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BIOACCUMULATION METALLIQUE ET METALLOTHIONEINES CHEZ TROIS ESPECES 
DE POISSONS DU LITTORAL NORD-PAS DE CALAIS. 

Ce travail concerne l'impact de la contamination par les métaux 
lourds du littoral Nord-Pas de Calais sur les niveaux de concentrations 
métalliques de différents organes et les teneurs en métallothionéines 
hépatiques des limandes, limande-soles et morues prélevées dans cette 
zone. 

Ces poissons se distinguent par des teneurs élevées en Pb au 
niveau du muscle. Les teneurs en métal du foie et des branchies varient 
selon la contamination du milieu environnant. Le mode de vie du poisson 
influence également les concentrations hépatiques. Des métalloprotéines 
hépatiques, définies sous le nom de métallothionéines (MT), intervenant 
dans la détoxication des métaux lourds, ont été détectées chez les 
trois espèces étudiées. Chez les pleuronectidés (limandes et 
limande-soles), deux isoformes de ces protéines existent. Différentes 
techniques de dosages des MT ont été testées (DPP, colorimétrie des SH, 
immunologie). Après détermination du contenu en MT par immunologie (RIA 
et ELISA), on a montré qu'au niveau du foie, les rapports (teneurs en 
métal/teneurs en MT) diffèrent selon les espèces. D'autre part, les 
teneurs hépatiques en MT, Cu et Zn des limandes et morues capturées sur 
les sites les plus contaminés sont supérieures à celles des individus 
provenant des sites "témoins". Si l'on exclut le facteur "reproduction", 
c'est-à-dire si les poissons sont prélevés en dehors de la période de 
maturation des gonades, les MT peuvent être utilisées en tant que 
bioindicateur de pollution par le Cu et le Zn chez ces deux espèces. 

Mots-clés: métaux lourds, contamination, milieu naturel, poisson, 
métallothionéine, détoxication, bioindicateur. 

METALLIC BIOACCUMULATION AND METALLOTHIONEINS IN THREE FISH 
SPECIES FROM COASTS OF NORD-PAS DE CALAIS COUNTY 

The aim of this work was to study the impact of the contamination 
by heavy metals from the coasts of Nord-Pas de Calais County on the 
levels of metal concentrations in different tissues and on the arnounts 
of hepatic metallothionein of dab, lemon-dab and cod. 

The fish are characterized by high levels of Pb in muscle. 
Variations in liver and gill metal concentrations can be related with 
environmental contamination. Behaviour of fish is also significant in 
influencing hepatic concentrations. Hepatic metalloproteins, definied as 
metallothionein, involved in detoxification of heavy metals were 
detected in three fish species studied. We show the existence of two 
isoforms of those proteins in flatfish (dab and lemon-dab). Several 
techniques to quantify metallothioneins have been tested (DPP, 
colorimetric method of thiols, immunological methods). After 
measurements of MT by irnmunoassays (RIA, ELISA), we have shown that the 
ratios (levels of metal/levels of MT) are different in the liver of 
each species. 

The hepatic levels of MT, Cu and Zn are higher in dab and cod 
caught at the most contaminated sites than at the reference sites. If 
sampling is avoided during the period of sexual maturation, i.e. 
excluding the parameter "reproduction", MT can be used as a bioindicator 
of Cu and Zn pollution for those two species. 

Key-words: heavy metal, contamination, environmental condition, 
fish, metallothionein, detoxification, bioindicator. 
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1. Introduction 

Lors de ces dernidres dbcennies, les probldmes pos6s par la 

pollution marine et notamment au niveau du littoral sont devenus des 

pr6occupations majeures à ll&helle internationale. 

Le Nord de la France est une region soumise à une densite de 

population et à une industrialisation particulidrement importantes. Il en 

r6sulte une augmentation des rejets de polluants dans le milieu marin 

dont la qualit6 peut être modifie0 voire d6grad6e1 d'où des perturbations 

au niveau du biotope (modifications de m6tabolisme, physiologiques, 

n6croses de poissons.. . )  . Lr6tude de l'impact de la pollution sur les 
organismes vivants se doit d'être consid6rée. 

Les metaux lourds sont des polluants dont la nocivit6 est 

essentiellement li6e à leur remanence et a leur sp6ciation. Ces 

substances peuvent être toxiques même à 1'6tat de traces. En effet, à 

l'inverse des polluants organiques, les metaux lourds sont peu 

m6tabolis6s. Ils peuvent donc être transfér6s dans le r6seau trophique et 

s'accumuler dans la matidre vivante. 

Les organismes vivants, confront6s à des contaminations 

m6talliques, peuvent se d6toxifier en s6questrant les metaux par 

Qlaboration de proteines ayant la capacit6 de complexer les el6ments 

metalliques. Ces m6talloprot6ines ont fait l'objet de diverses 6tudes en 

laboratoire et ont 6t6 definies comme etant, dans la majorit6 des cas, 

des m6tallothion6ines (MT). Il faut noter, cependant, que certaines 

espdces synth6tisent des prot6ines qui ne poss6dent pas les 

caract6ristiques des MT (STONE et OVERNELL, 1985). 

Lors df6tudes concernant les poissons, des MT ont 6t6 induites par 

des intoxications m6talliques en laboratoire, par voies naturelles (eau, 

nourriture) (KIT0 et al., 1982 ; OLSSON et al., 1987 ; OVERNELL et al., 

1988) , ou par injection (OVERNELL et COOMBS, 1979 ; SHEARS et FLETCHER, 

1984). Une relation de cause à effet entre l'intoxication metallique et 

la synthdse de MT est d6montr6e. La mise en 6vidence d'un tel ph6nomdne 

a amen6 l'hypothdse que les MT pourraient être utilisees en tant que 

bioindicateur de la pollution du milieu naturel par les metaux lourds. 

Etant donne la cornplexit6 des situations en milieu naturel, les 

conditions environnementales (facteurs exogdnes) et biologiques (facteurs 



endoghnes) constituent un ensemble de paramhtres qui rendent delicates 

l'extrapolation d'observations du milieu artificiel au milieu naturel. 

Jusqu'a pr6sent1 les Btudes men6es en milieu naturel sont 

relativement peu nombreuses. Elles ont concerne des poissons d'eau douce 

(perche, truite) provenant de rividres ou de lacs pr6sentant un net 

gradient de pollution ; les individus ont 6t6 preleves ponctuellement en 

amont ou en aval de sites de pollution (ROCH et al., 1982 ; OLSSON et 

HAUX, 1986 ; HOGSTRAND et al., 1991) ou ont et6 maintenus 

artificiellement dans des sites diff6remment contamines (ROCH et MC 

CARTER, 1984b). 

Dans ces milieux naturels plus ou moins confin6s, le paramdtre 

"degr6 de contamination du site" est donc relativement bien defini. 

D'autre part, l'influence du facteur 'saison" ou des facteurs biologiques 

ont et6 peu approfondis lors de ces 6tudes alors que ces derniers ont 

fait l'objet de multiples Btudes en laboratoire. 

Compte tenu de ces 616ments, le but de notre travail est donc de 

definir si les niveaux de contamination en polluants metalliques du 

littoral Nord-Pas-de-Calais sont reflet6s dans les tissus des poissons 

marins drint6rêt commercial. Il consiste Bgalement à demontrer si un 

processus de détoxication par synthhse de MT est mis en place chez ces 

organismes et d16valuer finalement dans quelle mesure ces proteines 

pourraient être utilisees en tant que bioindicateur de pollution 

mbtallique. 

La démarche suivie lors de ce travail se resume en quatre points 

essentiels qui seront traités successivement. 

- Nous avons Btabli un suivi des niveaux de concentrations en 

616ments metalliques (Pb, Cu, Zn, Cd, Mn et Fe) dans les sédiments et les 

tissus de trois esphces de poissons (limande, limande-sole et morue). Les 

paramdtres : espdce, organe, site de pr6lhvement, nature du metal, âge, 

sexe et Bpoque de pr6lhvements ont et6 pris en compte lors de cette 

analyse. 

- Nous avons ensuite isole, identifié et caracteris6 les proteines 

hépatiques complexant les metaux, en particulier chez les deux espdces de 

poissons plats. Cette recherche a eu pour but de determiner, si chez ces 

esp&ces, la detoxication est assuree par des m6tallothionéines ou par un 

autre type de m6talloproteine. 



- Puis, la mise en Bvidence de l'existence des MT a permis leur 

quantification et a ndcessit6 le choix de méthodes de dosages ; 

plusieurs techniques ont donc et6 mises en oeuvre. 

- Enfin, nous discuterons des relations entre les teneurs 

hepatiques en metal et en MT et des variations de ces teneurs en fonction 

des differents facteurs considér6s lors de l'etude des teneurs 

metalliques des poissons. 

Cette analyse realisde chez les trois espdces, en relation avec 

leur milieu extdrieur, permettra de pr6ciser si ces prot6ines sont 

susceptibles d'être utilisees en tant que bioindicateur de pollution. 



2. Les metaux lourds dans 1'6cosvstème aauatiaue 

En milieu aquatique, les metaux sont repartis dans cinq 

compartiments diff6rents : l'eau de mer, les sédiments, l'eau 

interstitielle, la matidre en suspension et le biotope. 

L'accumulation des metaux dans le biotope va dependre de facteurs 

physico-chimiques ainsi que de facteurs biologiques. 

La disponibilite des metaux vis - à -vis des organismes est 

inf luenc6e par leur distribution entre forme soluble et forme 

particulaire, par la sp6ciation du metal et par la chimie de l'eau. Les 

correlations entre le metal total et le metal dans les organismes 

vivants sont tres faibles lorsque l'environnement geochimique diffère 

car il induit des modification dans la repartition et la speciation 

des metaux (LUOMA, 1989) . Par exemple, les organismes dulçaquicoles 
sont plus sensibles au Cd que les organismes marins, à cause de la 

formation de complexes avec les ions chlorures dans l'eau de mer. Il 

existerait même une relation inverse entre la salinite et la toxicit6 

du metal (SUNDA et al., 1978 cites par COSSON, 1987) . 
Les organismes vivants sont plus ou moins vuln4rables, selon 

les conditions environnementales. Il a 6t6 montre que l'accumulation 

aussi bien que la toxicite des metaux lourds peut dependre des espèces 

chimiques mises en jeu (PISCATOR, 1986 cite par DALLINGER et al., 

1987) . Le mercure est l'exemple le plus frappant. Son affinite pour les 
groupements methyls lui confère un pouvoir hautement toxique car, sous 

cette forme , il est facilement assimilable par les organismes. 

Les forces de liaison des metaux aux particules et par 

consequent leur capacit6 à être dissocies des s6diments peut aussi 

affecter la disponibilite des metaux vis-à-vis des organismes (TESSIER 

et al., 1979). 

En ce qui concerne les facteurs biologiques, l'appartenance à une 

espèce et à un groupe zoologique donne et par cons6quent, le mode de 

vie, joue un rôle dominant dans l'accumulation metallique. Ces 

caract6ristiques initiales peuvent être modif i6es par 1' influence de 

facteurs physiologiques telle que l'activite metabolique aussi bien que 

par l'influence de paramètres Bcologiques tels que la temperature ou le 

type de nourriture disponible. 



La toxicit6 d'un metal s'exerce selon diverses modalitbs. En 

effet, pour une même substance la toxicit6 peut diff6rer selon les 

quantites absorbees et la dur& de l'exposition : 

- la toxicit6 aiguë se traduit par la mort imm6diate ou à court 

terme des individus ; 

- lorsque la toxicité est subaigue, une partie des individus peut 

survivre ; 

- la toxicit6 à long terme est dûe à une exposition à des doses 

faibles de contaminants mais sur de longues p6riodes de temps. 

Les deux premiers types de toxicité sont souvent le cas 

d'expositions artificielles en laboratoire tandis que la toxicit6 à 

long terme refldte davantage le processus pouvant intervenir en milieu 

naturel. 

3, Les metaux lourds dans les oroanismes 

3.1. Metaux essentiels et non-essentiels (tableau 1) 

Les organismes vivants exercent une s6lectivit6 à 1'6gard de la 

charge metallique de leur organisme. 

Tableau 1 : El6ments ayant une importance biologique 

1 Oligo- 6lBments essentiels 1 CO CU ~e ~n ~n ~1 MO si v I 

El6ments maj eurs 
indispensables 

Ca Mg K Na 

1 Oligo-616ments toxiques I s ~  As Ba Be Bi Cd Pb Hg Se Ag 1 

Oligo-616ments secondaires 

I I I 
(~'aprds WOLFE et RICE, 1972 cite par DESSAINT, 1987) 

Cs Cr Ni Rb Sr 

Les 616ments Na, K, Mg et Ca sont pr6sents en grande quantité car 

ils ont un rôle essentiel dans les fonctions m6taboliques (616ments 

majeurs) alors que d'autres metaux sont presents en beaucoup plus 

faibles concentrations (oligo-61Bments) . Pour ces mdtaux, une 

distinction doit être faite entre ceux qui sont essentiels à la vie et 

ceux qui ne le sont pas. 



parmi les metaux essentiels, on peut citer le cuivre, le zinc et le 

fer. Ces Bléments sont des composants d'enzymes et de pigments 

respiratoires. Par exemple, le transport d'oxyg&ne est assuré par 

l'hémoglobine ou llhBmocyanine contenant respectivement du fer ou du 

cuivre. Lorsque ces composés sont déficients, le métabolisme des 

organismes vivants est perturbé. Par opposition, au-dela d'un certain 

seuil, la concentration confdre ces cléments un pouvoir inhibiteur 

voire toxique. 

D'autres métaux traces, tels que le mercure ou le cadmium n'ont 

aucun rôle biologique connu. Ils exercent une forte toxicité sur le 

biotope et sont considérés avec l'arsenic et l'étain comme présentant 

les plus grands risques pour l'environnement (CEE, 1982 cite par 

AMIARD-TRIQUET, 1989) . 

3.2. Métaux chez les   ois sons 

Les espdces situees au sommet du rBseau trophique sont soumises 

une contamination par la nourriture transféree le long de la chaîne 

alimentaire par des processus de bioaccumulation ou de 

biomagnification. Le premier processus est défini comme étant 

l'accumulation d'un polluant dans un organisme, resultant d'une 

contamination soit directe par l'eau soit indirecte par voie 

alimentaire. La biornagnification est une forme particulidre de 

bioaccumulation, caractérisée par une augmentation de la concentration 

dans les pr6dateurs par rapport 21 leurs proies (AMIARD-TRIQUET, 1989). 

D1apr&s les donndes de la littérature reprises par cet auteur, chez les 

organismes aquatiques, la bioaccumulation du Cu et du Cd est plus 

vraisemblable que la biomagnification, alors que pour le Zn les données 

sont davantage controvers6es. Le Hg est le seul métal pour lequel le 

processus de biomagnification soit évident. 

L'incorporation des mdtaux lourds dans les organismes va dépendre 

du mode d'assimilation, soit par la nourriture, soit par l'eau, mais 

l'importance relative de ces deux vecteurs demeure incertaine. 

Dans le tableau 2 sont r6sumés les résultats de quelques études mises en 

oeuvre pour tenter d'estimer les contributions relatives de l'eau et de 

la nourriture dans l'assimilation des metaux par les poissons marins. La 

plupart de ces données sont dérivées d'expériences en laboratoire. Il 



semblerait que l'assimilation des metaux par la nourriture constitue le 

mode de contamination le plus important. 

Tableau 2 : Contribution relative de l'eau et de la nourriture, 
estirnee ou quantifiée, dans l'accumulation des métaux 
lourds chez differentes espdces de poissons de mer. 

(D' aprds les donnees de DALLINGER et al. , 1987 ) 

Metal 

Cd-115 

Mn- 54 

211-65 

Zn 

En milieu naturel, les metaux presents sous forme particulaire, 

assimil6s par le poisson, proviennent de la matidre en suspension, des 

++ : Dominance d'un mode d'assimilation sur l'autre 
+ : Une contribution dans l'assimilation des métaux a Qté observée 
( ) : Contribution quantifiee 

Espace 

Pleuronectes platessa 
Raja clavata 

Pleuronectes platessa 

Pleuronectes platessa 
Paralychthys sp. 

Pleuronectes platessa 
Gambusia affinis 
Leiostomus xanthurus 
Gobius sp. 

sbdiments et des organismes constituant la nourriture. La voie de 

contamination la plus vraisemblable est donc le tractus alimentaire. 

Contribution dans 
l'assimilation des metaux par 

Les metaux contenus dans la nourriture ou Les sediments 

la nourriture 

+ + 
++ 

+ + 

+ + 
++ (65 % )  

+ + 
++ (78 % )  
++ (82 % )  
++ (60 % )  

constituent une source de contamination beaucoup plus importante que 

1' eau 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ ( 1 0  % )  
+ 
+ 
+ 

l'eau qui, même dans des sites fortement pollues, pr6sente des 

concentrations m6talliques beaucoup plus faibles. En effet, l'inertie 

relative des shdiments et leur capacité de retention (en particulier 

dans les particules fines) font que leurs concentrations métalliques 

sont 1 O00 h 1 0  0 0 0  fois plus 6levBes que celles de la colonne d'eau 

(WITTMAN et FORSTNER, 1975 cité par DESSAINT, 1987) . Les concentrations 
métalliques des organismes benthiques constituant la nourriture des 

poissons, notamment des poissons de fond, sont de ce fait Bgalement 

importantes. En effet, les peuplements benthiques, du fait de leur 

faible rnobilite ne peuvent échapper h la pollution du milieu 

environnant. Ces espdces, se nourrissant directement h partir de l'eau 



ou des particules en suspension, concentrent les Bl6ments metalliques 

dans leurs tissus. On peut citer l'exemple du mollusque Murex 

trunculus qui, capture dans la baie de Calvi, presente une teneur en Cd 

jusqu'à un million de fois plus Blevee que celle de l'eau de mer 

(BOUQUEGNEAU et al. , 19 8 3 ) . 
Lorsque les poissons sont exposes à du metal soluble, ces metaux 

sont detectes dans les branchies (WESTERNHAGEN et al., 1980 ; LAUREN et 

MC DONALD, 1985) . Le passage à travers les branchies est une voie de 

contamination importante pour les metaux lourds en solution. 

La peau peut être consid6ree comme une voie mineure pour 

l'assimilation des metaux. La s6crétion de mucus pourrait prevenir 

lfentr6e des metaux dans les organismes (PART et LOCK, 1983 cite par 

DALLINGER et al., 1987) . 
Les branchies et les intestins representent donc les deux organes 

les plus impliques dans l'assimilation des Qlements m6talàiques (LUBMA, 

1983 ; DALLINGER et al., 1987, SPRY et al., 1988) . A partir de ces 

organes, les metaux absorbes sont transf6r6s par le sang et distribues 

vers les organes cibles et les autres parties de l'organisme. 

Une question importante se pose : l'assimilation des metaux à 

partir de l'eau ou de la nourriture est-elle refletee par des 

concentrations 6levBes dans les differents organes de poissons ? 

3.2.1. Distribution des metaux dans les oraanes 

Aprds contamination par du cuivre ou du cadmium, ces metaux sont 

detect6s en quantites importantes dans le foie et les reins. Ces 

organes sont les sites d'accumulation ultimes de nombreux metaux 

lourds. 

- En effet, chez la truite soumise a une intoxication à court 

terme (9 pg Cd/l ; 2 semaines), c'est dans les branchies que le Cd est 

accumul6. Apres de plus longues periodes d'exposition, la majorite du 

Cd est localis6e dans les reins (environ 65%) ; les branchies, le foie 

et les reins contiennent 99% du metal incorpar6 (THOMAS et al., 1983 ; 

THOMAS et al. , 1985) . Lorsqu' il s'agit d' intoxication totalement 

artificielle (injections intrap6riton6ales de sels m6talliques), la 

répartition des metaux dans les organes est modifiée puisque le Cd est 

alors localise dans le foie essentiellement (THOMAS et al., 1983). 



- Le foie est le site d'accumulation le plus important pour le 

cuivre (TAKEDA et SHIMIZU, 1982 ; LAUREN et MC DONALD, 1987). 

L'augmentation des concentrations en Cu dans la nourriture 

entraîne une augmentation des teneurs de ce metal dans le poisson 

entier mais avec un facteur de concentration plus faible que dans le 

foie (JULSHAMM et al., 1988). L'exposition du saumon (Coho salmon) a 
des concentrations sublétales de Cu entraîne d' abord une 

augmentation 

du Cu au niveau des branchies puis dans le foie (BUCKLEY et al., 1982). 

On constate donc qu'une contamination par l'eau se reflhte tout d'abord 

au niveau branchial avant d'affecter les organes internes. 

- Le Zn est present dans de multiples tissus. Au niveau des 

organes internes, il est accumule dans le foie, les reins et les 

gonades ( PENTREATH, 197 3 . 

3.2.2. RBaulation des concentrations m6talliaues 

Les Btudes concernant les cinetiques d'accumulation et 

d161imination des metaux chez les poissons ont montre que les metaux 

essentiels tels que le Cu et le Zn sont plus rapidement BliminBs des 

organismes que le Cd et le Hg d'où leur toxicite 6lev6e (LAUREN et MC 

DONALD, 1987) . En effet, le Hg n'etant pas r6gul6, le flux d1entr6e 
n'est pas compense par le flux de sortie. Ceci entraîne une 

augmentation de la concentration de ce metal dans les organismes avec 

l'age et pour des concentrations externes ainsi que des niveaux 

trophiques croissants (AMIARD-TRIQUET, 1989). 

3.2.3. Distribution intracellulaire 

- Cvto~lasme 
Lorsque les metaux lourds traversent la membrane cellulaire, ils 

sont distribues dans la cellule et le cytoplasme apparaît être le 

compartiment le plus important pour le stockage des métaux lourds 

(COUSINS, 1985) . Les metaux lourds vont reagir et se complexer aux 

composants du cytoplasme pour lesquels ils ont une forte affinit6, 

tels que les groupements sulfhydryles. De nombreuses alterations 

m6taboliques dues a la toxicite des metaux lourds sont derivees 

d'interactions avec ces groupements sulfhydryles (GOERING et al., 

1987) . 



Cependant,il a Bté montre que la plupart du Cd pr6sent dans le 

cytoplasme est lie à une proteine de PM Bgal A 10 kDa environ, riche 

en groupements sulfhydryles et connue sous le nom de métallothion6ine 

(MT). Les proportions relatives de Cu et de Zn liees aux MT sont moins 

bien definies car ces 616ments interviennent, en tant que métaux 

essentiels, dans de nombreux processus m6taboliques (NOEL-LAMBOT et 

al., 1978 ; LEY et al., 1983 ; OLSSON et HOGSTRAND, 1987b). La 

complexation des metaux aux MT inhibe leur potentiel toxique. Les MT 

interviendraient donc dans les processus de détoxication metallique et 

seraient Bgalement impliquees dans le maintien de l'homéostasie 

cellulaire. 

- Lvsosomes 

Les lysosomes constituent un autre site important pour 

1' accumulation des metaux. Les lysosomes jouent un rôle important dans 

lf61imination des MT. En effet, les MT presentes dans le cytoplasme des 

cellules des glandes digestives de moules intoxiquees par le Cu, sont 

accumul6es sous forme de polymeres insolubles dans les lysosomes puis 

Bliminés par exocytose (VIARENGO et al., 198333). Les metaux associés 

aux autres compos6s du cytoplasme sont egalement incorpores dans ces 

organites par endocytose. 

