n t . ~ x i g a t ~ 6 ~ c h ~ P , n ~ q ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ c g w ~ i e n . g i & t : p u t e f o ~ s  ." > *J 2 @P., :+ d g  , & ~ ~ : ~ , ~  + . .  de"natBr v lRap'- 
pari tion !ipekeaedlai& de ~a~bpi$,Fycf + . ,.. iit$ux2@ -+)cb d a n 5 b '  i n t e s t i n  et l a  
degranulation des granqlqcytea _ a T iceiiules l i ibrta : dans l a  cavitC 

, - - - .  . * ' - . -3 ; .. , . .. . 
coelomique du, ver (~haihkut', b _ V I  198&) . ) .' ;'. -:: %$-?&' 

,Jr - 7% :y% '; ;g ";.y+>. " .,- 
- 

Parmi les moy{ns .:'a'r- T d4t-pxicaftto& C 'I $.:, -. -+&* y c "  - posstbie:s. deux sont 
.a. - 

asintenant bien btablis : la :faible -dioiicsunulation7 du cadmiua 
4 t U d i C ~  par dosages par s .A.'~!F ." e t  1% 'gireijehce' de deux ret4tallo- '. 
pretéines capables de complexer-.le aetal (masse nolCculaire sup4.-. .- 

rieure h 100 hD et voisine d e ' ' $ ~ - k ~ ) . '  La derniere piotCir.+ dont la 
masse mal&culaire apparente ( 1 0 - k D )  "est ;~?raparable celle des a&- 
t a l l o a i c n 4 i n c s  a retenu notre artenfi&. AppelCe rn&talloprot6ioo 
11 (Me TI) garce qu'elle appzraft sur 'le deuxI8na p i c  aprers f t k -  . -  

. - 
tration sur SBphiidex G 75,'cetté::&-oteinc est maintenant parfaits- * -  

- - . l  
=nt purif %Ce e t  caracteris&. Il est carlhin que ses proprfdtbs: 
et sa composition en acides amiiiCs different de ccllsr des iridtcih 

i8thioaeines' e t  i i aenble 6gales.erht tr&s probable que c e t t e  tj@? - i ~  
pass&de, en fait, une forme dimerique. a .  

Des anticorps poly- et moxoclonaux ont %t dx*nus ~ ~ ~ t r @  ' 

l a  HP f3.:$on s i t a  de - synthkse r4vélé par l ' é tude  iljamunocytachlrnQ- - 

qÙe en mfero~copis e5lcctronique e s t  s i t u é  dans les . . . = .  

cellules ddjà connues pour lzur rblt de dafensa 
t"4t'ude de la strrizetlrr 

aécanisme b'tkction se poursuit 