L' assimilation des metaux par les lysosomes peut provoquer une 

diminution de la stabilite de leur membrane, Dans l'organite, les 

metaux se dissocient de leur "transporteur", Btant donne l'acidite du 

mileu interne de ces organites. Les métaux libres sont alors capables 

d'initier le processus de peroxidation lipidique, processus qui induit 

la formation de granules de lipofuscine. Ces composes sont capables, en 

retour, de séquestrer les produits de la peroxidation et les metaux 

sous forme de polymhres insolubles, devenant alors non disponibles pour 

la cellule (VIARENGO, 1985) . 

- Novau et mitochondries 

Du Cu et du Zn sont presents dans le noyau des cellules 

hepatiques de truite (respectivement 13% et 9% du metal total contenu 

dans la cellule) (JULSHAMM et al., 1988). Après intoxication des carpes 

par le Cd, des MT sont également détectees dans le noyau des 

hépatocytes (KIT0 et al., 1986) . Les MT complexant la plupart du Cd 
present dans la cellule, on peut en déduire que du Cd est localis6 dans 

le noyau. 



Les metaux tels que Fe, Mn, Cd, Hg et Zn sont accumu1és 

activement par les mitochondries (GEORGE, 1982) tandis que le Cu est 

assimilé de façon passive. Des études ont montré que de faibles 

concentrations métalliques peuvent inhiber la phosphorylation 

oxydative. 

4. Les indicateurs biochimiaues de la ~ollution Dar les métaux 

lourds 

4.1. Intérêt des indicateurs biochimiaues 

Dans l'environnement aquatique, une fraction seulement des métaux 

sera disponible pour le biotope (LUOMA, 1983). Il est donc n6cessaire 

de relier les concentrations de métaux lourds dans l'environnement h 

leur impact sur les organismes. L16valuation de la disponibilité des 

métaux est donc obtenue en mesurant leur accumulation dans le biotope. 

Cependant, les niveaux de contamination des organes ne fournissent que 

peu d'information concernant leurs effets sur les organismes. Aussi, il 

est intéressant de d6velopper des méthodes permettant de détecter 

l'impact des polluants sur les organismes. 

L'avantage d'une approche biochimique réside en sa capacité de 

prévention. En effet, si une pollution chimique provoque l'altération 

de mécanismes biochimiques au niveau de l'individu, des mesures de 

protection peuvent être entreprises avant que les effets n'apparaissent 

dans l'ensemble de la chaîne biologique. 

4.2. Indicateurs potentiels de la ~ollution Dar les métaux lourds 

Un indicateur biochimique idéal doit présenter diverses 

caractéristiques. Ces criteres ont été définis pour 6valuer l'état de 

santé d'une population de poissons par HAUX et FORLIN (1988): 

- ce bioindicateur a un but de pr6vention. Sa réponse doit donc 

être détectable avant que l'ensemble de la population ne soit affectée 

par une contamination excessive ; 

- sa réponse doit être aussi spécifique que possible afin 

d'identifier un compos6 ou un groupe de composés chimiques ; 

- sa réponse doit permettre d'établir une relation "dose-réponse" 
li6e au degr6 de la pollution en prenant en compte les facteurs 

endogenes et exogdnes qui affectent la réponse. 

Différents "marqueurs" sont susceptibles d'être utilisés en tant 

que bioindicateur. 





Parmi les bioindicateurs potentiels, les m6tallothion6ines (MT) 

apparaissent être les plus adaptees pour detecter la pollution par les 

metaux lourds dans l'environnement. L'induction des MT chez les 

poissons a et6 demontree en laboratoire par injections 

intraperitoneales de Zn, Cu et Cd et par exposition dans l'eau 

(HAMILTON et MEHRLE, 1987). 11 a donc Bte proposé par differents 

auteurs que les teneurs en MT des tissus servent d'indicateur de 

l'exposition metallique des espdces aquatiques. Quelques 

Btudesr6alis6es en milieu naturel ont montre que les MT peuvent être 

induites par les metaux lourds pr6sents dans l'environnement (ROCH et 

al., 1982 ; ROCH et MC CARTER, 1984b ; OLSSON et HALJX, 1986 ; HOGSTRAND 

et HALJX, 1990 ; HOGSTRAND et al., 1991). 

5. Les m6tallothion6ines 

5.1. Caractdristiaues des m6tallothion6ines 

Les m6talloprot6ines ont et6 decouvertes dans le rein de cheval en 

1957 (MARGOSHES et VALLEE, 1957) . Le nom de m4tallothion6ines (MT) leur a 
et6 donne du fait de leur teneur Blevee en cysteine et de leur capacité à 

lier les metaux (UGI et VALLEE, 1960). 

Les MT sont des proteines qui se distinguent par un ensemble de 

caracteristiques qui ont et6 r6capitulees par K.&GI et NORDBERG en 1979 : 

- leur contenu metalllique (Cu-Zn-Cd) est élev6 ; 

- elles contiennent environ 30% de cysteine mais pas d'acide amine 

aromatique, d'histidine ni de ponts disulfures ; 

- la quantite d'ions metalliques li6e aux groupements SH est de 1 ion 

metallique pour 3 SH ; il existe donc, genhralement, 7 atomes de metal 

divalent lies aux 20 à 21 cyst6ines ; 

- elles sont contituees par un enchaînement de 61 acides arnin6s ; 
- l'absorbante optique de la Cd-thioneine est importante à 254 nrn (à 

cause de la liaison metal-mercaptan) et faible à 280 nm (due à l'absence 

d'acides amin6s aromatiques) ; 

- les MT sont r6sistantes à la chaleur ; 

- d'après la composition en acides amines, les MT ont un poids 

moleculaire (PM) compris entre 6 et 7 kDa mais leur PM determine par 

chromatographie de filtration sur gel est d'environ 10 kDa. 

5.2. Presence et ~oivmor~hisme 

Les MT sont localis6es dans le cytoplasme et ont été trouvées dans la 



plupart des tissus examines chez les vertebres (HAMER, 1986) . La majorite 
des 6tudes ont et6 axees sur le foie et les reins car ce sont les organes 

cibles de l'accumulation metallique mais les MT existent dans d'autres 

organes (rate, intestin.. . et dans differents types de cultures cellu- 

laires (fibroblastes, h6patocytes) (ZAFARULLAH et al., 1990). 

Elles ont 6galement ét6 detectees chez un grand nombre d'eucaryotes 

incluant, non seulement des vertébr6s mais egalement des invertébrés, des 

plantes et des microorganismes (KAGI et NORDBERG, 1979 ; HAMER, 1986 ; 

COSSON, 1987 ; U G I  et KOGIMA, 1987). Beaucoup de ces proteines ne sont pas 

strictement analogues à celles caract6ris6es à l'origine dans le rein de 

cheval mais les polypeptides riches en cysteine et en metal sont definis 

sous le terme general de m6tallothion6ine (MT), de "metallothionein-like 

protein" ou de "metal-binding protein" (FOWLER et al., 1987) . Le nom de 
"metallothionein-like protein" ou "metal-binding protein" (mt5talloprot6ine) 

est donne lorsque la composition en acides amin6s n'est pas determin60 ou 

quand, les proteines consid6r6es presentent certaines caracteristiques qui 

diffdrent de celles définies pr6c6demment. 

Chez la plupart des vertébr6s 6tudi6s1 les MT sont pr6sentes sous 

deux formes distinctes ou parfois davantage, qui sont regroupées en deux 

classes designees par MT-1 et MT-2. Cette classification est bas& d'aprds 

leur position sur le profil df61ution quand elles sont chromatographiees 

sur r6sine Bchangeuse d'anions. Les differents isoformes de MT d'une même 

espdce peuvent dif f 6rer dans leur composition ou leur sequence d'acides 

amines. Lorsqu'ils sont isoles partir de diverses espdces, les isoformes 

MT1 (ou MT2) ne présentent pas n6cessairement une totale homologie 

structurale ou fonctionnelle. 

5.3. Structure, immunor6activit6 et liaison des metaux lourds 

La MT de mammifdre est une proteine compos6e de 61 acides amines 

comportant 20 à 21 cyst6ines. Pour de nombreuses espdces, la sequence 

d'acides amines a et6 determinee et les resultats revdlent que la 

structure primaire est trAs bien conservée ; l'homologie structurale entre 

les MT de diverses espèces est donc importante (HAMER,1986). Cette 

séquence présente une conservation remarquable de la position des 

cysteines dans la mol6cule (presente sous forme Cys-X-X-Cys, Cys-X-Cys ou 

Cys-Cys) . Les dif ferences dans la composition en acides amines des MT 
issues de differents organismes, sont generalement localisées en dehors de 

ces s6quences (DUNN et al., 1987) . 



Une comparaison des proprietes immunolo~iques des MT provenant de 

differentes espdces a et6 réalis6e h partir de serums produits contre les 

MT de poisson - chat (Heteropneustes fossilis) et de truite (Salmo gairdneri) 

(CHATTERJEE et MAITI, 1990 ; NOREY et al., 1990). Les resultats obtenus 

font sugg6rer qu'il existe une forte homologie entre les sites des MT qui 

determinent l'antigenicite chez differentes espdces de poissons. Le s6rum 

produit contre les MT de truite reconnaît partiellement les MT d'huître 

(Ostrea edulis) et de moule (Mytilus edulis), mais pas les MT de 

mammifdres (cheval : Equus caballus, souris: Mus musculus, et rat : Rattus 

norvegicus) , de crabe (Cancer pagurus) ou de ver (Lumbricus rubellus) 

(NOREY et al., 1990) . Les MT de poisson-chat prbsentent une homologie 

partielle avec celles de crabe et de crapaud mais pas avec les MT de 

mammifdres ou d'oiseaux (CHATTERJEE et MAITI, 1990). D'aprds ces resultats, 

on 6met l'hypothhse que les determinants antigeniques des MT sont 

differents chez les mammifdres, les oiseaux ou les poissons. 

Chez le rat, 11antig6nicit6 des MT est independante de la structure 

tertiaire de la proteine. Les determinants antigeniques les plus probables 

sont situes au niveau de la partie N-terminale de la molecule (residus 1 h 

6) et au niveau des residus d'acides amines situes en position 20-26 (WINGE 

et GARVEY, 1983). 

Les differences observees dans 11interr6activit6 des Ac vis-h-vis des 

MT de differentes classes de vertebres sont davantage liees aux variations 

situbes au niveau de la partie N-terminale de la proteine (enchaînement des 

10 premiers acides amines) qu'au niveau du determinant antigenique 

correspondant aux residus 20-26. Effectivement, les acides amines situes en 

position 20 2i 26 diffdrent parfois pour les MT d'une même classe de 

vertebres (voir figure 1) . Pourtant, ces changements n' influencent pas 
lfinterrQactivit6 de divers anticorps entre ces espdces (KAGI et 

SCHAEFFER, 1988 ; KAY et al., 1991). 

1 10 20 30 43 50 60 

Figure 1 : Séquences de MT provenant de différentes espèces d'oiseaux, de mammifères et de 

poissons. Les acides aminés non précisés sont les mêmes que ceux du poulet . Les délétions 

sont indiquées par un tiret. (D'après COSSON,1987 ; KAY et al., 1991). 
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Bien que les MT d'organismes varies aient conserve leurs proprietes 

fonctionnelles (forme et taille de la mol6cule, affinite pour les metaux 

etc), des changements survenus au cours de 116volution ont provoque une 

h6terogen6it6 au niveau de l'enchaînement de certains acides aminds, autres 

que la cysteine, qui va conditionner l'imrnunoréactivit6 de la mol6cule. 

Le contenu metallique des MT purifiees est dependant de l'organisme 

et du tissu, consid6r6s ainsi que de l'exposition metallique anterieure. 

Les MT hepatiques ont tendance à lier essentiellement du Zn et bgalement 

du Cu alors que dans le rein, les MT vont lier du Cu et du Cd. 

Les metaux associ6s aux MT sont lies exclusivement aux 

groupements sulfhydryles. Les liaisons SH-MT sont reversibles et en milieu 

acide les metaux peuvent être dissoci6s des MT. L'apo-thionbine (MT 

depourvue de metal) resultante sera reconstituée par complexation avec 7 

atomes de metal bivalent (Cd, Zn) ou 12 atomes de Cu au niveau des 20 

groupements thiols (WINGE et MIKLOSSY, 1982 ; NIELSON et WINGE, 1984). 

Tous les metaux ne possddent pas la même capacite à induire la 

synthdse des MT, ni la même affinit6 pour se lier aux MT. 

Les metaux qui peuvent induire la synthdse des MT appartiennent aux 

groupes IB et IIB de la classification periodique (NORDBERG et 

KOGIMA,1979). Leur capacite d'induction est lice leur configuration 

electronique (JONES et al., 1988 cite par BREMNER et BEATTIE, 1990). 

L'affinitb des ions metalliques pour les MT diffdre selon les 

616ments. Il faut noter qu.'une forte affinite des metaux pour les MT "in 

vitro" n'est pas forcement lice à une forte capacite d'induction de la 

synthdse des MT "in vivo". Le Pb, en particulier, possdde une grande 

capacit6 pour déplacer le Zn 'in vitro" mais induit très peu la synthèse 

des MT (EATON et TOAL, 1980 cite par WAALKES et al., 1984). Les constantes 

d'affinitb n'ont pas et6 calculées pour la liaison du Cu , Cd, Zn et Hg aux 

MT chez les poissons. Toutefois, la position des cysteines Btant conservée, 

il est probable que les constantes d'affinitbs soient proches de celles 

determinees pour les mammifères (ces constantes etant de 1011 à 1014/~ pour 

le Zn, 1015 à 1017/~ pour le Cd et 1017 à 1019/~ pour le Cu) (WEBB, 1979 ; 

HAMER, 1986 ; KAGI et KOGIMA, 1987). Les constantes d'affinité 

determinent la hiérarchie qui existe pour deplacer les metaux en cas 

d'intoxication ou "in vitro". 

L'arrangement des metaux dans les MT a 6te étudie par la technique de 

- RMN (OTVOS et ARMITAGE, 1980 ; BOULANGER et ARMITAGE, 1982 ; 



BOULANGER et al., 1983) . La conformation des MT est telle que dans sa 
structure apparaissent deux domaines impliqués dans la liaison des metaux : 

le premier possède 4 ions métalliques (Cd ou Zn) lies aux 11 cystéines 

reparties dans la partie carboxy-terminale qui s'étend entre les residus 31 

à 61 (domaine a) ; le second contient trois metaux et 9 cystéines 

appartenant au domaine amino-terminal (domaine 0 - rbsidus 1 à 30) (WINGE 

et MIKLOSSY, 1982). 

5.4. Svnthèse et déaradation 

Les organismes injectes par des sels metalliques (Cu, Zn, Cd) 

biosynthetisent des MT. Cette capacite d'induction des MT a été démontree 

chez le rat (BREMNER et DAVIES, 1975 ; BREMNER et YOUNG, 1976) et chez les 

poissons (BOUQUEGNEAU et al., 1975 ; NOEL-LAMBOT et al., 1978) . Les metaux 
ne sont pas les seuls inducteurs des MT ; leur synthèse peut être induite 

également par des hormones (glucocorticoïdes, glucagon, noradrénaline) ou 

par des agents inflammatoires (CC14, endotoxine) (BRADY, 1982 ; WEBB at 

CAIN, 1982 ; DURNAM et al, 1984 ; KARIN, 1985 ; KLASSEN et LEHMAN-MC 

KEENAM, 1989). Le stress physiologique provoqué par la temperature 

environnante ou le manque de nourriture induisent Bgalement la synthèse des 

MT (BREMNER et DAVIES, 1975 ; OH et al., 1978) ; en effet, ces conditions 

provoquent l'augmentation des niveaux d'hormones glucocorticoïdes 

circulantes (WEBB et CAIN, 1982) . Les metaux lourds sont, cependant, les 
inducteurs les plus puissants des MT (KLASSEN et LEHMAN-MC KEEMAN, 1989). 

Chez les poissons, la connaissance des m6canismes d'induction des MT 

est plus limitee que chez les mammifères, mais les metaux lourds, les 

glucocorticoïdes (cortisol) et la noradrénaline provoquent la synthèse des 

MT (CHAN et al., 1987 ; CHAN et al., 1989 ; OLSSON et al., 1990b). 

Au niveau des gènes, l'induction se fait essentiellement au niveau 

transcriptionnel bien que le contrale posttranscriptionnel puisse 

influencer, en partie, la synthdse des MT (MC CORMICK et al., 1991). 

La liaison métal-thioneine est le résultat de l'activation de la 

transcription des gènes MT par les metaux lourds (DURNAM et PALMITER, 

1981). Les ions metalliques stimulent la liaison d'un ou plusieurs facteurs 

de la transcription, sp6cifiques aux metaux et responsables de la séquence 

des gènes MT (ZAFARULLAH et al. , 1988) . La liaison du facteur de 

transcription augmente la transcription du gène MT. Les nouvelles apo -MT 

traduites, appelees egalement thionéines, vont se lier rapidement aux 

metaux et devenir des MT. Les apo-thionbines ne sont jamais détectees dans 



la cellule, probablement parce que les MT qui ne sont pas completement 

saturees en metal sont rapidement degradees (BREMNER et BEATTIE, 1990) . 
COUSINS (1979) a montre que chez le mammifere, l'administration de Cd 

provoque l'augmentation des polysomes MT mRNA apres afflux du metal dans 

les hepatocytes. Lorsque les quantites de polyA-RNA synthétis6es sont 

suffisantes, il y a une augmentation concornmitante de la synthèse des MT et 

de la liaison metallique. 

Contrairement aux processus de synthdse, les mecanismes de 

degradation des MT sont relativement mal connus. 

Aprhs fractionnement de la cellule, on a constate que les MT sont 

localis6es essentiellement dans la fraction cytosolique. Les MT pouvant 

être d6tect6es dans le plasma et l'urine, il est probable qu'une partie des 

MT est secretee hors de la cellule. 

Cependant, la presence de Cd puis de MT dans les urines sont le signe 

d'une nbphropathie. Des 16sions r6nales peuvent apparaître si le taux de 

synthbse de thioneines est insuffisant par rapport à la liberation du Cd 

suite à une degradation des Cd-MT par les proteases. La detection de Cd-MT 

dans l'urine est d'ailleurs utilise0 comme depistage des lesions renales 

suite à une intoxication chronique chez les ouvriers travaillant dans un 

environnement riche en Cd (FALCK et al., 1983). 

Thdoriquement, les MT peuvent être incorporees dans les lysosomes et 

former des polymdres insolubles excretes de la cellule par exocytose. La 

majorite d'entre elles est degrad60 ; dans ce cas, les metaux liberes vont 

provoquer la synthdse de nouvelles MT. 

Les temps de 1/2 vie des MT hepatiques chez le rat ont et6 determines 

experimentalement par mesure de l'incorporation de ~ ~ ~ - ~ ~ s t ~ i n e .  Le temps 

de 1/2 vie de la Cd-thioneine est superieur à celui de la Zn-thioneine (3,7 

jours pour la Cd-thionBine contre 18 à 20 heures pour la Zn-thiondine) 

(FELDMAN et COUSINS, 1976) . 
Les apo-thioneines ou les MT incompletement saturées sont, quant à 

elles, plus sujettes à la degradation par les enzymes proteolytiques 

(FELDMAN et al., 1978 ; BREMNER et BEATTIE, 1990). Quand la chaîne 

polypeptidique des MT est ddgradee, les ions Cd liberes sont rapidement 

incorpores dans les chaînes nouvellement synthetis6es ; il y a donc un 

maintien de la quantite de Cd avec une dégradation continuelle 

concomittante des MT (COUSINS, 1979). Ceci explique que l'elimination du Cd 

suite à une contamination est beaucoup plus lente que celle des autres 

me5 t aux. 



A l'inverse de la synthèse, la degradation des MT est donc très 

influence8 par la nature des espèces metalliques liees. 

5.5. Fonctions 

Le rôle des MT est debattu depuis leur decouverte. 

Les MT sont induites par les metaux lourds et les complexent dans des 

conditions normales ou aprds intoxication. Elles ont donc une fonction 

importante dans la regulation des teneurs metalliques. 

5.5.1. Rôle des MT dans le métabolisme cellulaire 

Le rôle des MT dans le m6tabolisme du Cu et du Zn en dehors de toute 

intoxication est reconnu. En effet, les MT ont et6 dbtectees dans de 

nombreux tissus. L'hypothèse que les MT jouent un r6le important dans le 

m6tabolisme normal des metaux traces essentiels est avance8 du fait de la 

pr6sence des MT chez des poissons non exposes a une contamination (NOEL- 
LAMBOT et al., 1978). Des proteines associ6es au Cu et au Zn possedant des 

propri6tes similaires a celles des MT ont et6 mises en Bvidence chez une 
dizaine d'espèces de poissons, preleves dans un environnement sain 

(KRESOSKI et al., 1988) . De plus, selon SHEARS et FLETCHER (1984) , les MT 
jouent probablement un rôle dans l'absorption du Zn au niveau intestinal. 

La fonction premier8 des MT serait donc d'être impliqu6es dans la 

regulation des métaux traces essentiels tels que le Cu et le Zn (WEBB et 

CAIN, 1982) . 
D'après KARIN (1985), des proteines dont la synthèse est soumise h 

une regulation aussi complexe que celle des MT doivent occuper un rôle 

central dans le m6tabolisme cellulaire. Comme la majorite des proteines 

liant le Zn dans la cellule, les MT peuvent moduler d'importants processus 

biologiques qui necessitent des enzymes liant le Zn. Leur implication peut 

être directe par interaction avec des apoenzymes inactives ou indirecte par 

regulation du Cu et du Zn disponible dans la cellule. Il a et6 montre que 

quelques apoenzymes necessitant du Zn peuvent être r6activ6e.s par transfert 

du Zn des MT vers 10s apoenzymes (LI et al., 1980 ; WINGE et MIKLOSSY, 

1982 cites par BRADY, 1982). 

La presence de MT durant les stades de la vie embryonnaire et 

differentes etapes du développement a Bté montrée chez quelques espèces. 

Chez le rat nouveau-ne et lors des stades suivants de croîssance et 

de developpement, des teneurs 6lev6es de Zn-thionbines ou de Zn-Cu- 

thionbines sont pr6sentes dans des tissus à croîssance rapide tels que le 



foie, le tractus gastrointestinal et les testicules. Ces quantites 

importantes de MT doivent servir de "réservoir" de Cu et de Zn pour le 

metabolisme des acides nucl6iques, la synthdse des proteines et d' autres 

processus métaboliques (BRADY et WEBB, 1981). 

Chez les poissons, les MT sont impliqu6es dans la regulation du Cu et 

du Zn pendant la periode de reproduction. Les MT hepatiques augmentent 

pendant la phase de maturation sexuelle de la truite (Salmo gairdneri) mâle 

et femelle avec sirnultanement une redistribution du Cu et du Zn vers les MT 

(OLSSON et al., 1987). Au niveau des gonades le même phenomdne est observe 

mais uniquement chez les femelles (OLSSON, et al., 1990b) . L' augmentation 
des quantites de MT hepatiques durant la maturation sexuelle peut être 

simulee par injection d'œstradiol 178 chez la truite femelle juvenile 

(OLSSON et al,, 1989b). Des teneurs Blevees en MT et Zn hBpatiques ont 

dgalement et6 observ6es chez le carrelet pendant la pBriode de reproduction 

(OVERNELL et al. , 1987b) . Lors du développement embryonnaire, une 

augmentation des teneurs en Cu lie aux MT, accompagnee d'une augmentation 

du MTm-RNA, survient au stade gastrulation (OLSSON et al., 1990b) . Les 
variations des quantites de MT durant le developpement sont donc 

Btroitement assocides avec la regulation des teneurs m6talliques mais leur 

fonction exacte n'a pas et6 établie. 

5.5.2. Ddtoxication des métaux lourds 

Chez les poissons, les, etudes concernant le rôle des MT ont et6 

centrees sur leur faculte detoxifier les metaux lourds (KLAVERKAMP et 

al., 1984 ; HAMILTON et MEHRLE, 1986 ; HOGSTRAND et HAUX, 1991). 

L'administration de mBtaux tels que le Zn, le Cu, le Cd ou le Hg par 

injections intraperitoneales induit la synthdse des thioneines et la 

liaison de metaux pour former les MT. L'une des premidres Btudes demontrant 

ce phénomdne concerne le poisson Sebastodes caurinus (OLAFSON et THOMPSON, 

1974). Quand il est contaminé par injection de Cd, ce métal est accumu16 au 

niveau des prot6ines ayant un PM apparent de 10 kDa environ, de façon 

dependant de la dose. 

Diverses expdriences ont montre que les MT sont induites chez les 

poissons suite à des expositions à des teneurs en Cd élevbes dans l'eau (MC 

CARTER et a1.,1982 ; MC CARTER et ROCH, 1983 ; DUNCAN et KLAVERKAMP, 1983 ; 

WOFFORD et THOMAS, 1984 ; MC CARTER et ROCH, 1984). La protection contre la 

toxicit6 des métaux lourds résulterait d'une augmentation du taux de 

synthdse des MT car le resultat de l'induction des MT est une augmentation 



de la liaison des Blements m6talliques à la proteine, la plupart du Cd 

intracellulaire se lie aux MT lors d'expositions chroniques du poisson 

(OLSSON et HOGSTRAND, 1987b ; HOGSTRAND et HAUX, 1991) . Il a été sugg6r6 
que les effets toxiques du Cd et du Hg surviennent quand la capacite de 

liaison des MT est depass6e. Les metaux en exces se lieraient alors au 

niveau des proteines de poids mol6culaire Blev6 et seraient responsables de 

probldmes pathologiques apparaissant dans l'organisme ; il s'agit de 

l'hypothdse du "spillover" (WINGE. et al., 1974 ; BROWN et PARSONS, 1978). 

Cette hypothdse est critiquee par d'autres auteurs qui ont demontré que la 

pr6sence des metaux au niveau des proteines de PM Bled n'8tait pas 

synonyme de toxicite (ROCH et MC CARTER, 1984) ou nf6tait pas li6e aux 

symptômes pathologiques resultant de l'intoxication (DIN et FRAZIER, 1986) . 
La synthdse des MT peut aussi être induite par la presence de teneurs 

importantes de Zn dans l'eau chez la carpe (Cyprinus carpus )  (KITO et al., 

1982b). De cette contamination, il r6sulte une augmentation des teneurs en 

Cu liees aux proteines de PM égal à 10 kDa environ. L'exposition au Zn 

stimulerait donc le m6tabolisme du Cu suite à une augmentation des 

concentrations en MT combin6e à la forte affinite du Cu pour les MT. 

Le rôle de detoxication des MT a pû être démontré par des travaux 

r6alis6s sur des lignees cellulaires modifiees pour que leur capacité à 

produire des MT soit stimule0 ou inhibee. Des lignées cellulaires 

incapables de produire des MT par hypermethylation des gdnes vont devenir 

particulidrement sensibles aux metaux lourds (HAMER et al., 1985). A 

lroppos6, des lignees cellulaires surproduisant des MT, par amplification 

du gdne, sont moins sensibles aux metaux lourds (BEACH et PALMITER, 1981). 

5.5.3. Tolerance aux metaux lourds 

La tolerance est generalement évalu6e par la capacite de survie des 

organismes. 

La pr6-exposition des animaux à des doses sublétales de métaux lourds 

peut augmenter leur r6sistance lors d'expositions ult6rieures à des 

concentrations metalliques plus 6levBes (CHERIAN et NORDBERG, 1983 ; 

KLAVERKAMP et al., 1984 ; KITO et al., 1986) . Cette resistance accrue est 
accompagnee d'une augmentation des MT ou "MT-like protein". Cette induction 

des MT lors du prétraitement va probablement proteger l'individu contre la 

toxicite des metaux lourds. Lors d'intoxications ultérieures, le Cd sera 

incorpore dans les MT pr6-synth6tis6es ce qui va reduire la quantite de 

metal potentiellement toxique (GOERING et KLAASSEN, 1984). D'aprds KITO et 



al. (19821, l'induction de la synthdse de MT par pr6-exposition dans 

l'environnement à du Cd ou Zn peut conduire à une qugmentation du temps de 

survie des carpes exposees dans ce milieu. 

Une forte correlation entre la concentration letale 50% (CL50) et 

les teneurs en MT hepatiques a et6 mise en Bvidence chez des poissons ayant 

et6 pr6-0xp0~6~ à du CU OU à un melange de CU, Zn et Cd (MC CARTER et ROCH, 

1983 ; ROCH et MC CARTER, 1984a). Or, ces auteurs demontrent que 

1' acclimatation du saumon coho au Cu intervient avant que 1' augmentation 

des teneurs en MT hepatiques ne soit detectable ce qui amr3ne à la 

conclusion que cette relation ne doit être qu'une coïncidence. 

En fait, les branchies, plutôt que les organes internes représentent 

le site le plus touche lors d'exposition aigue a court- terme (LAUREN et 

MC DONALD, 1985). 

Si les MT sont liees au developpement de la tolerance, il est 

probable que les MT contenues dans les branchies soient responsables de cet 

effet, mais peu de donnees supportent cette hypothdse. 

L' effet de la pr6- exposition sur 1' acquisition de la tolerance peut 

être lie a une diminution de l'accumulation m6tallique. En effet, 

l'accumulation des metaux lourds au niveau des branchies est reduite chez 

les poissons ayant et6 acclimat6s (BRADLEY et al., 1985 ; WICKLUND-GLYNN et 

OLSSON, 1991). 

Chez les poissons, le fait que les MT h6patiques soient impliqu6es 

dans le developpement de la tolerance n'a et6 montre que de façon 

indirecte. Le mecanisme d'acclimatation est pr6sum4 se dérouler au niveau 

des branchies. 

5.6. Autres m6tallo~rot6ines 

Bien que les MT aient et6 localis6es dans divers tissus d'organismes 

contamines par les metaux lourds, cette proteine n'est toutefois pas 

considerde comme l'unique metalloprot6ine capable de complexer les métaux 

(STONE et OVERNELL, 1985). En effet, la présence d'autres m6talloprot6ines 

cytosoliques de faible PM ont et6 d6tect6es chez les mammifdres. Le rat, 

aprr3s intoxication par le Zn, produit, au niveau des testicules, deux 

m6talloprot6ines ayant une composition en acides aminés differente de celle 

des MT (WAALKES et PERANTONI, 1986). Dans le foie de rat, une protéine 

isol6e et caracterisee a et6 definie sous le nom de Cu-chelatine (WINGE et 

al., 1975; IRONS et SMITH, 1977). Cette protéine a et6 détectée 

ulterieurement chez des organismes marins. Elle peut être combinee ou non 



avec des MT et d'autres métalloprotéines (RIDLINGTON et al., 1981) . 
Selon la voie de contamination, la nature et la concentration de 

l'élément métallique dans l'eau, différentes métalloprotéines peuvent être 

synthétisées chez la truite (Salmo gairdneri) (THOMAS et al., 1983; THOMAS 

et al., 1985; KAY et al., 1986) . En effet, chez la truite prétraitée puis 
intoxiquée par du Cd, ce métal se trouve lié dans le cytosol hépatique à 

deux métalloprotéines autres que les MT ; le Cu et le Zn sont, quant à eux, 

associés aux deux isoformes de MT. Si les truites sont pré-exposées par du 

Zn, puis intoxiquées par du Cd, le Cd se répartit entre les deux isoformes 

de MT et les deux autres métalloprot6ines. Par opposition, lorsque les 

truites sont contaminées par injections intrapéritonéales de Cd, la plupart 

du metal accumulé dans le foie est sequestré par les MT. Chez la même 

espèce exposée des teneurs élevées en Cu, le métal complexé est présent 

au niveau de trois pics différents dont deux sont constitués par des 

isoformes de MT, la composition de la troisième protéine n'a pas été 

précisée (MC CARTER et al., 1982) . 

5.7. Quantification des métallothion6ines 

Les MT possddent diverses caractéristiques dont certaines ont été 

exploitées pour la mise au point de techniques de quantification de ces 

protéines. Parmi ces propriétés , citons l'abçorbance de la Cd-thionéine a 
254 nm, la liaison de 7 atomes de métal divalent par mole de MT, la 

richesse en cystéine, la réversibilité de la liaison métal-thionhine ainsi 

que les forces de liaison métal-thionéine qui sont differentes selon les 

métaux considérés. 

5.7.1. Contenu métalliaue et ~ropriétés o~tiaues 

OLAFSON et THOMPSON en 1974 et BOUQUEGNEAU en 1975 ont recherché les 

teneurs en MT des fractions isolées par filtration sur gel et contenant des 

protéines dont les poids moléculaires sont de l'ordre de 10 000 Da 

environ. Ces teneurs étaient estimées en analysant les concentrations 

métalliques et/ou en mesurant l'absorbance à 254 nm. Ces méthodes sont 

toujours utilis6es mais doivent être considérées comme des techniques semi- 

quantitatives voire qualitatives. 

5.7.2. Saturation des MT Dar le métal 

Cette technique a souvent été employée (PIOTROWSKI et SZYMANSKA, 

1976 ; ONOSAKA et CHERIAN, 1982). Elle consiste à saturer "in vitro" les MT 



par un metal unique, de preference un radioisotope du Cd ou du Hg. Les MT 

sont ensuite separées des autres ligands du metal et du metal libre, soit 

par chromatographie (LEHMAN et KLAASSEN, 19861, soit par denaturation A la 

chaleur. Dans le second cas, le metal libre est 6limin6 par complexation 

avec de l'h6moglobine (EATON et TOAL, 1982). La concentration du metal de 

substitution est determinde et les teneurs en MT sont déduites d'aprds le 

rapport qui existe entre ce metal et la MT (exemple 7 atomes de Cd/msle 

MT) . Cependant, la présence Bventuelle de Hg ou de Cu au niveau de la 
proteine native peut entraîner une saturation incompldte des MT par le 

metal de substition car ces metaux (Hg et Cu) sont fortement lies aux MT. 

Le dosage des dif f erents metaux dans les fractions contenant les MT apres 

chromatographie peut resoudre ce probldme de sous-estimation des teneurs en 

MT. 

5.7.3. Dosaae des arouDements thiols 

La richesse des MT en cysteine a Bté mise 2i profit en dosant les 

groupements thiols par colorim6trie. En effet, le reactif de ELLMAN ou 

acide dithionitrobenzoïque (DTNB) permet de quantifier les groupements 

thiols presents dans une solution. Cette technique a été utilisee pour 

determiner la quantite de MT dans des fractions isol6es par chromatographie 

(TUKENDORF et BASZYNSKI, 1985; BERTHET, 1989). Elle a Bgalement et6 

appliquee au dosage des SH, directement dans des surnageants qui ont et6 

purifiés au préalable par precipitation 2i l'acide. Dans ce cas, la mesure 

des thiols prend en compte, non seulement les MT, mais Bgalement le 

glutathion et la cysteine (WOFFORD et THOMAS, 1984 ; SPRY et WOOD, 1989). 

Ces techniques permettent donc de quantifier les MT mais presentent 

lrinconv6nient de necessiter des étapes de chromatographies afin de 

quantifier les MT, soit dans leur totalité (la technique de saturation par 

le Cd ne prend pas en compte les MT complexant le Cu), soit exclusivement 

(le dosage des thiols prend en compte des résidus SH autres que ceux des 

MT). 

D'autres techniques permettent de doser les MT dans des échantillons 

biologiques necessitant peu de preparation. Il s'agit des techniques 

immunologiques et la technique de polarographie A impulsions 

dif f erentielles (DPP) . 



5.7.4. Techniaues immunoloaiaues 

La production d'Anticorps (Ac) polyclonaux anti-MT a permis 

d'utiliser les techniques irnmunologiques pour l'étude des MT. Ces anticorps 

vont permettre de rbaliser des dosages quantitatifs en RIA (TOHYAMA et 

SHAIKH, 1981 ; VANDER MALLIE et GARGEY, 1979 ; GARVEY et al. 1982) ou 

en ELISA (ROESIJADI et al., 1988 ; THOMAS et al., 1986). La mise au point 

de ces techniques a permis d1am61iorer le dosage de MT car elles sont plus 

sensibles et plus specif iques que les autres techniques (DPP, saturation 

par le Cd). Toutefois, elles demeurent relativement peu repandues car la 

production d'Ac anti-MT est delicate et ce, pour plusieurs raisons : 

- la proteine est faiblement imunogène même lorsqu'elle est couplée à 

un transporteur (par exemple, le glutaraldehyde ou l'immunoglobuline) 

(GARVEY et al., 1982 ; MEHRA et BREMNER, 1983) 

- l'absence de groupements aromatiques exclut la possibilit6 

d'incorporer directement l'iode radioactif dans la molecule traçeuse (BRADY 

et KAFKA, 1979). 

Seuls quelques laboratoires ont obtenu des Ac anti-MT ayant un titre, 

une avidite et une specificit6 suffisantes pour permettre de realiser des 

dosages corrects en routine. 

D'autre part, les Ac produits contre les MT de mammif dres peuvent 

presenter une bonne reactivite vis-à-vis des MT d'autres espèces de 

mammif Ares (TOHYAMA et SHAIKH, 1978 ; GARVEY et al., 1982 ; VANDER MALLIE 

et GARVEY, 1979) mais reagissent peu par rapport aux MT existant chez des 

espdces autres que les mamrnifdres (TOHYAMA et SHAIKH, 1981 ; KAY et al., 

1986) . 
Plus recemment, des Ac anti-MT de moule (Mytilus edulis) (ROESIJADI 

et al., 1988), de truite (Salmo gairdneri) (NOREY et al., 1990), de carpe 

(Cyprinus carpio) (KIT0 et al., 1986) , de poisson-chat (Heteropneustes 

fossilis) (CHATTERJEE et MAITI, 1987) et de perche (Perca fluviatilis) 

(HOGSTRAND et HAUX, 1990) ont et6 produits et utilises en RIA chez la 

perche ou en ELISA chez la moule et la truite. Certains de ces auteurs ont 

montre que les Ac de poissons reagissaient peu vis-à-vis des MT de 

mammif dres . 
L'utilisation de ces Ac est donc limite8 du fait des problèmes de 

specificite et d1immunoreactivit6 qui existent entre différentes classes de 

vertébr6s. Ces limitations sont liées aux variations de la structure 

primaire au niveau de la partie N-terminale de la sequence d'acides amines 

(voir 5-3-2). 



5.7.5. Polaroara~hie à im~ulsions differentielles (DPP) 

La DPP a et6 utilisee par differents auteurs pour quantifier les 

teneurs en MT, ou pour detecter la presence de "MT-like proteins*, dans des 

Bchantillons biologiques (ROCH et al., 2982 ; THOMPSON et COSSON, 1984 ; 

OLSSON et HAUX, 1986 ; COSSON, 1987 ; RASPOR et al., 1989) 

La methode est basee sur la detection d'une variation d1intensit6 de 

courant Blectrique qui survient dans un electrolyte quand un compose5 est 

reduit ou oxyde. Lors du dosage des MT par DPP, c'est le signal 

correspondant à la reduction de l'hydrogdne des groupements sulfhydryles 

qui sera mesuré. Cette detection Blectrochimique se fait dans un tampon 

moniaqu6 contenant du cobalt dont la composition a et6 mise au point par 

BRIDCKA en 1933. L'utilisation de cet Blectrolyte permet de quantifier la 

cysteine sans interference majeure avec d'autres mol6cules Blectro- 

chimiquement actives. 

Puisque les mol6cules contenant des groupements sulfhydryles 

determinent le signal, la specif icit4 de la methode va dependre de la 

composition de l'échantillon. L16chantillon biologique devra donc être 

purifie afin de dbbarasser les MT de la majorite des autres mol6cules 

contenant des residus SH. Comme les MT sont des compos6s de poids 

mol6culaire moyen (8 à 12 KDa environ) resistant à la chaleur, la 

denaturation par la chaleur est la methode utilisée pour Bliminer les 

mol6cules de poids moleculaire 6lev6, tout en prbservant les MT. Les 

compas6s de faibles PM contenant des groupements SH tels que le glutathion, 

la cyst6ine libre ou les produits de degradation des protéines de haut PM 

n'interviennent pas dans le dosage (THOMPSON et COSSON, 1984 ; OLSSON et 

HOGSTRAND , 19 87 ) . 
La quantite de MT est deduite aise5ment grâce i3 l'utilisation directe 

de standards, non pas de cysteine, mais de MT commercialis6e de foie de 

lapin. 

Le dosage des MT par DPP a et6 compare avec d'autres techniques 

telles que la méthode de saturation par le Cd (ONOSAKA et CHERIAN, 1982) et 

la methode radioimmunologique (HOGSTRAND et HAUX, 1992) . Ces comparaisons 
mettent en hidence certains avantages de la technique DPP : 

- il s'agit d'une technique relativement rapida puisque le dosage est 

r6alis6 directement dans des surnageants prealablement chauffes ; en dehors 

des Btapes de preparation de l'echantillon, la dur& du dosage est de 5 

minutes environ par echantillon. 



- la composition metallique de l'échantillon n'intervient pas dans le 

dosage à l'inverse des techniques de saturation par le cadmium (radioactif 

ou froid). Les dosages peuvent donc être r6alis6s sur des Qchantillons 

provenant aussi bien du milieu naturel que contamin6s en laboratoire ; de 

plus, on 6vite la manipulation d'isotopes radioactifs. 

- les problèmes de sp6cificit6 qui se posent lors du dosage en 

immunologie de MT provenant d'espèces différentes, sont egalement évites ; 

en effet, les differences intersp6cifiques de structure des MT 

n'interviennent, ni au niveau du nombre, ni au niveau de la position des 

cystbines dans l'enchaînement des acides amines et donc n'influencent pas 

le resultat du dosage en DPP. 

Par contre, cette technique est moins sensible que les techniques 

immunologiques ; la DPP permet de d6tecter des quantites de MT qui sont de 

l'ordre de quelques pg/g de tissu biologique, alors qu'en immunologie le 

seuil de detection est de l'ordre de quelques ng/g de tissu. 

Alors que les m6thodes immunologiques permettent de quantifier les MT 

dans plusieurs dizaines d'échantillons simultan6ment, la DPP necessite un 

temps de preparation et un dosage pour chaque echantillon, d'où d'éventuels 

problèmes de reproductibilite des mesures et un temps de présence 

necessaire plus important de la part du chercheur. 

DIETER et ses collaborateurs ont publié, en 1985, une Btude dans 

laquelle cinq m6thodes de quantification des MT ont été compar6es ; il 

s'agit des techniques de saturation des MT par le Hg, de saturation des MT 

par le Cd avec precipitation par l'h6moglobine, de la RIA, du dosage par 

colorimetrie des SH et de la methode "G75" qui consiste 21 doser les métaux 

dans les fractions Bluees après chromatographie de filtration sur gel. 

D'après les critères consid6r6s pour le dosage d'un point de vue 

quantitatif (précision et linéarite de la methode, sur ou sous-estimation 

des r6sultats et quantite de materiel biologique disponible), les meil- 

leures performances sont attribuées 2I la RIA. Par contre, d'un point de vue 

qualitatif (considbrant la technicite du materiel et du "savoir-faire"), la 

RIA est moins interessante que les techniques de saturation parles métaux 

ou que le dosage colorim6trique des SH. Le temps necessaire au dosage des 

MT est, toutefois, moins important en RIA. La technique "G75" représente 

selon ces diff6rents critères, la technique globalement la moins 

interessante. 



Tableau 3 : Estimation des rejets polluants sur le littoral 
français de la Mer du Nord en 1976 

1 1 1 Chargea journalieres ( ~ s t i m a t i o n a  dea moyennes en ng/jour) 1 

Tableau 4 : Recapitulatif des estimations des flux contaminants des 
principaux cours d'eau debouchant en mer (kg/an) 

(d'aprèa chauaaepied et a l . ,  1989) 

3 canaux de 

Canche 

Authie 

TOTAL arrondi 

2 850 

1 850 

8 000 

8 100 

5 O00 

172 300 

6 100 

3 450 

14 000 

110 

170 

440 



Les techniques de quantification des MT sont donc relativement 

diversifi6es1 chacune prbsentant ses avantages et inconv6nients. La nature 

et les objectifs de 1'6tude sont d6terminants pour le choix d'une 

technique. 

6. PrBsentation des sites d16tude 

6.1. Cadre de 1'Qtude : wollution m6tallisue du littoral Nord de la 

France 

6.1.1. Etats des rejets sur le littoral du Nord-Pas-de-Calais 

La presque totalit6 des activit6s industrielles situdes sur les 

bassins versants et sur la côte intdressant le littoral Nord-Pas-de-Calais 

sont rassembl6es essentiellement autour des agglom6rations de Dunkerque, 

de Calais et Bgalement de Boulogne-sur-mer. 

Une estimation des rejets polluants a 6t6 entreprise sur le littoral 

français de la Mer du Nord en 1976 par le SECADU (Syndicat mixte dfEtudes 

pour 11Am6nagement du littoral Calais-Dunkerque) (tableau 3). 

Une étude plus r6cente (CHAUSSEPIED et al., 1989) a concerne les flux 

des contaminants chimiques issus des rejets industriels directs h la mer. 

Ces rejets constituent le deuxieme ensemble d'apports la mer par 

l'importance des tonnages, apr8s les apports par les cours d'eau car les 

flux des contaminants d6vers6s par les cours d'eau de la rdgion de Calais 

sont 6galement tres importants (tableau 4). 

Tableau 5 : Flux estimés des principaux rejets industriels directs (kg/an) 



Tableau 6 r Teneurs mdtal l iques  moyennes de l ' e a u  de  mer dans d i f f d r e n t e s  zones 
de l a  Mer du Nord, Manche et At lant iques  

Tableau 7 r Teneur en metaux de  l ' e a u  d e  mer d e  Dunkerque comparde aux va l eurs  de l 'Europe 

I EAUX COTIERES I EAUX COTIERES 
' l i t t o r a l "  ' l arge '  

Europe ( 1 )  

3 0 - 3 0 0  

I I 
Id' a ~ r è 8  DELVAL. 1984) 

Dunkerque ( 2  ) 

2 O 

1 5  

. - 
(1) I Plages & variat ion déduites de la bibl iograf i ie  des eaux cô t i ères  d'Europe (eau f i l t r é e  à 0,45 p ) .  
( 2 )  I Teneurs myennes (Bilan des nusures du R.N.O.  de  1975 à1979).  

Europe ( 1 )  

1 - 5 0  

1 f 5 - 7 f 0  

Dunkerque ( 2  ) 

3 5 

2 5 



Les flux majeurs des contaminants métalliques provenant des rejets 

industriels se situent géographiquement de la façon suivante (tableau 5) : 

Zn et Hg a Dunkerque, Pb et Cd à Boulogne et Cu sur l'ensemble des trois 

zones portuaires. 

Des mesures de toxicité globable des effluents industriels, par tests 

biologiques (test daphnie), ont montré l'importance prBpond6rante des 

apports du secteur de Calais. Tioxide reprBsente a lui seul près de 80% 

des apports toxiques de toute la région. 

Du fait du pas de marée et de la dérive (NE) de la masse d'eau sur ce 

littoral, les produits issus des Bmissaires et des Bgouts de Calais sont 

entraînbs vers Gravelines. C'est donc la zone comprise entre Calais et 

Gravelines qui sera la plus touchée par la pollution. 

Le littoral de Hardelot a Boulogne est pratiquement dBpourvu 

d'industries. Seule la zone portuaire de Boulogne est soumise aux rejets 

industriels de la SFPO (Société des Ferro-Manganeses de Paris- Outreau). 

6.1.2. Teneurs en métaux lourds de l'eau de mer 

Une Btude comparant la Mer du Nord, la Manche et l'Atlantique a 

montré que les teneurs en Hg, Cd, Cu et Pb de la zone situBe entre la Baie 

de Seine et Dunkerque sont moins Blevées que celles de la côte Belge et de 

la Manche centrale (excepth pour le Cu) (tableau 6) .Cependant, les 

concentrations en Hg et Cd dans cette même zone sont supérieures a celles 

de la façade Atlantique (AUBERT et al., 1987) . 
Comparées aux concentrations métalliques moyennes des eaux côtidres 

d'Europe, les teneurs relevées dans les eaux côtieres de Dunkerque sont 

peu BlevBes (tableau 7). Par contre, les concentrations estimees pour la 

zone du large se situent ou ddpassent nettement (pour Cu et Zn), les 

valeurs maximales des plages de variations concernant l'Europe. 

6.1.3. Teneurs en métaux des sédiments 

Deux campagnes Hydrobios (Hydrobios 1 et Hydrobios II) ont été 

rBalisées en 1980 et 1983 et ont permis de dBcrire l'état de contamination 

metallique des sBdiments superficiels d'une zone littorale, large d'une 

dizaine de km environ, située entre la frontiere belge et Ault. 

Sur la carte synthétique résumant les résultats obtenus (figure 21, 

on distingue deux zones : 

Le Sud de Boulogne est une zone où la diversitb des contaminants est 

moindre que celle située entre Calais et Dunkerque. 



T i  CdCu 0 

Figure 2 : Principaux contaminants metalliques des s6diments 
(dfapr&s L'HOPITAULT et al., 1983) 



De Boulogne h la frontiere Belge, deux types de contamination peuvent 

être distingues : 

- une pollution côtidre, trds diversifiee selon les activit6s 

industrielles locales et le degr4 d'urbanisation, 

- une pollution gen6ralisee (essentiellement par ~ e ,  Zn, ~b et CU) 

observ6e au large entre Boulogne et le Cap Gris-nez, entre Calais et 

Gravelines et au nord de Dunkerque. 

Dr aprds les travaux de DELABRE (1985) , s' int6grant dans la campagne 

Hydrobios II (estran et zone subtidale proche) , le secteur de Calais à 

Gravelines est caracterise par une pollution métallique particulidrement 

importante de la zone subtidale Bloignee notamment par le Cu, puis le Zn, 

le Pb et enfin le Cd. A l'oppos6, la frange côtidre apparaît, dans 

l'ensemble, moins pollu6e. 

En face de Boulogne, les sites presentent une contamination g6n6rale 

au Cd et Bgalement en Zn, Pb et Hg. La zone sitube au Sud de Boulogne 

apparaît être la moins pollu6e de toutes celles 6tudi6es. 

La localisation des points contamines dans les zones subtidales 

correspond aux d6pôts de dragages qui sont consid6res comme source de 

pollution. En effet, compares aux apports de metaux sur le littoral Nord, 

le flux de metaux lourds lies aux dragages portuaires est considerable : 5 

fois plus grand pour le Cu ; 3,4 fois pour le Zn et 5,6 fois pour le Pb. 

L'Btude de DESSAINT (1987) a eu pour but de determiner les teneurs en 

Cd, Co, Cu, Fe, Ni et Pb des fractions fines des s6diments (<63pm) 

provenant de quatre sites diffhrents. Les trois premiers sont situes en 

Manche, entre Berck et Etaples et r6partis de la côte vers le large (bancs 

du "littoral", de la Bassure de Baas et du Vergoyer) . Le dernier site est 
localis6 en Mer du Nord sur le banc du Dyck au large de Calais. 

Les r6sultats obtenus montrent que les metaux Cd, Co et Fe ne 

depassent pas le "seuil de surchagel', defini comme Btant Bgal h 5 fois 

celui des teneurs naturelles des sediments en mdtaux. 

Le Ni et le Pb revdient une pollution du milieu, principalement pour 

le "littoral" et le Dyck, deux zones h sddiments plus ou moins envasés. 

Le Cu n'aurait pas une origine anthropique ou serait h integrer dans 

le cadre d'une poll'ution g6n6ralis6e extraregionale. 

6.1.4. Teneurs en métaux de la matidre vivante 

Durant les campagnes Hydrobios, les mollusques M y t i l u s  e d u l i s  et 

Cardium e d u l e  ont 6th utilisbs pour évaluer les teneurs en métaux de la 
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Figure 3 : Contaminants mbtalliqueç majeurs des moules et des coques 
(d' aprds L'HOPITAULT, 1982) 



matidre vivante sur le littoral de Ault à la frontidre belge. La figure 3 

pr6sente les sites où les concentrations m6talliques sont anormales avec 

depassement de la capacite d1auto6puration des mollusques (L'HOPITAULT, 

1982) . 
Comme pour les sediments, on ne constate pas de contamination 

dominante par un seul m6tal mais plutôt une multiplicit6 de 

contaminations. On remarque que dans la zone Calais-Dunkerque, les 

616ments Pb et Ni sont abondants dans les molfusques. Au sud de Boulogne, 

les organismes présentent une contamination moins variee et plutôt 

caractéris6e par le Cd. 

Des donnees concernant ces mêmes espdces sont expos6es dans un 

rapport de BARBIER et al. (1986). Les r6sultats obtenus dans les 

mollusques et les s6diments sont coh6rents entre eux. Ils permettent de 

caracteriser l'état de la contamination m6tallique du littoral r6gional. 

La majorit6 des concentrations mesurees sur le littoral Nord-Pas-de- 

Calais sont faibles et correspondent A des valeurs habituellement 

rencontrees dans le milieu naturel. 

Cependant divers sites presentent des concentrations en metaux 

bledes. Ils sont situes dans les secteurs Calais - Dunkerque et Boulogne - 
Gris-Nez. Les zones de contamination identifiees correspondent aux sites 

de rejets de boues de dragages portuaires pour le large et aux abords des 

grands ensembles urbains et portuaires, A la &te. 

Sur le littoral sud, le secteur de Berck et Etaples pr6sente les 

concentrations les plus faibles. De ce fait, il peut être consider6 comme 

le secteur de r6ference au plan r6gional. 

D'ailleurs, les teneurs m6talliques observ6es chez des flets 

(Platichtys flesus) prélev6s sur ce site de r6férence et au niveau de 

Dunkerque confirment l'hypothdse d'une zone t6moin "saine" dont la 

contamination est moindre que celle de la zone de Dunkerque (DELVAL, 

1984) . 

6.2. Pr6sentation des sites de ~r6ldvements et des esoeces 

6tudi6es 

La region de Calais à Dunkerque constitue la* zone la plus contaminbe 

du littoral. 

Comme l'essentiel des metaux lourds provient de Calais ; ceux-ci sont 

entraîn6s vers le Nord-Est en raison du pas de mar6e ce qui amdne à ce que 

la zone contaminee par les rejets se situe entre Calais et Gravelines. 



Figure 4 : Localisation des sites de pr6ldvements 



C'est donc dans cette zone que nous effectuerons les chalutages, à la côte 

et au large. . 
Ces chalutages visaient 21 capturer trois espèces de poissons : la 

morue (Gadus morhua) ainsi que deux espèces de pleuronectidés, la limande 

(Limanda limanda) et la limande- sole (Microstomus kit t) . 
La limande est un poisson plat benthique, carnivore. En Mer du Nord, la 

phriode de maturation des gonades debute en Octobre-Novembre et la ponte a 

lieu en avril-mai (TASSEL, 1985) . Pendant toute la periode de 

reproduction, cette espèce vit 2I la côte puis repart vers le large. Nos 

pr6lèvements ayant eu lieu en automne (octobre - novembre) j usqu' au 

printemps (avril-mai), nous avons toujours pêche les limandes sur les 

sites "côte". Le sediment meuble sablo-vaseux constitue le biotope de la 

limande. 

La limande-sole, pleuronectide comme la limande, ne vient pas à la 

côte. Cette espdce recherche les fonds durs et les sediments caillouteux. 

On la trouve de la Norvdge à la Manche où elle devient rare. 

La morue, appartenant à la familles des GadidBs, est un poisson 

nectobenthique carnivore dont le r6gime alimentaire est contitue 

principalement de vers, de crabes et de crevettes. A l'age adulte, les 

morues se nourrissent de poissons plus petits, et à ce titre, peuvent être 

qualifiees de consommateurs tertiaires. 

La morue et la limande-sole ont donc et6 pr6lev6es au large dans une 

zone situde 2I 11extr6mit6 sud du banc "Out Ruytinghem" ; les fonds 

atteignent environ 40 mètres et le sediment y est grossier (sables 

coquilliers). Les prelèvements de limandes ont et6 effectues à la côte 

dans la zone du phare de Walde, sur des fonds de 10 21 15 mètres (figure 

4). 

Afin de disposer de poissons de oor6f6rence11 preleves dans une zone 

dite "saine", en fait moins contaminee (voir 6.1), nous avons effectue en 

parallèle, des chalutages dans la region de Boulogne. Deux zones ont et6 

s6lectionn6es : à la côte, au niveau dlHardelot et au large, au niveau des 

ridens de Boulogne. Les natures des sediments de ces deux sites sont 

comparables à celles des sites contamines. 

Les prelèvements du large devaient, à l'origine, être effectues au 

niveau du Vergoyer (secteur sud de Boulogne), zone peu contaminée mais nos 

pêches peu fructueuses nous ont contraint à un "repli" sur le site des 

"ridens", localise en face de Boulogne. 



C H A P I T R E  I I  

M A T E R I E L  ET H E T H O D E S  



CHAPITRE I I  : MATER1 EL ET METHODES 

1. Descriotion des méthodes d'échantillonnaae 

1.1. Prélévements du matériel bioloaisue. 

Les poissons ont et6 pr6levés à bord du SEPIA II, navire 

oceanographique du C.N.R.S., rattache à la Station Marine de Wimereux. 

Les specimens destinés aux analyses ont Bté mesurés puis diss6qués. 

Les poissons ont Bté tues par section de la tête en arridre des ouïes. 

Les organes prelevés (muscle, foie, branchies) ont et6 placés 

immediatement à - 20°C dans des sachets en polyéthyldne ainsi que la tête 

afin de prélever les otolithes ultérieurement. Le sexe et la taille de 

chaque poisson ont et6 notés. 

Les spécimens destines aux intoxications expérimentales ont été 

placés dans les viviers, à bord du SEPIA II, puis transférés rapidement 

dans les aquariums de la Station Marine de Wimereux. 

1.2. Préldvements de sédiments 

Des sediments ont été prélevés en differentes stations, situees au 

niveau de chacun des traits de chalut, ceci afin de verif ier 

l'homogénéité de chaque zone de travail. Pour chaque point 

d'échantillonnage, les préldvements ont et6 tripliques. 

A la côte, la nature du sédiment a permis de réaliser des 

pr6ldvements au carottier Reineck modifié. Les échantillons prélevés dans 

les trois carottes obtenues sont limites à la fraction superficielle du 

sédiment (5 à 6 cm) . 
Au large, le sédiment beaucoup plus grossier n'a pu être prélevé 

qu'à la benne Shipeck car les autres moyens de pr616vement posaient 

divers probldmes techniques. A chaque station, plusieurs prélèvements ont 

été réalisés afin d'obtenir trois échantillons de taille correcte. 

Les échantillons ont été stockés au congélateur dans des sacs de 

polyéthyldne. 

1.3. Prél&vements des otolithes 

Les otolithes sont contenues dans l'oreille interne et présentes au 

nombre de trois paires. Chez de nombreuses espaces de poissons, la 

Sagitta est la plus grande et permet de determiner l'âge grâce à 

l'alternance de zones opaques et hyalines liée au métabolisme du calcium 

en fonction des saisons estivales et hivernales. 



Tableau 8 : Protocole exphimental utilise pour la purification 
et la caracterisation des mt5talloprot~ines 

Foie n 
Extraction de la fraction 

soluble du foie 

1 
Chromatographie de filtration 

sur gel Sephadex G75 

Dosage des 
metaux au SAA en 

Mesure de 1 ' absorption en W 
des proteines de PM egale a 

10 000 d environ 

Lyophilisation 

1 Chromatographie sur 1 
I colonne DEAE (HPLC) I 

Dosage des 
metaux au SAA en 

Chromatographie sur colonne en 
phase inverse 

1 

d' acides 



Les otolithes ont été analysées par les soins du personnel de 

l'équipe Dr. A. SOUPLET (IFREMER Boulogne-sur-mer) . Les otolithes de 
limandes et limande-soles sont observées "in toto" à la loupe 

binoculaire ; celles de morues sont coupees transversalement aprds 

inclusion dans la résine, montées sur lames et l'observation à la loupe 

binoculaire permet de compter le nombre d'anneaux translucides et 

opaques. 

2. Séparation et caractérisation des métallo~rot6ines hépatiaues 

La plupart des méthodes utilisées pour la purification et la 

caractérisation des m6talloprotéines (MP) sont récapitulées dans le 

tableau 8. Les techniques d'analyses que nous avons utilisees ont et6 

mises au point lors d'etudes menées au laboratoire concernant la 

caracterisation des m6talloprotéines de flet (Platichtys flesus) (DELVAL, 

1984 ; RICHARD et al., à paraître). 

2.1. Intoxication des poissons Dar du Cd 

Des MP ont et6 induites artificiellement chez les poissons pour 

servir de protéines de référence lors de l'étude des protéines complexant 

les métaux dans des échantillons provenant du milieu naturel. 

Des poissons ont Bté intoxiqués par injections intrapéritonéales de 

Cd à raison de 1 mg/kg (sous forme de CdC12). Ils ont reçu sept à huit 

injections de cette dose de contaminant, reparties sur une durée de 36 

heures environ puis ont ét6 disséqu6s de la même façon qu'en mer. 

2.2. Extraction tissulaire 

Un échantillon de foie d'environ 1,s g est broyé et homogén6isé 

pendant deux minutes, A O°C, au moyen d' un homogénéiseur Ultra- turrax, 

dans deux volumes de sucrose 0,s M. Les homogénats sont alors centrifuges 

à 37 000 g, à 4OC, pendant trois heures. Les surnageants sont ensuite 

prélevés. Un volume de 2,s à 3 ml de surnageant est nécessaire pour une 

chromatographie de filtration sur gel. Lorsque la taille du foie le 

permet, davantage de foie est broyé et homogén6isé et des fractions de 

surnageants de 2,5 à 3 ml sont aliquotées et congelées à - 20°C pour être 
utilisées dans le mois suivant tandis que les autres sont lyophilisées. 



2.3. Chromatoara~hie de filtration sur ael 

La filtration sur gel permet de separer les constituants d'un 

melange selon leur taille mol4culaire. Cette filtration s'effectue pour 

des proteines complexant les metaux, selon les conditions definies par 

SUZUKI en 1983, cite par DELVAL en 1984 : 

- on considdre que l'absorbance des metaux sur la colonne est 

negligeable, 

- il n'y a pas de ligands, pour les differents metaux Qtudies, au 

niveau des tampons, 

- le pH est neutre ou legdrement basique, pour Bviter la 

dissociation des m6taux1 

- la composition de 1'6luant doit être constante lors de 1'6lution 

et de la detection. 

Nous avons utilise du gel Sephadex G75 (Superfine, Pharmacia) . Ce 
type de gel exclut les macromol~cules de poids moleculaire (PM) superieur 

à 70 kDa et permet une séparation maximale des proteines de PM compris 

entre 60 et 3 kDa. 

Les colonnes utilisées ont une hauteur de 95 cm et un diamdtre de 

2,6 cm. Avec ce type de colonne, on peut chromatographier jusqu'à 3 ml de 

surnageant tout en s'assurant d'une bonne separation des mol6cules des 

diffbrentes gammes de PM. 

Le tampon utilise est du formiate d'ammonium 0,01 M ; pH = 7'4 (pH 

proche du milieu interieur). Son debit est rBgl6 par une pompe 

péristaltique (Micro Perpex Pump LKB 2132) a 12 ml/heure. 
La sortie de la colonne est relie0 & un detecteur d'absorption UV 

(Uvicord S, LKB 2138) reg16 a 254 nm (absorption specifique des Cd- 

thioneines) sur une Bchelle d'absorbance qui sf6tend de O 0,2. Il est 

lui-même relie, d'une part à un collecteur de fractions (LKB 2212 

Helirac) (reglé a 30 minutes par fraction), d'autre part à un 

enregistreur (LKB 2210 Recorder) . Cet ensemble (excepté 1' enregistreur) 
est place dans une armoire refrigBr6e à 4OC. 

Les volumes d'elution des molécules de differentç PM sont 

determines suite une chromatographie rBalis6e avec des standards (y- 

globuline 158 kDa ; Ovalbumine 44 kDa ; Myoglobine 17 kDa ; Vitamine B12, 

1 350 Da). L1homog6n6ité de la colonne est vérifie0 par un Bchantillon de 

2 ml de Bleu Dextran enrichi par du sucrose. 



Les proteines qui nous interessent ont un PM compris entre 8 et 12 

kDa environ et elles sont Bluees au niveau du pic defini sous le vocable 

"pic2". Les fractions éluées au niveau de ce pic sont retenues et 

lyophilisées, hormis les volumes destinés au dosage des métaux qui sont 

conserv6s à 4OC ou à - 20°C. Les fractions contenant les mol6cules de 

haut et faible PM sont également conserv6es pour le dosage des metaux 

afin d'etablir les profils de repartition des metaux dans les differentes 

gammes de PM. 

2.4. Dosaaes des métaux Dar s~ectro~hotométrie d'absor~tion 

atomique (SAA) 

- Princi~e du SAA en flamme 

Une solution contenant 11616ment metallique à doser est injectée 

dans une flamme dans laquelle les Bl6ments tendent à rester à l'état 

fondamental. Une radiation de longueur d'onde caracteristique de 

lrél6ment à doser provenant d'une lampe à cathode creuse est émise à 

travers la flamme. En absorbant cette énergie, les atomes passent à 

l'état excite. La baisse de l'intensité de la radiation due à 

l'absorption d'énergie est mesurée par un spectrophotomètre et elle est 

fonction du nombre d'atomes présents sur le chemin de la radiation à tout 

moment (ALLEN, 1974 cite par DELVAL, 1984). 

- Dosaaes 
Les concentrations de Cu, Zn et Cd des fractions obtenues aprds 

chromatographies de filtration sur gel Sephadex G75 ou sur colonne DEAE 

en HPLC sont mesurees au SAA en flamme (Perkin-Elmer 100) Bquip6 d'une 

flamme air-acetyldne. Le nombre de replicats et le temps d'analyse sont 

fonction du volume de solution disponible. Les r6sultats obtenus sont des 

moyennes exprimées en ppm. LrQcart-type est également indique. Ces 

résultats sont ensuite convertis en pg/g de poids frais. Les seuils de 

detection des différents Bléments metalliques sont regroupes dans le 

tableau 4. 

2.5. Mesure de i'absor~tion dans l'ultra-violet 

Les fractions qui ont été retenues après chromatographie de 

filtration sur gel G75 ont été analysées au spectrophotom8tre UV (Beckman 

modèle 24 ou Kontron Uvicon 940). Les densités optiques ont été mesurées 

de 200 à 300 nm pour plusieurs raisons : 



- On a utilise le rapport d'absorbance (abs.) : abs.220 nm x 0.13 

pour Bvaluer approximativement la quantite de proteines en mg/ml d'une 

solution, ceci afin de determiner la quantite de proteines à injecter en 

HPLC (communication du Dr. SAUTIERE, Institut de Recherche sur le Cancer 

- Lille). 

- Les MT absorbent peu à 280 nm du fait de l'absence d'acides 

amines aromatiques et l'absorbance à 254 nrn est caracteristique de la 

liaison Cd- thionBine (KAGI et NORDBERG, 1979) . Des rapports abs .254 
nm/abs.280 nm Bleves sont donc caractéristiques de la presence de 

m6tallothion6ines (MT) ayant complexe du Cd. 

2.6. Chromatoaraohies Dar HPLC 

L'equipement HPLC est un systeme Gold Beckman Bquipe d'un module 

binaire de selection automatique des solvants (modele 126) et d'un 

detecteur spectral (modele 167) , associe à un microordinateur Victor 

(modele V 286C) . 
Deux types de chromatographies ont et6 realisees en HPLC. Pour 

chacune, le debit du tampon est de 1 ml/minute et les absorbances à 220 

nrn et à 254 nm sont enregistrées en continu. Les tampons sont prepares 

dans de l'eau bidistillee et sont filtres sous vide sur membrane 0,45 p n  

(Millipore) avant utilisation. 

- Chromatoaraohie sur colonne Bchanaeuse d'anions (DEAE) Dar HPLC 
On a utilise cette technique pour separer des protéines de PM 

voisin, en fonction de leur charge ionique. 

Les lyophilisats obtenus apres chromatographie de filtration sur 

gel sont dissous dans 300 pl de Tris- HC1 10 mM et filtr6s sur des unites 

de filtration par centrifugation (Millipore, Ultrafree Mc ; 0,22 pm) . 
250 pl de cette solution sont ensuite chromatographies sur DEAE (TSK - 5 

PW - 7,s x 7 5 mm ID Beckman) munie d' une precolonne (TSK - DEAE - 5 PW - 

Beckman) . L' Qlution s'effectue avec un tampon Tris- HC1 (Sigma) à pH Bgal 

à 7,4 dont le gradient est lineaire (del0 à 120 mM, en 18 minutes) ; la 

durée totale de la chromatographie est de 45 minutes. Le tampon A est une 

solution Tris-HC1 10 mM et le tampon B est du Tris-HC1 200 mM. Les 

conditions du gradient sont les suivantes : temps (minutes) / %B = 0/0, 

1/0, 19/60, 20/100, 23/0 et 45/0. 

Certaines chromatographies (filtration sur gel G75 et DEAE) ont 

et6 realisees apres ajout de fi-mercaptoethanol 5 mM (BDH) dans les 



tampons, afin de v6rifier si des probldmes d'oxydation des proteines 

interviennent durant ces analyses. 

- Chromatoaraphie sur colonne en phase inverse Dar HPLC. 

La chromatographie en phase inverse Btait, a l'origine utilise0 
pour dessaler les fractions obtenues en DEAE et destinees aux analyses 

d'acides amines ; nous l'avons utilise0 6galement afin de s6parer 

différents constituants, ayant un PM et une charge ionique voisins, selon 

leur proprietes d1hydrophobicit6. 

Un volume de 1 ml maximum des fractions h chromatographier est 

applique a la colonne (Beckman - C8 - Ultrapore - RPMC 5pm - 4,6 m 25 

cm) et 6lu6 avec un gradient lin6aire d' acétonitrile (ACN) (Baker- qualité 

"pour HPLC") (O h 50%) contenant 0,05% d'acide trifluoroac6tique (TFA) 

(Merck, pour spectroscopie) h pH 6gal h 2, d'une dur& de 30 minutes. La 

dur60 totale de la chromatographie est de 60 minutes. Le gradient est un 

mélange du tampon A (eau contenant 0,05% de TFA) et du tampon B (ACN 

contenant 0,05% de TFA). Les conditions du gradient sont les suivantes : 

temps (minutes) / %B = 0/0, 5/0, 35/50, 40/70,45/0 et 60/0. 

2.7 . Analvses d' acides amin6s 

Les analyses d'acides amines ont BtB realisees au laboratoire du 

Dr. SAUTIERE. Les Bchantillons sont hydrolys6s par de l'acide 

chlorhydrique 6N (1 ml/mg de prot6ine) a llO°C pendant 24 heures, dans 
des tubes qui sont scelles sous vide. Les hydrolysats sont ensuite repris 

dans un tampon citrate de sodium pH : 2,2 et places dans un 

autoanalyseur (Beckman 6300) . 

3. Quantification des m6tallothion6ines 

3.1. Essai de mise au Doint d'un dosaae des m6tallothionéines (MT) 

par colorimetrie 

Les premiers essais ont 6th r6alis6s h IFREMER Nantes dans le 

laboratoire du Dr. F. GALGANI. 

3.1.1. Principe du dosaae des MT Dar quantification des thiols. 

Il s'agit d'un dosage colorim6trique r6alis6 h l'aide 'du DTNB 

(acide dithionitrobenzoïque) (Sigma) mis au point par ELLMAN (1959) . Ce 
produit est un indicateur colore de la quantite de groupements 



sulfhydryles presents dans la solution a analyser. Il peut donc être 
utilise corne indicateur de la quantite de cysteine et donc de MT. 

Le but de l'essai est de doser les r6sidus SHI correspondant a la 

cysteine des MT exclusivement, dans des surnageants. Ces surnageants 

doivent être purif i6s afin d' 6viter les interf 6rences avec les thiols 

provenant de mol6cules de haut ou faible PM. 

3.1.2. Rbalisation du test 

Les surnageants sont pr6par6s selon la methode decrite en 2.2, mais 

le foie est homog6n6is6 dans deux volumes de tampon formiate d'ammonium 

0,01 M contenant du $-mercapto6thanol a 0,01 M. 
- Elimination des molécules de PM Bleve 

Les mol6cuîes de PM Blev6 sont 6limin6es par chauffage des 

surnageants 80°C pendant 3 minutes ; cette methode preserve les MT 

puisque celles-ci resistent a la chaleur (CHERIAN et al., 1978). 
- Elimination des molecules de faible PM 

La presence de gluthation, de cysteine libre ou de r6sidus 

provenant de la denaturation des grosses proteines risque d1interf6rer 

dans le dosage des thiols. Un systbme de filtration par centrifugation 

(Systbme Centrisart, seuil de coupure 6gal a 5 kDa - Sartorius) est 

utilise afin de les Bliminer. 

- Dosaae des thiols 

50 pl de la solution de DTNB (40 mg de DTNB dans 10 ml de tampon 

phosphate 0 , l  M ; pH = 7,8) sont ajoutes aux 300 pl df6ehantillon 

(surnageant chauf f 6 et f iltr6) d6pos6s dans des puits de microplaques 

(destinees aux dosages imrnunologiques en ELISA). Le temps d'action du 

reactif est de 30 minutes et la lecture de l'absorbance 405 nm est 

realis6e directement sur lecteur de plaques. Cette absorbance est 

reportee sur la courbe standard pr6paree avec du glutathion (Prolabo) 

dilue dans du tampon formiate d'ammonium 0,01 M (1 mole SH/mole 

glutathion) (Figure 5). La quantite de MT est estimee grâce au rapport 20 

moles SH/mole MT. La gamme utilisee permet de détecter jusqu'a 25 nmoles 

de SH et elle est caracterisrSe par l'équation : y = 0,413 x - 0,023. Les 

quantites de MT dosees varient entre 88 pmoles et 1,23 nmoles/puits. 

Cette technique permet donc de detecter une quantite minimale de MT 

d'environ 1,77 pg/ml (0,62 pg/puits) . 



3.2. Pré~aration des échantillons Pour les dosaaes des MT et Dour 

le dosaae des métaux dans les fractions solubles des foies. 

100 mg de chacun des foies de poissons sont prélevés puis 

homogénéisés à l'Ultra-turrax dans 2 ml de tampon Tris-HC1 50 mM, à pH 8, 

à O°C. Pour certains échantillons (échantillons standards de poissons 

contamin6s en laboratoire), des homog6nats contenant 200 mg ou 1 g de 

foie dans le même volume de tampon sont également préparés. 

Les homogénats sont ensuite centrifugés à 10 000 x g, pendant 20 

minutes, à 4OC. Pour chaque surnageant, plusieurs fractions de 200 pl 

sont aliquotées et congelées jusqu'h leur utilisation en RIA, en 

polarographie à impulsions différentielles et/ou en ELISA. Le reste (0,5 

h 1 ml selon les surnageants) est destiné à être minéralisé pour doser 

les metaux contenus dans la fraction soluble des foies. 

3.3. Dosaae des MT Dar ~oiaroara~hie h imuulsions différentielles. 

Les analyses par polarographie à impulsions différentielles ou 

"differential pulse polarography" (DPP) ont ét6 réalisées a l'Université 
des Sciences et Technologies de Lille dans le laboratoire de Chimie 

Marine du Pr. WARTEL, ainsi qu'a l1Universit6 de Goteborg (SuBde) dans le 

laboratoire du Dr. HAUX. 

3.3.1. Princi~e 

La méthode est basée sur la détection d'une variation d'intensité 

électrique qui survient quand un composé est réduit ou oxydé. 

Le dosage de la cystéine est réalisé sous les conditions suivantes : 

- la différence de potentiel entre l'électrode de mesure et 

l'électrode de référence (Ag - AgCl saturée au KC1) varie de - 1'38 V à - 

1,62 V à une cadence de 5 mV/s. 

- le renouvellement de la goutte de Hg au niveau de l'électrode de 

mesure a lieu toutes les 0,5 secondes. La réponse électrochimique des 

protéines contenant de la cystéine apparaît théoriquement h - 1,48 V. 

Selon les conditions d'analyse (appareillage : étalonnage de l'électrode 

de référence, nature de l'échantillon analysé), la réponse 

électrochimique peut être décalée. Effectivement, lors de nos analyses, 

la réponse électrochimique apparaissait à un potentiel plus bas (-1,53 

V) . Cette réponse est matérialisée par l'augmentation du courant 

électrique (visualisée sur l'enregistreur) causée par la reduction de 

l'hydrogdne du groupement sulfhydryle de la cysteine des MT (catalysée 
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Figure 5 : Courbe de calibration de la glutathion. 
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Figure 6 : Réponse Qlectrochimique de L'analyse des MT contenues dans 
differents volumes d'un surnageant hepatique de limande contaminée 

par DPP (Qlectrode utilise0 en mode "DME"). 
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par le cobalt). La hauteur de cette vague est mesur6e par rapport à la 

tangente aux deux minima (Figure 6 1 ,  et elle est directement 

proportionnelle à la concentration de SH. 

3.3.2. RBalisation du dosaqe 

- Matériel bioloaiaue 
Les Bchantillons biologiques ont 6t6 pr6parés selon la technique 

décrite en 3.2. Les fractions de 200 pl de surnageants sont décongelées, 

recentrifugees pour séparer les lipides encore pr6sents aprhs la premiere 

centrifugation et ayant précipité durant la congélation. 100 pl sont 

alors dilu6s 10 fois dans du NaCl 0'9% (poids/volume) . Ils sont chauf f 6s 
à 95OC, pendant 5 minutes, puis centrifug6s à 10 000 g, pendant 5 

minutes, à 4OC pour Bliminer les mol6cules de PM 6lev6. Ils sont alors 

dos& immddiatement. 

- A~~areillaae et r6actif 

L'analyse est r6alis6e avec le Modele 303 SMDE utilise en mode DME 

(c'est-&-dire en mode "goutte tombante") ; il est couplé à l'analyseur 

PARC EG&G Mode1 384. 

Selon le systhme d'blectrode utilisbe, diff6rentes compositions de 

tampon (6lectrolyte) ont 6t6 test6es. Avec le PARC EG&G 303 SMDE, on 

utilise 1'6lectrolyte de Bridcka modifie qui est compos6 de 1,2 mM 

dtHexaminecobalt chloride (Co (NH3) 6) Cl3 - Sigma) , 1 M de NH4C1 

(Merck-qualit6 pour analyses) , 1 M de NH4OH (Merck-qualité pour 

analyses). Cet Blectrolyte est préparé chaque semaine et stock6 4OC à 

l'obscurit6. 

- Protocole 
Un volume connu de surnageant (variant entre 50 et 300 pl) est 

mélange à 10 ml de tampon, d6pose dans une cellule, auquel sont ajoutés 

100 pl de Triton-XI00 (12,5 pl/ml) utilisb comme surfactant. L'ensemble 

est degaz6 par passage d'azote pendant 2 minutes. Le dosage est réalisé 

pour la quanti t6 initiale de surnageant et Bgalement aprhs deux aj outs 

supplémentaires du même 6chantillon (les durdes des purges aprds les deux 

ajouts sont limitées à 30 secondes). Le résultat exprime est calculé à 

partir des trois valeurs obtenues. 

L'appareil est calibré avec de la MT commerciale de foie de lapin 

(Sigma) . 
Selon THOMPSON et COSSON, la gamme de lin6arit6 s'étend entre 7 5  ng 

et 2'1 pg de MT/~O ml d161ectrolyte et la sensibilit6 de l'appareil est 

de 4,33 vA/nrnole de MT h 17OC (1984). D'autres auteurs ont évalue que la 
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Figure 8 : Principe du dosage radioimrnunologique. 
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Figure 9 : Courbe de titration du s6rum anti-MT de perche produit par 
le lapin. 
Les points illustrent la proportion de 1 2 5 ~ - ~ ~  précipitée (BO) par rapport 
à la quantité totale de traceur (T) dans des tubes contenant différentes 
dilutions du sérum et pas d'antigène "froid". 
(do aprds HOGSTRAND et HAUX, 1990) . 
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Figure 10 : Séparation de 1 2 5 ~ - ~ ~  des autres produits iodés sur 
Sephadex G2S aprds conjugaison des MT avec le r6actif 
de Bolton-Hunter. 
(d' aprds HOGSTRAND et al., 1987) . 



gamme Btalon est lineaire entre 0'24 et 117 mg MT/10 ml d161ectrolyte, 

que la sensibilite de l'appareil est de 6,42 mA/nmole de MT à 20°C et que 

la quantite minimale de MT detectee est de 7,2 mg/g foie. (HOGSTRAND et 

HAUX, 1992). 

Nous avons generalement utilise des gammes Btalons variant de 0,37 

ou de 0'75 à 6 mg MT/10 ml d161ectrolyte (adaptees aux teneurs de nos 

Bchantillons) dont la lindarit4 etait bien verifiee (Figure 7). La 

sensibilit6 de l'appareil est de 5'08 pA/nmole de MT et les quantites 

minimales d6tect6es d'environ 11 pg/g de poids frais. 
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Figure 7 : Courbe de calibration de la MT c i e  foie de lapin. 

3.4. Dosase des MT Dar radioimmunoloqie (RIA) 

3.4.1. Princi~e 

L'id& fondamentale du dosage radioimmunologique reside dans la 

combinaison d'un marqueur radioactif et d'une immunoreaction. La 

technique de RIA utilise0 est bas68 sur la methode du double anticorps 

(figure 8) . 
Le dosage RIA revient à titrer un Antigene (Ag) (Qchantillon d 

doser) à l'aide d'un Anticorps (Ac) dont la quantite est limit6e. L'Ag d 

quantifier entre en cornpetition avec une quantite definie d'Ag 

radiomarque (traceur) pour se lier aux sites antigeniques des Ac, les Ac 

6tant presents en quantite insuffisante par rapport au nombre total d'Ag. 

Avec une quantite accrue d'Ag d determiner, les chances de liaison 

des mol6cules traceuses vont donc diminuer. Une fois la reaction Ag-Ac 

terminee, la quantite de traceur lice (inversement proportionnelle à la 

teneur en Ag de 116chantillon) va être separee du traceur libre par 

precipitation du complexe Ag-Ac. Cette precipitation aura lieu apr8s 

ajout d'un deuxidme Ac Anti-ler Ac. 



3.4.2. Realisation du dosaae 

- Reactifs 

Le tampon GTB ("Gelatine-Tris Buffer") est compos6 de Tris-HC1 

(Merck) 50 mM pH 8 contenant 0,1% (m/vol) de gelatine (Biorad) et 0,1% 

(m/vol) d'azide de sodium (NaN3) . 
Le reactif de Bolton-Hunter contenant l'Iode radioactive a une 

activite spécifique d'environ 2000 Ci/mmole soit 74 TBq/mmole (Arnersham) . 
Le premier anticorps (Acl) est un anticorps anti-MT de perche. 

Le second anticorps (Ac21 est de 1' anti-Immunoglobuline G de lapin 

produit par la chhvre fourni sous forme lyophilis6e et qui contient 125 

unites/f iole (Calbiochem) . 
- Descri~tion de la techniaue utilisee 
La technique de RIA utilisee a et6 mise au point par le Dr. C. 

HOGSTRAND (Equipe du Dr C. HAUX au laboratoire de zoophysiologie de 

Goteborg, Suhde). Les dosages par RIA de MT hepatiques de limandes, 

limande-soles et morues ont et6 r6alisees dans ce laboratoire lors d'un 

stage effectue en février /mars 91. 

Les Ac diriges contre la MT de perche sont polyclonaux et ont et6 

produits par le lapin. L'Ac est utilise à une dilution de 1/2 000. La 

proportion maximale de MT de perche, marquee à l'Iode radioactive, qui se 

lie à l'Ac utilise à cette dilution est de 36% (Figure 9). Des quantites 

de MT de perche comprises entre 0,15 et 250 ng peuvent être dosées ; la 

limite de detection est de 15 pg ; la valeur de DE50 est de 10 ng de 

proteine et la liaison non spécifique atteint 5% de la radioactivite 

totale présente dans le tube. Le second Ac (Anti- Immunoglobuline G de 

lapin) va induire la precipitation du complexe Ag-Ac. 

- Iodination 
10 pg de MT de perche contenus dans 20 pl de tampon borate 0,l M à 

pH 9 sont ajoutes à une quantite d'iode radioactive, dont l'activité est 

de 18,s MBq. Le solvant benzhne dim6thylformamide, dans lequel 1'1125 est 

fournie, est Qvaporée sous azote. La reaction de marquage des MT, avec 

l'ester iode seche, se fait pendant 1 heure à O°C. L'ester n'ayant pas 

reagi est conjugue avec 500 pl de glycine 200 rnM pendant 5 minutes 

auxquels on ajoute ensuite 500 pl de tampon GTB. La MT marquée est 

separde des autres produits radioactifs sur une colonne Sephadex G-25 de 

10 ml, Bquilibree avec du tampon GTB (Figure 10). 



Elle est ensuite stockee h - 20°C par fraction de 1 ml et peut être 

utilisee pendant 5 semaines sans perte detectable de sensibilite pour 

l'utilisation en RIA. 

Le rendement de la iodination est normalement de 50% et 11activit6 

specifique de la protéine marquee est de 2,2 MBq/pg MT. 

- Protocole (Figure 11) 
Les dilutions des Bchantillons, de llAcl, de l'Ac2, du s6rum, non- 

immun et du traceur sont effectuées dans le tampon GTB. La teneur en MT 

des standards est prealablement deterrninee par DPP (3.3.). 

a - 50 pl de chaque standard ou echantillon à doser (inconnus) sont - 
deposes dans les tubes (Nunc Interrned 3-40339). 

b - 50 pl de traceur dont la dilution représente une radioactivite - 
de 30 000 cpm/tube sont ajoutes puis 400 ml de l'Ac1 dilue h 1/1600. Le 

volume total dans chaque tube est donc de 500 pl et la dilution finale du 

serum est de 1/2000. Le contenu des tubes est mélange puis incube 48 h h 

4OC. 

c - 100 pl de l'Ac2 (Serum de chhvre anti-IgG de lapin) sont alors - 
ajoutes h raison de 0,25 unite/tube. Après melange, le contenu des tubes 

est incube toute la nuit 4OC. 

d - Les tubes sont ensuite centrigug6s à 2000 g, à 4OC pendant 60 - 
minutes puis les surnageants sont élimin6s. contenue dans les 

culots et les tubes "Tu est quantifie0 avec un compteur Gamma (LKB Wallac 

1282 Cornpugamma) . 
A chaque experience RIA, on inthgre trois series de tubes : 

- les tubes notes "Tu indiquent le nombre total de coups de l'Ag 

marqué ; ils ne contiennent que les 50 pl de traceur ; 

- les tubes "BO" ou "maximum binding" indiquent la liaison de l'Ag 

marque par 1' Ac1 en l'absence d'Ag non marque et remplace par du GTB ; 

- les tubes IINSB" ou "Non Specific Buffer" indiquent la liaison de 

l'Ag marque en 1' absence d'Ac1 et d'Ag non marque, c' est donc une mesure 

de la liaison par les composants autres que 1'Acl. L'Ac1 et l'échantillon 

sont remplacés par du GTB. 

Toutes les analyses (inconnus, standards, NSB, BO, T) sont 

tripliquees et les résultats exprimes sont les moyennes des 3 valeurs 

obtenues. 



Ac 1 

Traceur 

Ag a doser 

suspension -- 
incubée 48h 

suspension centrifugation ---- 
incubbe une 2000g ,  4 'C.  

nuit , 4 'C 1 heure 

F-< Ac1 +--O AC 2 

O Ag a doser a Traceur 

Figure 11 : Etapes du dosage en RIA. 

0 : Ag B doser 

>+ : Ac 1 

O---() : A c  2 

Figure 12a : Principe du dosage en ELISA. 

1 iL incubation 1 1 incubation .< 1 
O O 0 

-- X X '-r 

O puis lavage 
O O 0 

puis lavage 

microplaques 

+ Substrat 

incubation mesure 
incubation incubatio: Li puis a I u t p i : L d  de ---- , 

puis lavage puis lavage puis lecture -- I'absorbance . 

Figure 12b : Schema s i m p l i f i e  de l a  procedure du dosage en ELISA. 



- ExDression des resultats 

Les r6sultats sont exprimes en pourcentages de B/BO en fonction du 

logarithme de la concentration en MT des 6chantillons standards. B est 

Bgal au nombre de coups détectes dans les tubes contenant les 

Bchantillons moins le nombre de coups des tubes NSB. BO est égal au 

nombre de coups detectes dans les tubes ne contenant pas d'échantillon 

("BO") - nombre de coups des tubes NSB. 

En fait, B/BO = (X - NSB)/ (BO - NSB) . 
Les courbes standards sont caractéris6es par la "dose effective 

50%'' (DE 50) et la gamme d'utilisation : 

La DE 50 correspond à. la quantité de MT détermin6e par 50% du 

rapport B/BO c'est à. dire la dose pour laquelle 50% de la liaison du 

traceur est inhib6e. 

La gamme d'utilisation de la courbe standard est cadrée entre 20% 

et 80% des limites inférieures et superieures de la partie lindaire de la 

courbe. 

3.5. Dosaae des MT Dar ELISA 

3.5.1. Princi~e 

Les dosages enzymatiques en ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay) en phase hetérogdne ont et6 mis au point pour le dosage 

d' Antigdnes (Ag) et trds vite appliques au dosage d'Anticorps (Ac) . Les 
proc6d6s sont comparables a ceux des methodes radioimmunologiques. 

La méthode utilisée ici est la methode directe qui consiste à. doser 

les Ac (Figure 12a). Selon ce procéd6, les Ac à. doser réagissent dans un 

premier temps avec les Ag contenus dans les Bchantillons qui ont 6té 

imrnobilis6s ; dans un deuxihme temps, la quantite d'Ac fixee sur l'Ag est 

mesur6e à. l'aide d'un second Ac (Anti - IgG) marque par une enzyme. 

L1activit6 enzymatique qui est mesurée, est donc porportionnelle à. la 

quantite d'Ac à. doser, elle-même fonction de la quantite d'Ag 

immobilis6e. 

3.5.2. Réalisation du dosaae 

- Réactifs 

Le tampon carbonate-bicarbonate (capsules pour ELISA-Sigma) est 

utilise à. 0,l M et pH = 7 , 4 .  

Le tampon Phosphate ou PBS est un melange de phosphate monosodique 

50 mM et de phosphate disodique 50 mM (Sigma) en proportions telles que 



le pH soit de 7,4 ; on ajoute ensuite 150 mM de NaCl (pour analyses - 
Merck) . 

La "Blocking Solution" ou BS est une solution de PBS contenant de 

l'albumine du serum de bovin (BSA) (pour ELISA-Sigma) à 3%. 

Le substrat est compose de tampon citrate (melange d'acide citrique 

(pour analyses - Prolabo) 0,1 M et de phosphate disodique 0,2 M pour 

obtenir un pH d' environ 5) contenant 0,125% d'H202 (30% - Prolabo) et 0,5 

mg dfOPD/ml utilisé comme chromophore(0-Phenylenediamine dihydrochloride 

- tablettes de 2 mg - Sigma). 

Du conjugue de chdvre anti - IgG de lapin marque Si la peroxidase 

est utilise comme Ac2 (Sigma) ; l'Ac anti-MT de perche produit par le 

lapin utilise en RIA sert ici aussi de Acl. Les 2 Ac sont dilues dans le 

PBS . 
- Protocole (Figure 12b) 

Le test est réalise dans des plaques de microtitration (Nunc- 

Polylabo) dont les puits sont "coat6s" par les Bchantillons & doser 

(inconnus) ou des standards. 

a - Pour "coater" ces plaques, 100 pl d16chantillon, dilues dans du - 
tampon carbonate-bicarbonate, sont d6poses dans chaque puits et incubes 

environ 18 heures à 4OC. Les plaques sont ensuite lavées une premidre 

fois en distribuant 200 @/puits d'une solution de tampon phosphate (PBS) 

contenant 0,05% de Tween 20 (Sigma) puis 4 fois avec du PBS. Elles sont 

mises à secher 30 minutes & 37V. 

b - 200 pl de "Blocking Solution" (BS) sont d6posés dans les puits 

et laiss6s 1 heure à 37OC ; la BS sature les sites restes libres et 

empêche ainsi la liaison non specifique des Ac lors des Btapes 

ulterieures. Les plaques sont ensuite lavées selon la procedure decrite 

en 5. 

c - 100 pl d'Ac1 dilué au 1/1000 dans le PBS sont distribués. - 
L'incubation dure 2 h 30 37OC, ensuite les plaques sont lavées selon la 

procedure en a. 
d - On ajoute ensuite dans chaque puits, 100 pl d'Ac2 dilue au - 

1/1000 dans le PBS ; l'incubation dure 2 h à 37OC puis les plaques sont 

lavees selon la procedure en a. 
e - 100 pl de substrat vont agir 20 minutes et permettre de reveler - 

la reaction. 

f - Aprds ajout de 50 pl d1H2S04 4N (Merck) pour stopper la - 
reaction, l'absorbance est mesuree à 492 nrn au lecteur de "plaques" 



(Stripreader - Organon Teknika). Le zéro d'absorbance est obtenu apres 

lecture des puits dans lesquels aucun Ag n'a été "coatél' ("blancs"). 

On teste 2 à 3 dilutions selon la nature de l'échantillon 

(surnageants, fractions provenant de chromatographies en Sephadex G75, en 

HPLC sur colonnes DEAE ou C8). 

Tous les échantillons (standards, inconnus) sont testés en 

tripliquats. 

- Ex~ression des résultats 
Les résultats (moyenne des trois valeurs du tripliquat) sont 

exprimés en unités d'absorbance et convertis en quantité de protéines par 

la relation linéaire logarithmique établie pour les standards. 

Les courbes de dilution sont représentées en fonction du log des 

MT. 

La gamme d'utilisation est cadrée entre 20 et 80% des limites 

inférieure et supérieure de la partie linéaire de la courbe. Les 

quantités minimales de MT détectables sont déterminées par la valeur 

correspondant à ces 20% d'absorbance. 

4. Analvse des teneurs métalliaues des sédiments et des 

échantillons bioloaiaues 

4.1. Sédiments 

4.1.1. Pré~aration des échantillons Dour l'analvse du métal total 

a - Sédiment total - 
Les échantillons de sédiments total destin6s à l'analyse des metaux 

sont mis à secher à l'étuve à 40°C, puis ils sont broyés dans un 

mortier. 

b - Isolement de la fraction fine - 
L'échantillon de sédiment va subir un tamisage par voie humide afin 

de recueillir la fraction fine. La séparation est réalisée sur un tamis 

dépourvu de toute partie métallique dont le maillage était de 80 pm ; 

nous avons donc dû considérer la fraction fine comme celle ayant une 

granulometrie inférieure à 80 pm. Cette fraction fine isolée par tamisage 

est ensuite mise 21 sécher à l'étuve à 40°C. 

c - Analvse aranulométriaue - 
Afin de définir la proportion de fraction fine par rapport au 

sédiment total, une méthode classique d'analyse granulométrique a été 

utilisée : les échantillons dessalés sont mis à l'étuve llO°C, jusqu'au 

séchage ; ils sont ensuite tamisés sur colonne vibrante munie de tamis de 



normes AFNOR. Les rbsultats obtenus pour chaque refus de tamis, sont 

exprimes en pourcentages du poids total de lt6chantillon. 

4.1.2. Methode d'analvse des metaux biodis~onibles 

L'extraction sequentielle de metaux dans les sediments permet 

d1Qvaluer leur biodisponibilit6 puisque la fraction liee aux carbonates 

puis à la matidre organique sont successivement extraites. La technique' 

la plus fr6quemment utilis6e necessite 5 Btapes d'extraction ainsi que 

des mises au point techniques pour le dosage des metaux en SAA il cause 

des matrices employ6es (Chlorure de Magnesium ; Ac6tate de sodium . . .  ) 
(TESSIER et al., 197 9) . 

Nous avons opte pour le protocole recommande dans une publication 

recente de 1'ICES (LORING & RANTALA, 1990) qui a et6 adapte selon les 

modifications apportees par STATHAM et al. (communication personnelle) 

(tableau 9), et que nous a conseille le Pr. WARTEL (Laboratoire de Chimie 

marine - U.S.T.L.), 

Tableau 9 : Protocole experimental utilise pour l'extraction des 
metaux biodisponibles lies aux sediments 

Sechage à 40°C du sediment 
1 

Ajout d'acide acetique glacial 25% ; 
10 ml/g poids sec 

1 
Agitation lente, 100 heures à T0 
ambiante puis centrifugation à 

3000 g, 15 minutes 

m6 t aux 
dans la 

phase labile 

Recuperation + 

du surnageant 

Rinçage du culot par 6 ml 
d'eau bidistillee 

Agitation puis 
centrifugation 3000 g, 10 

minutes 

Recuperation + 

du surnageant 1 
SBchage du culot 

1 
Mineralisation du culot 

selon la technique decrite 
dans le tableau 10 

1 
Dosages des metaux de la 

phase residuelle 



Tableau 10 : Protocoles experimentaux utilises pour la mineralisation 
des sediments et des tissus biologiques 

SEDIMENTS ORGANES SURNAGEANTS HEPATIQUES 

1 1 

Séchage à llO°C 

1 1 
5 ml HN03 14,5 N + 5 ml HC1 

I 
2 ml d'un mélange HN03, HC1 

9,5 N +0,5 ml HC104 11,5 N/g et HC104 (5 - 5 - 0,5) / 
poids sec volume de surnageant dépose 

(0'4 à 0,9 ml) 

Laisser une nuit à temperature ambiante 

1 1 
Chauffage 60° C pendant 
4 heures bechers fermes 1 

1 1 

Chauffage 60 à 70°C jusqu'à évaporation à sec - béchers ouverts 

1 

Repris dans 6 ml HN03 M 

1 1 1 
Filtration sur papier Whatman 2 V Repris dans 1,8 ml HNO3 M 

Ajuster à 15 ml HNO3 M 1 I d  
Dosage des métaux au SAA 



Tableau 11 : Estimation des rapports poids frais/poids sec des 
differents organes de poissons. 

limande-sole 

Tableau 12 : Limites de detection (en ppm) des differents metaux 
doses au spectrophotom8tre d'absorption atomique en 
flamme . 

Tableau 13 : Conditions d'analyse du Cd au spectrophotom8tre 
d' absorption atomique Bquipe d' un four graphite. 

TOC 

temps de 
montee en 

TOC 
temps de 

maintien de 
la TOC 

s6chage 

12 0 

2 O 

3 O 

atomisation 

2000 

O 

6 

calcination 

400 

4 O 

2 O 

nettoyage 

2650 

1 

3 



Ce protocole consiste à extraire, par de l'acide acétique glacial 

(BDH), dilué h 25% dans de l'eau bidistillée, la fraction des métaux 

adsorbés et formant des complexes de faible résistance avec les 

particules. La fraction métallique qui n'est pas remise en solution 

constitue la fraction résiduelle. Elle est quantifiée après 

minBralisation du sédiment. 

4.1.3. Minéralisation des sédiments 

Les sédiments (fraction totale, fraction fine et fraction 

résiduelle après extraction) sont min6ralis6s selon la technique décrite 

dans le tableau 10. 

Les récipients utilis6s sont en téflon et les acides employés (HC1, 

HN03, HClO4) de qualité Suprapur (Merck). La technique utilisée est 

comparable ii celle qui a été s6lectionnée pour la minéralisation des 

organes (4.2.1.) . 

4.2. Echantillons bioloaiaues 

Les teneurs m6talliques des branchies, foies et muscles, des 

differentes espèces de poissons, ont été déterminées. 

Les teneurs des métaux contenus dans les surnageants hépatiques ont 

également été analysées afin d'étudier les corrélations entre les teneurs 

en MT et les teneurs en métal total ou en métal soluble. 

4.2.1. Minéralisation des organes de o ois sons 

Les organes frais de poissons, dont la quantité est Bquivalente h 1 

g de poids sec environ (Tableau 111, sont déposés dans des béchers en 

téf lon. 

La minéralisation se fait selon le protocole décrit dans le tableau 

10 qui a et6 utilise par divers auteurs (RICHARD et al., 1988 ; DIAZ, 

1989). 

Les acides utilisés lors de cette minéralisation (HC1, HNO3, HClO4) 

sont de qualité Normapur (Merck) . 
3 b6chers servant de témoins sont integrés aux séries de 

minéralisations de 50 béchers maximum. 

La reproductibilité des résultats obtenus lors de ces expériences a 

été vérifiée partir d'échantillons de morue dont les minéralisations 

ont ét6 tripliquées. 



4.2.2. MinBralisation des surnaaeants h6~atiaues 

Les surnageants sont deposes dans des b6chers en téflon. Le volume 

destin6 A être min6ralis6 est fonction du volume disponible et varie 

entre 0'4 et 0'9 ml environ. La mineralisation est faite selon la 

technique decrite dans le tableau 9. Les acides utilis6s sont de qualit6 

Suprapur (Merck) . 
3 b6chers servant de temoins sont int6gr6s aux s6ries de 

min6ralisations de 50 b6chers maximum ainsi que des temoins contenant des 

quantités connues de Cu, Zn ou Cd. 

4.3. Dosaae des metaux 

- Les concentrations m6talliques ont 6t6 dosees par SAA 6quip6 soit 
d'une f lamrne air-acetyldne (voir 2.2.4.) , soit d'un four graphite 

(Perkin-Elmer, HGA 500) muni d'un échantillonneur automatique (AS 40) . 
- Les teneurs m6talliques des organes de poissons (Fe, Cu, Zn, Cd, 

Pb, Mn) ont 6té détermin6es par dosage au SAA en flamme. Les seuils de 

detection sont signales dans le tableau 12. 

- Dans les surnageants, les concentrations en Cu et Zn ont et6 

dosees par SAA en flamme et le Cd a 6té dosé par SAA équipe d'un four 

graphite. Les conditions d'analyse sont r6sum6es dans le tableau 13. Les 

concentrations de Cd dans les 6chantillons ont et6 d6termin6es par la 

technique des ajouts dos6s. 

- Les metaux contenus dans les s6diments (Fe, Cu, Zn, Mn, Cd, Pb) , 

ont 6t6 doses par SAA en flamme. Les concentrations obtenues ont et6 le 

r6sultat de 3 lectures de 3 secondes lors du dosage des metaux en SAA 

flamme quand le volume d16chantillon le permettait. Les matrices n'ont 

poa6 aucun probldme lors des dosages puisqu'ils s'agissait d'acide 

nitrique molaire (min6ralisation) . 

5. Analvse statistique des données 

5.1. R6aressions linéaires et tests de com~araison de movennes 

Les relations entre différentes variables ont ét6 analys6es par des 

r6gressions lineaires. Les valeurs des coefficients de corrélation 

obtenus permettent d'estimer si les groupes d'observations presentent ou 

non une correlation significative (aux seuils de 5, 1 ou O,l%).Les 

valeurs moyennes obtenues pour différents échantillonnages ont Bt6 

compar6es 2 A 2 par des tests de comparaison de moyennes (test t de 

Student) . 



5.2. Analvse en cornDosantes ~rinci~ales 

Des analyses en composantes principales (ACP) ont permis de traiter 

de façon plus synthétique des fichiers comprenant différents échantillons 

(individus) affectés de plusieurs paramdtres (variables quantitatives). 

Un ensemble de n individus, associé à un ensemble p variables peut 

être représenté sous la forme d'un nuage de points dans un espace de 

dimension p. Le nuage de points representant les individus est "centré- 

réduit" ce qui permet de donner la même "importance" à chaque variable 

dans le calcul des distances entre individus (d'aprds VOLLE, 1985). 

Le but de 1'ACP est de représenter ce nuage dans un espace de 

dimension réduite. 

Les axes et les plans issus d'une ACP sont réalisés avec des 

"indices synthétiques" obtenus par des "combinaisons linéaires" des 

variables initiales ; 1'ACP recherche d'abord l'indice qui permet de voir 

au mieux les individus c'est-à-dire celui pour lesquel la variance des 

individus est maximale : c'est le premier axe principal. La deuxième 

composante recherchée doit avoir une corrélation linéaire nulle avec la 

premidre et avoir à son tour la plus grande variance. Le processus est le 

même jusqu' à l'obtention de la et dernidre composante principale 

(pour un tableau à p variables). La phase essentielle de 1'ACP consiste 

donc à transformer les p variables quantitatives initiales (plus ou moins 

corr6lées entre elles) en p nouvelles variables non corrélées appelées 

composantes principales. On définit ensuite la contribution à l'inertie 

du nuage pour chaque composante principale comme le pourcentage 

d'information que donne celle-ci sur la forme initiale du nuage de 

points. L'espace de dimension rbduite obtenu sera ensuite examiné en 

projetant les individus sur un plan, en général engendré par les deux 

composantes principales ayant: les plus fortes contributions à l'inertie 

du nuage. Les variables sont des vecteurs et non des points. Les 

directions des variables, devenues des combinaisons linéaires des 

composantes principales, peuvent également être proj etées dans le plan 

choisi, on obtient ainsi un plan regroupant les individus et les 

directions des variables. Si l'individu appartient au plan considéré, la 

somme des cosinus carrés est égale à 1. La valeur de cette somme est un 

bon critdre pour mesurer la proximité dans l'espace d'un individu et du 

plan de projection. Le nuage des individus et le nuage des variables sont 

deux représentations du même tableau, l'une à travers ses lignes et 

l'autre à travers ses colonnes. Ces deux nuages sont liés par des 



relations trhs fortes, dites de dualitb. Le graphique des individus est 

une, reprbsentation approchbe des distances inter-individuelles. Celui des 

variables peut être considbré en tant qu'élbment explicatif de cette 

reprbsentation (et vice versa). Ce n'est donc pas la proximit6 entre un 

individu et un ensemble de points représentant des variables qui est 

importante, mais l'bloignement de 1' individu dans la direction de cet 

ensemble de variables. 

Ces btudes statistiques simples et multidimensionnelles ont 6th 

effectubes à l'aide de logiciels STAT-ITCF sur microordinateur. 
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CHAPITRE I I I  : TENEURS METALLIQUES DES SEDIMENTS ET POISSONS DU 

L I  TTORAL NORD-PAS-DE CALAIS 

Le but de cette 6tude est d'etablir les niveaux de concentrations 

en 616ments m6talliques (Pb, Cu, Zn, Mn, Fe et Cd) des esphces : limande, 

limande-soles et morues pr6levdes sur le littoral de Calais et de 

Boulogne. Les teneurs m6talliques du sediment ont également et6 

d6termindes afin d'évaluer les niveaux de contamination des sites de 

chalutage des poissons. 

1. Teneurs m6talliuues des sédiments 

Lorsque differents sites pr6sentent un environnement geochimique 

similaire, ce qui est le cas dans notre Btude, la disponibilit6 du metal 

peut être lice au metal total pr6sent dans le milieu (LUOMA, 1989). 

Les teneurs metalliques du sediment total ont donc 6t6 definies dans un 

premier temps. 

Parallelement à ces analyses, les teneurs metalliques de la 

fraction fine (<80pm) ont 6th d6termin6es. Cette pratique se justifie par 

le fait que ces teneurs sont plus representatives du pool de metal 

potentiellement toxique pour la matidre vivante que la charge metallique 

du sediment total car les particules fines sont plus facilement 

assimilables par les organismes, notamment par les filtreurs. D'autre 

part, les metaux se fixent pref6rentiellement sur les particules les plus 

fines du sediment qui pr6sentent une grande surface de contact par unit6 

de masse (MILNER, 1979; DESSAINT, 1987) . 
Les echantillons de sediment total et de fraction fine ont 

egalement et4 soumis a des extractions par de l'acide acetique 25% afin 
d'estimer la biodisponibilite des metaux. 

En effet, les metaux extraits par les acides faibles refldtent le metal 

potentiellement disponible en excluant les formes non biodisponibles pour 

l'accumulation dans les organismes (LUOMA, 1989 ; LORING et RANTALA, 1990 

; STATHAM et al., sous presse) . Cependant, ces extractions presentent 
l'inconvenient de ne pas être limitees aux formes métalliques qui 

affectent la bioaccumulation. 



Tableau : Teneurs métalliques du sédiment total prélevé sur une même station de la 
zone "côte de Calais", analysé à 2 reprises. 
(exprimées en pg/ g poids sec ; chaque échantillon a été analysé au triplicat) 

Tableau 14Q : Teneurs métalliques du sédiment total prélevé sur les 4 zones de chalutage. 
(exprimées en pg/g poids sec ; n = 3) 

Tableau 14c : Teneurs métalliques de la fraction fine du sédiment ( <  80 pm) prélevé sur 
les 4 zones de chalutage. 
'(exprimées en pg/g poids sec ; n = 3) 

- 
Calais *côte' 1 

calais 'côte' 2 

Calais 'Large' 

mulogne "&te' 

mulogne 'Large" 1 

mulogna 'large' 2 

Boulogne 'large' 

Cu 

1.32 f 0,09 

1,61 f 0,14 

2,37 f 0,13 

1,19 f 0.03 

1,66 f 0,07 

1,63 t 0,05 

Pb 

7,79 f 0,83 

9,29 i 0,93 

25,15 f 2,81 

7,06 f 0,ll 

12,40 f 0,78 

12,58 t 1,59 

z n 

16,43 f 0,98 

17,80 f 1,78 

15,06 f 2,58 

14,OO f 0,48 

12,14 I 1,12 

12,58 f 1,59 

16,9 i 1,6 

Cd 

0,52 f 0,02 

0,70 f 0,04 

1,90 f 0,04 

0,56 f 0,02 

0,74 f 0,02 

0,90 f O,11 

84,8 f 1,7 

Mn 

49,55 f 3,89 

54,37 t 6,02 

95,84 f 11,40 

43,23 f 2,06 

91,94 f 4,91 

97,37 f 20,07 

61,s t 5,O 

F e  

2744 t 108 

2851 f 387 

3566 f 853 

2391 f 98 

6616 f 595 

4901 f 1088 

1,5 f 0,2 326 i 14 17331 f 651 



1.1. Teneurs métalliaues du sédiment total 

Les teneurs métalliques du sédiment total prélevé sur un même site 

ont été analysés deux reprises (tableau 14a) ; les résultats obtenus 

sont comparables, ce qui démontre la reproductibilité de la méthode. 

Les teneurs métalliques des sédiments prélevés sur différentes 

stations de chacun des traits de chalut (Calais "côte" et Boulogne 

"large") ont été déterminées afin de vérifier l'homogénéité des degrés de 

contamination des sites étudiés. 

On constate que les teneurs des échantillons prélevés en 

différentes stations d'une même zone sont peu différentes ce qui prouve 

que la charge en métal varie peu sur une même zone de chalutage. 

- Comparaison des teneurs métalliaues des sédiments prélevés à 

Calais et à Bouloane 

Les sediments prélevés au large de Boulogne sont moins chargés en 

Cu, Pb, Cd et Zn mais autant en Mn et davantage en Fe que les sediments 

provenant du large de Calais (tableau 15). La contamination en Mn et Fe 

est probablement liée au fait que le site de Boulogne, situé au Nord de 

la zone de rejet de l'entreprise SFPO (Société de Ferromanganèses de 

Paris-Outreau), doit être soumise à une pollution marquée par le Fe et le 

Mn. 

Les sédiments prélevés h la côte à Boulogne présentent des teneurs 

métalliques qui dans l'ensemble sont plus faibles que celles des 

sédiments prélevés à Calais mais les degrés de contamination de ces. deux 

zones sont moins distincts que ceux des sites du large. 

Nos résultats sont en accord avec les données concernant cette 

région précisant que le secteur de Boulogne est moins pollué que le 

secteur de Calais-Gravelines (DELABRE, 1985 ; BARBIER et al., 1986). 

- Comparaison des teneurs métalliaues des sédiments prélevés à la 

côte et au larue sur les sites de Calais et de Bouloane 

Excepté pour le Zn, on remarque qu'a Calais, la charge métallique 

est plus importante au large qu'à la côte (tableau 14b). On peut émettre 

une réserve quant à la précision des concentrations en Fe et Mn, celles- 

ci ayant pu être légérement surestimées du fait de la technique de 

prélèvement (benne Shipeck). Cependant, les teneurs importantes observ6es 

dans les sédiments du large sont corroborées par les résultats de DELABRE 

(1985) qui constate que le secteur Calais-Gravelines est caractérisé par 
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Tableau : Teneurs e n  métaux d e s  sedimenta d e  Dunkerque 

( * )  Plages  de  v a r i a t i o n  r d d u i t e s  de  l a  b i b l i o g r a p h i e  ( s éd imen t s  marins 
analyses  dans  l a  f r a c t i o n  f i n e  < 65 pm) R.N.O. 75/79. 

(d ' ap ra s  OELVAL, 1984). 

Tableau 16.3 : Teneurs m6 ta l l i quea  ( e x t r a i t e s  e t  r 6 s i d u e l l e s )  d e  l a  f r a c t i o n  f i n e  des  
aediments e t  pourcentages  des métaux e x t r a i t s  par l ' a c i d e  a c é t i q u e  
( t e n e u r s  exprimees e n  pg/g poids sec) 

Tableau 16b : Teneurs m6 ta l l i ques  ( e x t r a i t e s  e t  r e s i d u e l l e s )  du sediment t o t a l  e t  
pourcentages des  metaux e x t r a i t s  par  l ' a c i d e  ace t ique  
( t e n e u r s  exprimees e n  pg/g poids s e c )  

l a r q e  

Boulogne 
c 6 t e  

1 

~ B s i d u .  
E x t r a i t  

RBsidu. 

19,12 f 0,93 
9,48 

38 0 
19.47 

66,1 f 9,4 
48,l 

39 0 
76,05 

29,29 I 5,11 
38 

54 0 
31,94 

0,57 î 0,04 
2,139 

82 % 
0,65 

137,9 I 32,9 
177 

68 0 
82 

13200 f 3467 
2534 

12,3 0 
18038 



une pollution métallique particulièrement importante de la zone subtidale 

éloignée. Il attribue cette pollution, sans rapport direct avec un rejet 

côtier, aux dépôts de dragages qui constituent une source importante de 

pollution. 

A Boulogne, les sédiments pr6levés au large (face à Boulogne) 

possèdent une charge métallique globalement plus importante que ceux 

provenant de la station "côte" (sud de Boulogne). Ce ph6nomène est 

explicite par le fait que le site du large ne fait pas partie intégrante 

de la zone considérée comme "saine" (située au sud de Boulogne) et que le 

déversement des déblais de dragage cause une pollution du large entre 

Audresselles au nord et Equihen au sud (L'HOPITAULT, 1985). 

1.2. Teneurs métalliaues de la fraction fine des sédiments 

Bien que la plupart des auteurs considèrent 63 pm comme limite 

arbitraire de la fraction fine, nous avons dû fixer cette limite A 80 pm 

pour des raisons techniques. 

Les quantités de métaux liées à la fraction fine sont nettement 

plus élevées que celles du sédiment total ; les fractions dont la 

granulométrie est supérieure A 80 pm joueraient donc le rôle de 

"diluant". 

Les résultats des analyses effectuées ne traduisent pas un état de 

pollution excessive puisqu'aucune des valeurs n'atteint les seuils 

considérés comme teneurs anormales (tableau 15), il faut noter que le Pb 

dans la zone de Calais "côte" est présent en concentration importante (79 

P P ~ )  - 
Ces données sont en accord avec celles de BARBIER et al. (1986) qui 

constate que la region Nord-Pas-de-Calais n'est pas soumise une 

contamination "hors normes". Les teneurs les plus importantes en Pb, Cd 

et Zn sont localis6es au niveau des sites de rejets des boues de 

dragages, sites sur lesquels elles peuvent dépasser les seuils cités dans 

le tableau 15. Les teneurs en Cd sont également élevées au large de 

Calais et les teneurs en Cu ne traduisent pas une situation de 

contamination bien qu'elles soient généralement élevées (30 A 60 ppm). 

Par rapport aux teneurs des s6diments du littoral de Dunkerque 

déterminées en 1975-1979 (tableau 151, les teneurs en Cu, Pb et Cd 

détectées dans les sédiments de Calais et de Boulogne sont supérieures.Le 

Zn est également abondant dans les sédiments du large. Ces différences 

doivent être liées en grande partie au fait que nos valeurs sont 



surestim6es puisqu'il s'agit des teneurs m6talliques de la fraction 

inferieure & 80 (contre 6 5  pm dans le tableau 15) ; ces diff6rences 

peuvent refleter également une augmentation des polluants metalliques des 

sediments. 

Les fractions fines des sédiments prélevés h la côte (Boulogne et 

Calais) sont plus riches en Cu-Zn-Cd que les sediments preleves au 

large ; ceux-ci se caracterisant par des teneurs legèrement supérieures 

en Fe et nettement plus BlevBes en Mn. Pourtant, le sédiment total 

prélevé au large sur les deux sites est plus riche en Cu, Pb, Cd, M n  et 

Fe que les sédiments prelevés h la côte. Les proportions de Cu, Pb et Cd 

liées aux fractions dont la granulometrie est supérieure h 80 pm, sont 

donc plus importantes dans les s6diments prelevés au large qu'à la côte. 

Des teneurs supérieures dans le sediment du large n'impliquent donc 

pas une disponibilite plus importante de ces métaux vis-&-vis des 

organismes, la biodisponibilit.6 Btant davantage liée aux concentrations 

métalliques de la fraction fine. Il est donc interessant de d6terminer 

non seulement les teneurs metalliques mais également la nature du 

sédiment a£ in d' évaluer le potentiel toxique d' une charge métallique 

élev6e. 

1.3. Extraction des métaux Dar l'acide acétique 

Les résultats obtenus lors de ces expériences apparaissent dans le 

tableau 16 (a et b) . 
On constate que les quantités de metaux contenus dans la fraction 

extraite cumulées h celles de la fraction residuelle sont g6neralement 

superieures aux teneurs metalliques totales, déterminees precedemrnent 

(tableau 14). Il aurait été interessant de renouveller et affiner ces 

analyses afin d'obtenir des rbsultats plus précis, mais le but de ces 

expériences etait uniquement d'estimer la disponibilité relative des 

differents métaux. 

Les extractions & l'acide ont permis de montrer que l'intensite des 

liaisons du Cd, du Mn et du Pb aux sbdiments (que ce soit vis-a-vis de la 

fraction fine ou du sédiment total) sont plus faibles que celles du Cu, 

Zn et Fe. Ces metaux présentent donc & priori, une capacité à s'accumuler 

dans les organismes plus importants. Le Fe est dans tous les cas, le 

métal le plus fortement lié aux particules. Les données concernant les 

extractions des métaux liés aux sédiments sont genéralement réalisées à 

partir d'échantillons de sédiment total. 



Compte tenu des resultats obtenus, on peut donc definir que la 

biodisponibilite des differents metaux decroît de la façon suivante : 

Cd>Pb>Mn>Cu>Zn>Fe. Les metaux les plus toxiques pour les organismes (Cd 

et Pb) sont egalement les metaux pour lesquels la biodisponibilit6 est la 

plus importante puisque ce sont les 616ments les plus facilement 

Bchangeables. 

Cependant, Btant donne leurs concentrations respectives dans 

l'environnement, le Pb est plus susceptible de presenter un risque pour 

1' 8cosystc3me. 

2. Teneurs m6talligues des oruanes de   ois sons 

Les niveaux de concentrations en Blements metalliques des trois 

espc3ces de poissons ont 6th determinees dans les branchies, foies et 

muscles pour les raisons suivantes : 

- les branchies sont en contact direct avec le milieu exterieur; 

leurs teneurs metalliques doivent être representatives du degr6 de 

contamination du milieu environnant ; 

- le foie est l'un des organes accumulateurs, detoxifiant des 

metaux lourds ; 

- le muscle est un vecteur de substances potentiellement toxiques 

pour le consommateur. 

2.1. Resultats 

Les sites et Bpoques de prel6vements des trois espc3ces sont 

recapitulees dans le tableau 17. Chaque Bchantillonnage est constitue de 

10 à 12 individus environ. La localisation des sites de chalutages 

apparaît sur la figure 3 (voir 1.6) . 
Les teneurs m6talliques des branchies, foies et muscles des trois 

espc3ces de poissons ont et6 d6terminées par dosage au spectrophotomc3tre 

d'absorption atomique (SAA) en flamme. Tous les echantillons n'ont pas 

atteint les seuils de détection lors du dosage du Pb et du Cd mais 

11int6rêt de cette Btude Btait dt6tablir un suivi global des niveaux de 

contamination des poissons. 

Avant de mineraliser l'ensemble des echantillons, nous avons 

contrôle si la repartition des teneurs m6talliques varie A lrint6rieur 

d'un même organe. Cette verification a été r6alisée sur un foie de morue 

qui, du fait de sa vascularisation, est susceptible d'être un organe 

assez hétérogène. 



Tableau 17 : Plan d'échantillonnage des trois espéces de poisson 
(groupe de 12 individus environ) 

Tableau 18 : Teneurs métalliques moyennes des différentes fractions d'un foie de morue 
(exprimées en pg/g poids sec) 

f a c e  aupérieure  3 , 2  f 0 , 4  6,O f 1 , 4  

2 , 9  f 0 , 2  6 , 4  f 1 , 2  

f a c e  i n f  e r i e u r e  3,O f 0 , s  6 , 3  f 1 , l  

Tableau 19 : Valeurs moyennes des coefficients de variations (exprimés en % )  
obtenus lors du dosage des éléments métalliques d'un même organe 
analysé à diverses reprises (n = 3) chez plusieurs morues (N = 6). 

Tableau 2Q : Nombre d'échantillons n'atteignant pas le seuil de 
détection au SAA en flamme * . 

Branchie 

F o i e  

n u a c l e  

imande-aole 

* : Pour les organes et les métaux non cités, les teneurs sont supérieures 
à la limite de détection pour tous les échantillons 

Fe 

9 , 1  f 5 , 3  

1 1 , 8  f 9 , 6  

1 0 , 9  i 4 , 9  

z n 

8 , 6  f 3 , 8  

8 , 3  f 6 , l  

9 , 2  f 2 , l  

Mn 

7 , l  f 6 , 1 6  

8 , 0 5  f 2 , 7  

1 4 , 3  f 6 , 6  

P b  

5 , 7  f 4 . 8  

-------- 

1 0 , 8  f S , 8  

Cu 

6 , 3  f 3 , 3  

1 0 , 8  f 5 , 2  

8 , 3  f 4 , 2  

Cd 

7 , 4  f 4 , 5  

9 , 4  f 1 , 2  

8 , 6  f 8 , 1  



Un foie a donc été débité en plusieurs fractions. Les teneurs métalliques 

moyennes des fractions situées sur la face supérieure, inférieure et h 

l'intérieur même du foie ne sont pas significativement différentes 

(tableau 18). 

Bien que ces teneurs ne diffèrent pas significativement, les analyses 

étant destinées h être comparées, la méthode la plus fiable consiste h 

prélever l'échantillon d'organe toujours au même endroit. 

La, reproductibilité des résultats obtenus lors des analyses a été 

testée h partir d'un échantillonnage de six morues dont les organes ont 

été minéralises séparément en triplicats. La variabilité des résultats, 

exprimée en % ,  apparaît dans le tableau 19. 

Globalement, la variabilité la moins importante correspond aux résultats 

obtenus avec les branchies qui est l'organe présentant les teneurs 

métalliques les plus élevées. Il est donc difficile d'estimer si les 

variations observées sont liées à l'organe lui-même ou à l'erreur 

analytique. Dans l'ensemble, la variabilité est de l'ordre de 10% ce qui 

représente une valeur tout h fait acceptable, comparée aux variations qui 

seront observées lors de l'analyse de l'influence des différents 

paramdtres : organes, espdces, nature du métal, époque et site de 

préldvements, âge et sexe. 

Etant donné le nombre de paramètres pouvant interférer, les 

résultats des études réalisées en milieu naturel présentent généralement 

une variabilité assez importante. Nos resultats ont souvent été traités 

dans un premier temps sous forme d' analyses en composantes principales 

(ACP), afin de mettre en évidence les variations de teneurs métalliques 

qui existent selon les différents paramdtres cités ci-dessus (organe, 

espdce.. . )  . Ces tendances ont ensuite été précisées par des tests de 
comparaison de moyennes (test t de Student) . 

Concernant les ACP effectuées, nous avons présenté le cercle de 

corrélation des descripteurs (variables correspondant aux teneurs 

métalliques) et la projection des individus (poissons) dans 1' espace 

réduit déterminé par les axes 1 et 2 et parfois complété par le plan 1-3. 

Dans la majorité des cas, seuls les deux premiers axes sont retenus car 

ils représentent toujours au minimum 60% de la variance totale. Les 

coefficients de corrélation les plus intéressants qui relient les 

variables seront cités ; ils apparaissent dans la matrice des 

corrélations obtenue lors de l'analyse. Ces matrices de corrélations ne 

sont pas exposées dans les chapîtres résultats, ceci par souci de clarté. 



88 
A x e  II 24,8 % 

Axe II 

A Limande 

* Limande -sole 

A Morue 

Figure 13 : ACP realis6e sur les teneurs metalliques des branchies de 
l'ensemble des individus des trois espèces, prelevées en 
1989. 
(morues et limande-soles provenant du large et limandes 
provenant de la côte, sites de Calais). 



Les métaux Cu, Zn, Pb, Mn, Fe et Cd ont été dosés dans tous les 

organes. Les teneurs en Cd et Pb des organes n'ont pas été 

syst6matiquement reportées car les échantillons n'atteignaient pas 

toujours le seuil de détection au SAA en flamme. En effet, soit les 

teneurs étaient réellement trop faibles, soit l'échantillon n'équivalait 

pas à 1 gramme de poids sec, minimum pondéral requis pour ce type 

d'analyses (branchies de limandes et limande-soles) (tableau 20). 

2.1.1. Comparaison par oraane des teneurs métalliaues des trois 

espdces de  oiss sons 

Les ACP (figures 13, 14 et 15) ont été réalisées en prenant en 

compte l'ensemble des individus de chaque espdce, prélevés en 1989, 

caractérisés par leurs teneurs en métal au niveau de chaque organe. 

Sur 1'ACP concernant les teneurs métalliques des branchies (figure 

131, les variables Mn, Pb et Zn évoluent globalement dans le même sens 

puisqu'elles déterminent l'axe 1 (le Mn détermine également l'axe 2). Les 

teneurs en Mn, Pb et Zn sont donc les teneurs pour lesquelles la 

variance des individus est maximale. L'axe 1 contribue pour 36% à la 

forme initiale du nuage des individus. Le Fe évolue indépendamment des 

premieres variables (il détermine l'axe 2 qui représente 25% de la 

contribution (Ctb) totale) ainsi que le Cu (déterminant l'axe 3, 

Ctb = 19%) (projection dans le plan 1-3 non présent6e) . 
Les variables les mieux corrélées deux a deux sont Zn et Fe (r = 

0.478) , Mn et Pb (r = 0.463) . Les corrélations entre les métaux qui 
peuvent être caractéristiques d'une espdce précise ne peuvent être mises 

en évidence ici car il s'agit d'une analyse globale sur les teneurs 

métalliques des trois especes. 

Le nuage de points représentant les limandes est etal6 le long de l'axe 1 

et situé du côté positif de l'axe 2. Les limandes ont donc tendance à 

être caractérisées par des teneurs variées en Zn-Pb et Cu, élevées en Fe 

et plutôt faibles en Mn. 

Les limande-soles semblent posséder des teneurs importantes en (Zn-Pb-Mn) 

et des teneurs faibles en Fe et Cu. 

En ce qui concerne les morues, le nuage d'individus a tendance à être 

attire par les variables Mn et Cu mais à être oppose aux variables (Fe- 

Zn-Pb) . 
Sur 1'ACP concernant les teneurs métalliques hépatiques (figure 

14), les variables reprbsentant les teneurs en Cu, Zn, Fe et Mn 
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Axe SI 18,7 % 

Axe 1 

70,l % 

Axe TI 
A Limande 

36 Limande-sole 

A Morue 

Figure 14 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6tallique.s des foies de 
l'ensemble des individus des trois espdces, pr6lev6es en 
1989. 
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Figure 15 : ACP r6alisée sur les teneurs metalliques des muscles de 
l'ensemble des individus des trois esp8ces pr6lev6es en 
1989. 
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Figure 16 : Teneurs mhtalliques moyennes des organes de limandes (L), 
limande- soles (LS) et morues (M) pr6levhes en 1989. 
(n = 36 individus environ par espdce) 
(t significatif au seuil de 5% entre limandes et limande- 
soles * ,  limandes et morues , limande-soles et morues o. 



dbfinissent l'axe 1 qui rend compte de 70% de l'inertie du nuage 

(Ctb = 70%) . Les variables (Zn-Fe) et (Zn-Cu) sont bien corrblées (r = 

0,78 et 0,72 respectivement). 

Les points reprbsentant les morues constituent un nuage compact localisé 

vers les valeurs négatives de l'axe 1 qui s'oppose au nuage des limande- 

soles. Les teneurs métalliques des foies de morues sont donc faibles 

contrairement A celles des limande-soles ; les limandes prbsentent des 

teneurs métalliques intermediaires. Etant donné la dispersion des nuages 

de points, on constate que les teneurs métalliques des limandes et 

limande-soles présentent une variabilité plus importante que celles des 

morues. 

Sur 1'ACP concernant les teneurs métalliques des muscles (figure 

15), les variables (Zn-Pb-Cu-Fe) déterminent l'axe 1 (Ctb = 37%) et le Mn 

définit l'axe 2 (Ctb = 23,3%) . Les variables sont peu corrélées entre 
elles (r max = 0.32 ; Mn-Fe) , probablement parce que les trois espèces 

sont intégrées dans l'analyse. Les différentes espèces doivent se 

distinguer des tendances marquées vis-&-vis des teneurs en Mn. 

Les nuages représentant les morues et les limande-soles sont assez 

homogènes tandis que celui des limandes est plus dispersé. 

Les points représentant les limande-soles constituent un nuage dense, 

positionné vers les valeurs nbgatives des axes 1 et 2 ; les individus de 

cette espdce se caractérisent par les teneurs les plus faibles en (Cu- 

Fe), surtout en (Zn-Pb) , et par des teneurs blevbes en Mn. 

A l'inverse, le nuage représentant les limandes est bclatb. Les teneurs 

m+talliques des muscles de limandes sont donc variées mais ont tendance à 

être élevées en (Cu-Fe), surtout en Zn-Pb et faibles en Mn. 

Les muscles de morues présentent des teneurs en (Cu-Zn-Pb-Fe) 

interrnbdiaires & celles des deux espèces de poissons plats et des teneurs 

en Mn marquées. 

L'observation de la figure 16 confirme les tendances mises en 

bvidence partir des ACP : 

- au niveau des branchies, les limandes présentent les teneurs 

moyennes les plus faibles en Pb et Mn et les teneurs les plus élevées en 

Fe ; les diffbrences avec les teneurs des autres espaces sont 

significatives. Les branchies de limande-soles sont significativement 

plus riches en Mn et Pb que celles des autres espèces ; les teneurs en Cu 

et Zn sont du même ordre de grandeur que celles des limandes. Les morues 

possèdent les teneurs les plus élevées en Cu (t non significatif) et les 
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Figure 17 : Teneurs m6talliques moyennes des branchies (B), foies (FI 
et muscles (M) des diff6rentes espdces pr6lev6es au 
printemps 1989. 
(n = 12 individus environ par Qchantillonnage). 



plus faibles en Zn et Fe (t significatif) . D'autre part, on note que, 
quelle que soit l'espèce, les teneurs métalliques des branchies 

décroissent de la façon suivante : Fe>Zn>Mn>Pb>Cu>Cd (non détecté). 

- les teneurs métalliques des foies de limande- soles sont 

supérieures celles des limandes, elles-mêmes superieures h celles des 

morues. D' autre part, on note que les métaux les plus abondants dans les 

foies des poissons sont le Fe puis le Zn, le Cu et enfin le Mn. 

Toutefois, il faut préciser que chez la morue ainsi que chez la limande, 

les teneurs moyennes en Fe et Zn sont du même ordre de grandeur. 

- pour le muscle, les limandes présentent les teneurs moyennes les 

plus élevées en Zn et Pb et les teneurs les plus faibles en Mn. Les 

espèces limande-sole et morue, caractérisées par des teneurs élevées en 

Mn, se différencient surtout par rapport aux teneurs en Cu et Zn qui sont 

plus importantes chez la morue. 

Par ailleurs, on note que pour les trois especes, les teneurs métalliques 

des muscles d6croîssent de la façon suivante : Zn>Fe>Mn>Pb>Cu. Toutefois, 

chez la limande, les teneurs moyennes en Pb et Mn sont du même ordre de 

grandeur. 

Lorsque les poissons sont prélevés h une époque précise, les 

teneurs métalliques des trois espèces présentent généralement les 

caractéristiques citées ci-dessus. Chaque espèce possède donc au niveau 

des teneurs métalliques des organes, des caractéristiques qui lui sont 

propres et qui sont assez marquées puisqu'elles sont observées pour 

différents échantillonnages. 

2.1.2. Com~araison des teneurs métalliaues des différents oraanes 

La figure 17 représente les teneurs metalliques moyennes des 

organes des individus d'une même espèce, prélevés à la même époque 

(printemps 1989). 

Globalement, les teneurs métalliques des branchies et des foies sont 

supérieures à celles des muscles. On note, cependant, que la charge en Pb 

des foies est plus faible que celle des muscles chez les trois espèces 

ainsi que le contenu en Mn chez la morue. Les branchies présentent dans 

l'ensemble davantage de métal que les foies. On note, cependant, que les. 

teneurs en Cu sont plus élevées dans le foie que dans les branchies 

chez les trois espèces ainsi que celles de Zn et Fe chez la limande-sole. 



Figure 18 : Influence du sexe sur les teneurs m6talliques des 
branchies de limandes (a) , limande- soles (b, c) et 
morues (dl . 
a : printemps 1989, 3 ans 
b : automne 1989, 2 ans 
c : hiver 1989, 3 ans 
d : hiver 1989, 2 ans 
( r : t significatif au seuil de 5%) 



Figure 19 : Influence du sexe sur les teneurs m6talliques des muscles 
de limandes (a), limande-soles (b,c) et morues (d) . 
a : printemps 1989 ; 3 ans 
b : automne 1989 ; 2 ans 
c : hiver 1989 ; 3 ans 
d : hiver 1989 ; 2 ans 
( + : t significatif au seuil de 5%) 
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Lorsque les poissons ont 6tB pr6lev6s en automne et en hiver 1989, 

la repartition des metaux dans les differents organes de chaque espdce 

est identique à celle decrite pour le printemps 1989. 

2.1.3. Influence du sexe sur les teneurs m6talliaues des oraanes 

Les groupes d'individus compares ont et6 prBlev6s sur un même site. 

Lorsque les Bchantillonnages le permettaient, les comparaisons ont et6 

effectuees d partir d'individus presentant des caractdristiques 

identiques (age et 6poque de pr618vements). 

Les teneurs rnetalliques des branchies et des muscles de limandes, 

de limande-soles et de morues ne different pas de façon significative eV 

fonction du sexe des poissons (figures 18 et 19). 

En ce qui concerne le foie (figure 201, les teneurs mBtalliques 

moyennes des limandes et limande-soles femelles ne diffdrent pas de 

façon significative de celles des mâles. 

Chez la morue prelevee de façon aleatoire dans le temps, les teneurs en 

Mn, Zn et Fe sont significativement plus 6lev6es chez les femelles 

(figure 20c) . Lorsqu'elles ont Bt6 pr6levBes au printemps (figure 20d) , 
les teneurs en Mn varient alors qu'en automne (figure 20e) , ce sont les 

teneurs en Zn. 

2.1.4. Influence de l'aae sur les teneurs rn~talliaues des oraanes 

- Branchies 
On note sur la figure 21b que les teneurs en Fe, Zn et Cu des 

branchies de limandes femelles prelevees en automne sont plus 6lev6es 

chez les individus les plus jeunes mais ces tendances sont moins 

marquees, n'apparaissent pas ou s'inversent lorsque les Bchantillons ont 

6tB pr6lev6s au printemps et en hiver (figures 21a et 21c) . Chez la 
limande-sole, les teneurs m6talliques des branchies ne sont pas 

significativement influencees par l'age du poisson (figure 21d). 

Pour la morue, on note sur 1'ACP (figure 22) que les deux nuages 

d' individus se distinguent par rapport aux axes 1 et 2 et Bgalement par 

rapport aux axes 1 et 3 (projection dans le plan 1-3 non presentee). Les 

morues de 3 ans se caract6risent par des teneurs plus BlevBes en (Pb-Cd) 

(axe 2) et en M n  (axe 3) que celles de 1 an qui semblent presenter des 

teneurs un peu plus importantes en (Zn-Fe-Cu) (axe 1). 



2 ans sans 

Figure 21 : Influence de l'âge sur les teneurs mbtalliques des 
branchies de femelles de limandes (a.b.c) , limande-soles 
(d) et morues (e) . 
(a et d : printemps 1989, b : automne 1989, c et e : hiver 
1989) 
( * :  t significatif au seuil de 5%) 
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Figure 22 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6talliques des branchies de 
morues ag6es de 1 et 3 ans. 
(facteurs "sexe" et "6poque de pr6l&vementsU non fix6s). 
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Figure 23 : ACP r6alisQe sur les teneurs métalliques des foies de 
limandes femelles âgQes de 2 ans et.4-5 ans. 
(Qpoque de pr6ldvement non fixQe). 



Effectivement, lorsque les morues sont prélevées à une époque précise 

(hiver) et que l'échantillonnage est constitué exclusivement de femelles 

(figure 2101, les individus les plus jeunes (2 ans) possddent davantage 

de Zn, de Cu et de Fe ; ils présentent également des teneurs 

significativement plus élevées en Mn que les individus plus âgés (3 ans) 

ce qui contredit les observations précédentes. 

Les teneurs en Fe, Zn et Cu tendent donc vers des valeurs plus Qlevées 

chez les individus les plus jeunes mais aucune conclusion ne peut être 

tirée quant à l'influence de l'âge sur les teneurs en Mn. 

- Foie 

Sur 1'ACP (figure 23), les variables (Zn-Mn-Fe) déterminent l'axe 1 

(Ctb = 53,1%) et le Cu détermine l'axe 2 (Ctb = 26,7%) . 
Les limandes de 4 et 5 ans ont tendance à être plus chargées en (Zn-Mn- 

Fe) que les individus de 2 ans. Aucune différence significative entre les 

teneurs moyennes des deux groupes d'âge n'a Qté mise en évidence 

probablement à cause de l'existence d'un individu de 2 ans, visualisé sur 

llACP et qui comporte des teneurs importantes en Zn, Mn et Fe. 

Prélevées à la même Bpoque (automne), les limandes femelles de 3 ans 

possèdent des teneurs en Fe significativement plus BlevQes que celles de 

2 ans (figure 24a) ; par contre, les échantillonnages du printemps ne 

présentent pas de teneurs significativement différentes (figure 24b). 

Chez la limande-sole, les femelles de 2 ans possddent davantage de 

Fe que celles de 3 ans (t significatif) (figure 24c) . 
Chez la morue, le facteur "âge" n'intervient pas de façon 

significative sur les teneurs hépatiques en métal (figure 24d). 

- muscles 

Sur 1'ACP (figure 25), les limandes de 2 ans possèdent plus de Zn 

(axe 2) et de Fe (axe 3) (projection dans le plan 1-3 non présentée) que 

les individus de 4 et 5 ans. 

A partir de trois échantillonnages prélevés à des saisons différentes, on 

remarque (figure 26a, b, c) que les teneurs en Zn sont effectivement 

plus importantes chez les individus les plus jeunes, parfois de façon 

significative. Le Fe peut également être plus abondant chez les individus 

les plus jeunes mais cette tendance n'est pas observée dans tous les cas 

(figure 26c) . 
Chez la limande-sole, les teneurs en Zn sont plus élevées chez les 

individus les plus jeunes (figure 26d). Les autres métaux ont également 

tendance à être plus abondants chez les individus les plus jeunes mais 



Figure 24 : Influence de l'âge sur les teneurs metalliques des foies 
de femelles de limandes (a et b), de limande-soles (c) et 
de morues (dl . 
a : automne 1989 
b et c : printemps 1989 
d : hiver 1989 
( * : t significatif au seuil de 5%) 
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Figure 25 : ACP rbalisée sur les teneurs m6talliques des muscles de 
limande femelles âgQes de 2 ans et 4 - 5  ans. 
(Qpoque de pr6lhvement non fixQe). 
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Figure 27 : Teneurs mbtalliques des organes de morues pr6levées en 
automne 1989 a la côte et au large de Calais. 
( * : t significatif au seuil de 5%) 
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Figure 28 : ACP r6alisee sur les teneurs metalliques des branchies de 
limandes pr6lev6es Calais et Boulogne au printemps 1991. 
(femelles de 2 ans). 



étant donnée la variabilité des résultats, ces différences ne sont pas 

significatives. 

Les teneurs en métal des morues de 2 et 3 ans ne diffdrent pas de 

façon significative (figure 268). Cependant, on observe une tendance vers 

des teneurs métalliques plus importantes chez les individus les plus 

j eunes. 

2.1.5. Com~araison des teneurs métalliuues des oruanes de 

poissons ~r6levés sur différents sites 

- En automne 1989, des morues ont été prélevées simultanément sur 

les sites côte et large de Calais. Les deux groupes d'individus (côte et 

large) sont respectivement dgés de 2,08 ans et 2,54 ans et comportent 8 

et 6 femelles sur 12 individus. 

Au niveau des branchies, les individus du large présentent 

davantage de Cu et de Mn et les individus de la côte se distinguent par 

des teneurs élevées en Fe (figure 27a) . 
Les teneurs métalliques des foies et des muscles ont tendance à 

être plus élevées chez les morues provenant du large (figures 27b et 

27c) . D'aprds les résultats obtenus lors de l'analyse de 1' influence des 
facteurs "âge" et "sexe" sur les teneurs métalliques des différents 

organes, les différences observées entre les échantillons du large et de 

la côte ne sont pas le résultat de l'influence de ces paramdtres. 

- Les limandes prélevées au printemps 1991 21 Calais et à Boulogne 

sont toutes des fsmzlles âgées de 2 ans. Les facteurs "âge" et "sexe" ne 

peuvent donc influencer les teneurs métalliques. 

Au niveau des branchies, on note sur 1'ACP (figure 28), que les 

deux groupes d'individus se répartissent le long de l'axe 1 déterminé par 

les variables (Cu-Zn-Pb-Mn) (Ctb = 51%). 11 est difficile de faire une 

distinction entre les deux nuages d'individus mais certains poissons 

prélevés à Calais tendent à posséder davantage de ces métaux que ceux 

provenant de Boulogne. Ces observations ne sont pas corroborées par des 

différences significatives entre les teneurs m6talliques des deux groupes 

d' individus (figure 1 annexe) . 
Au niveau du foie (ACP figure 291, on remarque que les limandes 

prélevées à Boulogne sont beaucoup moins chargees en Mn-Zn-Fe (axe 1) 

et en Cu (axe 2) que celles prélevées 2I Calais. Leurs teneurs 

métalliques sont également plus homogènes car le nuage de points est 

plus dense. 
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Figure 29 : ACP r6alisde sur les teneurs mdtalliques des foies de 
limandes pr6levdes au printemps 1991 à Calais et Boulogne. 
( f  emelles de 2 ans) . 
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Figure 30 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6talliques des muscles de 
limandes pr6lev6es a Calais et Boulogne au printemps 1991. 
(femelles de 2 ans). 



112 

Axe 1I 20,9 % 

Axe II: 

t 

Axe 1 
41,3 % 

A Calais 

A Boulogne 

Figure 31 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6talliques des branchies de 
limande-soles pr6lev6es a Calais et Boulogne au printemps 
1991. 



Ces observations sont confirmées par des différences significatives entre 

les teneurs métalliques moyennes des deux groupes d'individus (figure 1 

annexe) . 
En ce qui concerne 1'ACP realisée sur les teneurs métalliques des 

muscles de limandes if igure 30) , les deux nuages de points sont peu 

dissociés par rapport aux axes 1 et 2 (déterminés respectivement par (Mn- 

Fe-Zn-Pb) et Cu) (projection dans le plan 1-2 non présentée). Toutefois, 

quelques individus pêchés à Calais présentent davantage de Cu que ceux de 

Boulogne. Cette tendance est confirmée sur la projection dans le plan 1-3 

(l'axe 3 Btant déterminé par le Fe) et les individus prélevés à Boulogne 

tendent à avoir des teneurs en Fe plus importantes. 

Cependant, aucune teneur metallique n'est significativement différente 

entre les deux groupes d'individus (figure 1 annexe). 

- Chez les limande-soles prélevées en 1991 à Calais et à Boulogne, 

le facteur "sexe" de l'individu ne doit pas intervenir car la proportion 

de mâles est du même ordre de grandeur dans les deux groupes d'individus 

(respectivement 3 mâles sur 11 et 2 mâles sur 9 individus prélevés à 

Calais et à Boulogne). 

L'âge n'a pas été détermine par lecture des otolithes pour ces 

échantillons mais les individus pêchés à Boulogne sont plus grands, donc 

plus vieux, que ceux de Calais (28+1,3 cm à Calais contre 34,7+2,8 cm à 

Boulogne) . 
Sur la figure 31 traitant les teneurs métalliques des branchies, il 

apparaît que le Zn est corrélé en priorité au Fe puis au Pb puis au Cu et 

ces quatre métaux définissent l'axe 1 qui représente 41,3% de la variance 

totale. Les teneurs en (Cu-Zn-Fe-Pb) des branchies de limande-soles sont 

plus importantes lorsque les individus proviennent de Calais plutôt que 

de Boulogne. Cette observation est confirmée par le fait que les teneurs 

en Zn et Fe sont signif icativement différentes (figure 2a annexe) . Les 
deux nuages d'individus se distinguent peu le long de l'axe 2, déterminé 

par Cd et Mn. Toutefois, il apparaît que les teneurs en Mn ont tendance à 

être plus importantes chez les individus prélevés à Boulogne. 

Les teneurs metalliques des foies de limande-soles prélevées à 

Calais sont plus elevées que celles des individus pr6lev6s à Boulogne 

(figure 32) ; seul le Mn n'est pas significativement différent entre les 

deux échantillonnages (figure 2b annexe). L'étude concernant l'influence 

de l'âge sur les teneurs hépatiques en métal a mis en évidence que les 

teneurs en Fe sont plus importantes chez les individus les plus jeunes 
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Figure 32 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6talliques des foies de 
limande-soles pr6lev6es h Calais et Boulogne au printemps 
1991. 
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Figure 33 : ACP r6alis6e sur les teneurs metalliques des muscles de 
limande-soles pr6lev6es A Calais et Boulogne au printemps 
1991 
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Figure 34 : ACP r6alis6e sur les teneurs m6talliques des branchies 
de limandes pr6lev6es h diff6rentes saisons. 



mais n'a pas montre une relation entre l'âge et les teneurs en Zn et Cu. 

Les teneurs métalliques plus importantes chez les individus de Calais 

sont donc essentiellement liées au facteur "site de pr61dvementH et 

probablement au facteur "age" secondairement. 

Sur 1'ACP réalisée sur les teneurs metalliques des muscles (figure 

33), les variables Cu et Zn d6finissent l'axe 1 (Ctb = 39,3%) et sont 

reli6es par un coefficient de correlation r = 0,50. Les variables Pb, Mn 

et Fe déterminent l'axe 2 (Ctb = 32%) et Pb-Mn s'opposent au Fe sur cet 

axe. Le nuage de points representant les individus prélevés & Boulogne 

s'étire vers les variables (Pb-Mn). Les échantillons du site de Boulogne 

semblent presenter des teneurs métalliques globalement plus élevées que 

ceux du site de Calais mais seules les teneurs moyennes en Mn sont 

significativement différentes entre les deux groupes de poissons (figure 

2c annexe). 

11 a et6 montre que les individus les plus jeunes possddent davantage de 

métal, notamment de Zn. Or, les teneurs metalliques sont plus élevées 

chez les individus pêchés & Boulogne, c'est-&-dire chez les poissons les 

plus âges. Le facteur "site de pr6ldvementU doit donc être le paramdtre 

le plus influant dans cette analyse, pourtant la charge metallique des 

sediments tend & être plus faible sur le site de Boulogne. 

2.1.6. Com~araison des teneurs métalliaues des oraanes de 

poissons ~rélev6s A difierentes saisons 

- Branchie 
Chez la limande (figure 34) , les teneurs en Cu, Zn, Mn et Fe 

Bvoluent dans le même sens puisqu'elles determinent l'axe 1 (Ctb = 

52,3%), les variables (Cu-Zn) et (Zn-Mn) sont les mieux carrelées 

(r = 0,591 . Le Pb a un comportement indépendant de celui des autres 
variables car il détermine l'axe 2. Les individus pr6levés en automne se 

repartissent le long de l'axe 1 et par rapport a l'axe 2 s'opposent A la 

variable Pb. Ces Bchantillons presentent donc des teneurs variees en 

(Fe-Zn-Cu-Mn) et faibles en Pb. Les échantillons pêchés en hiver 

constituent un nuage dense sans tendance particulidre. Le nuage 

representant les individus prélevés au printemps 89 est positionné en 

direction de la variable Pb mais ces teneurs relativement importantes en 

Pb ne doivent pas être li6es à un phenomdne saisonnier puisqu'au 

printemps 90, les individus ne sont pas discrimines par rapport A cette 

variable. 
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Figure 35 : ACP r6alis6e sur les teneurs m8talliques des branchies de 
limande-s.oles pr6lev8es différentes saisons de l'ann6e 
1989. 



Le milieu environnant a dû présenter au printemps 1989 des 

concentrations plus importantes en Pb car les facteurs et "sexe" 

n'affectent pas les teneurs en Pb des branchies. 

En résumé et comme le montre la figure 3 (annexe), les teneurs 

métalliques des branchies, excepté celles du Pb, varient trds peu au 

cours du temps. 

Pour 1' analyse concernant la limande-sole (figure 35) , les 

variables Zn et Fe sont les mieux corrélees (r = 0,471 puis (Cu-Zn) et 

ces trois variables déterminent l'axe 1 (Ctb = 32,8%) ; le Pb et le Mn 

déterminent l'axe 2 (23%) et sont en opposition sur l'axe 3. Les trois 

nuages correspondant aux individus prélevés aux trois saisons se 

distinguent les uns des autres essentiellement le long de l'axe 1. Les 

individus prélevés en automne ont tendance à posséder davantage de (Cu- 

Zn-Fe) que les individus prélev6s aux autres saisons (notamment en hiver) 

et les échantillons prélevés en hiver semblent avoir des teneurs en Mn 

inférieures à celles des autres échantillons (position du nuage par 

rapport à l'axe 3) (projection dans le plan 1-3 non présentée) . 
La comparaison des teneurs métalliques moyennes des trois groupes 

d'individus confirme ces tendances (figure 3 annexe). 

Seul le paramdtre saison doit intervenir sur les teneurs métalliques car 

les facteurs "sexe" et "tige" n'influencent pas les teneurs m6talliques. 

Pour la morue (figure 36) , les variables (Mn- Fe-Pb-Cd) déterminent 

l'axe 1 (Ctb = 40%) ; le Cu determine l'axe 2 (Ctb = 24%) et le Zn l'axe 

3. Le ~b et le Cd sont corrélés de façon significative (r = 0,725). 

Le nuage représentant les individus prélevés au printemps 89 est homogdne 

et positionné vers les valeurs négatives de l'axe 1 donc marqué par des 

teneurs faibles en ces métaux. 

Les individus prélevés en automne sont positionnés vers les valeurs 

négatives de l'axe 1 mais plusieurs points situés près de la variable Cu, 

(Mn-Fe) ou Zn entraînent une dispersion du nuage. Dans ce cas, la 

comparaison des teneurs moyennes des échantillonnages n'apporte aucune 

information exploitable. 

Les teneurs des branchies de morue en (Fe-Mn-~b-Cd) semblent être plus 

importantes en hiver mais la figure 3 (annexe) permet de préciser que ce 

sont essentiellement les teneurs en (Mn- Fe) qui augmentent durant cette 

saison. 
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Figure 36 : ACP réalise6 sur les teneurs m6talliques des branchies de 
morues pr6levées à différentes saisons de 11ann6e 1989. 



Les teneurs metalliques des morues pêchées en hiver sont sup6rieures h 

celles des poissons prélev6s au printemps ; pourtant les deux groupes 

sont consti tues d' individus dont la moyenne d' âge est identique (2,54 

ans) ; si on exclut, dans 116chantillonnage de 1' automne, les individus 

s'écartant du centre du nuage, les teneurs m6tallique.s moyennes sont peu 

Blevées. L'age moyen de ce groupe est inferieur h ceux des deux autres 

groupes (2,27 ans) ; or, les teneurs métalliques des branchies ont 

tendance h être supérieures chez les individus les plus jeunes. Les 

differents niveaux de contamination des échantillonnages présentes ici ne 

sont donc pas lies au facteur âge, mais doivent plutôt être 

repr6sentatifs de variations de qualité du milieu au cours du temps. 

En r6surn6, c'est en hiver que toutes les espdces ont les teneurs 

les plus faibles en (Cu-Zn) . Les teneurs en Fe sont faibles Bgalement 
pendant cette periode chez la limande et la limande-sole alors que chez 

la morue, ils sont abondants. 

C'est au printemps 1989 que le Pb est le plus abondant chez la 

limande et la limande-sole. Chez la morue, les metaux sont présents en 

faibles quantit6s. 

En automne, les teneurs en (Cu-Zn-Fe-Mn) sont les plus importantes 

et le Pb est présent en plus faible quantite chez la limande-sole. Chez 

la limande, les teneurs en Pb sont Bgalement faibles durant cette saison. 

Chez la morue, les individus étant disperses sur le diagramme, les 

teneurs m6talliques sont trds variées. 

- Foie 
Chez la limande (figure 37 ) , les variables (Zn-Mn - Fe) determinent 

l'axe 1 (Ctb = 57,7%), et le Cu definit l'axe 2 (Ctb = 24,6%). Le 

coefficient de correlation le plus 4lev6 est celui reliant les variables 

Zn et Mn (r = 0.66). Les individus préleves aux printemps 1989 et 1990, 

constituent des nuages 6clatbs le long de l'axe 1 ; les teneurs en (Zn- 

Mn-Fe) sont donc variees chez les individus de ces deux groupes. Les 

limandes prelevees en hiver forment un nuage plus compact, présentant des 

caracteristiques comparables aux deux pr6cedents mais moins marquées. 

Lorsqu'elles sont pr6levées en automne, les limandes possddent les 

teneurs hépatiques en (Zn-Mn-Fe) les plus faibles mais le nuage est 

attire le long de l'axe 2 vers la variable Cu. 

Les resultats apparaissant sur la figure 4 (annexe) confirment ces 

observations : les teneurs moyennes en Fe, Zn et Mn sont plus BlevBes 

pour les QchantilLons prélev6s au printemps qu'en hiver, elles-mêmes 
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Figure 37 : ACP rbalisee sur les teneurs métalliques des foies de 
limandes prblevbes 21 diffbrentes saisons. 
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Figure 38 : ACP réalisée sur les teneurs métalliques des foies de 
limande-soles pr6lev6es A diff6rentes saisons de l'ann6e 
1989. 
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Figure 39 : ACP realis6e sur les teneurs m6talliques des foies de 
morues pr6lev6es A diff6rentes saisons de l'ann6e 1989. 



sup6rieures à celles des individus pêches en automne. Par contre, les 

teneurs en Cu les plus importantes correspondent à l18chantillonnage 

d' automne. 

Les limandes prelevees en 1989 sont toutes des femelles (excepté 2 

individus sur 38) ; le facteur sexe n'intervient donc pas dans cette 

analyse. 

Les individus pr6lev6s en automne sont plus jeunes que ceux pêchés au 

printemps ou en hiver (âge moyen = 2,33 ans contre 3,16 et 3,91 ans 

respectivement) ; on a determine que l'âge favorise l'augmentation des 

teneurs en Fe. Les teneurs importantes en Cu des échantillons prélevés en 

automne sont donc probablement liées au facteur saisonnier. 

Sur 1'ACP correspondant aux limande-soles (figure 38) , on note que 

les variables Fe et Mn determinent l'axe 1 (Ctb = 42,6%) ; ces deux 

variables presentent le coefficient de correlation le plus Blevd (r = 

0,61). L'axe 2 est determine par le Cu et le Zn (Ctb = 35,6%). 

Les limande-soles pr6lev6es en hiver doivent posséder les teneurs les 

plus Blevees en (Fe-Mn) et des teneurs variables en (Cu-Zn) car le nuage 

de points est situ6 de part et d'autre de l'axe 1. 

Celles prélev6es en automne se distinguent par des teneurs faibles en 

(Mn- Fe) et Blevées en (Cu- Zn) tandis que pour 1' échantillonnage de 

printemps, les teneurs en (Mn-Fe) semblent être interm6diaires et les 

teneurs en (Cu-Zn) les plus faibles. 

La figure 4 (annexe) confirme ces tendances gen6rales. 

Ni le sexe , ni l'age ne doivent modifier ces teneurs m6talliques. En 

effet, les individus les plus jeunes possèdent les teneurs en (Mn-Fe) les 

plus faibles (6chantillonnage de l'automne ; age moyen = 2 ans) ; or 

l16tude concernant l'influence de l'âge sur les teneurs m6talliques a 

montre que les individus les plus jeunes possèdent les teneurs 

m~talliques les plus 6levées. Le facteur saisonnier doit donc avoir une 

influence prédominante sur les teneurs en metal des Bchantillons. 

Chez les morues prelevees au large (figure 391, les quatre metaux : 

Fe, Cu, Zn et Mn determinent l'axe 1 (Ctb = 67,5%) ; les variables (Zn- 

Mn), (Zn-Fe) , (Zn-Mn) et (Cu-Mn) sont bien corrél6es (r = 0,686 ; 0,670 ; 

0,621 et 0,580 respectivement). 

Les individus preleves au printemps presentent les teneurs les moins 

importantes en ces metaux. En hiver, les teneurs en (Mn-Fe) des 

échantillons tendent à être élev6es alors qu'en automne ce sont plutôt 

les teneurs en (Zn-Cu). Les teneurs metalliques ne diffdrent pas de façon 
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significative entre ces divers groupes d'individus (excepte les teneurs 

en Mn entre les échantillonnages de printemps et d'hiver) (figure 4 

annexe) . Les teneurs en métal les plus importantes sont détectees chez 
les morues prélevées en automne au large et les teneurs les plus faibles 

(excepte pour le Cu) correspondent aux morues pr6levées à la même saison 

à la côte. 

L'âge des morues n'influence pas les teneurs m6talliques hepatiques. Par 

contre, certains metaux (Mn, Fe, Zn) s'accumulent davantage chez les 

femelles que chez les mâles ; les proportions de mâles sont du même ordre 

de grandeur dans ces trois échantillonnages. Le facteur "saison" plutôt 

que les parametres purement biologiques doit entraîner des variations au 

niveau des teneurs métalliques hépatiques. 

- On constate donc que les teneurs métalliques des foies de 

poissons pr6lev6s aux différentes saisons varient, le plus souvent 

independamment des facteurs "âge" et "sexe". 

Quelle que soit l'espèce, les individus pêch6s en automne se 

particularisent par des teneurs hepatiques Qlevées en Cu. Chez la morue 

prelevée au large et la limande-sole, ces teneurs sont accompagnées par 

des teneurs élevées en Zn. 

-Muscle 

Chez la limande (figure 40), les variables Cu et Mn sont les mieux 

carrelées (r = 0,421 et l'ensemble des métaux détermine l'axe 1. La 

majorité des individus est située au centre du diagramme, c'est-à-dire 

qu' aucune tendance particulier0 n'est detectable pour ces échantillons. 

Cependant 1' existence de quelques individus entraîne une dispersion des 

nuages. De ce fait, on note que les individus preleves en automne ont 

tendance A contenir peu de (Pb-Cu) et plus de (Zn-Fe) contrairement à 

ceux pr6levés au printemps. Lorsqu'elles sont pêchées en hiver, les 

teneurs des muscles de limandes en ces métaux sont intermédiaires mais 

des teneurs Blevées en Mn sont détectées dans certains échantillons. 

Prélevés au printemps 1990, les individus constituent un nuage homogene 

présentant les teneurs moyennes les plus faibles. 

Ces tendances sont confirmées par l'observation de la figure 5 annexe. 

Il a Bté montré que les teneurs metalliques tendent à être plus 

importantes chez les individus les plus jeunes. Les teneurs en Fe et Zn 

plus importantes chez les individus pêch6s en automne doivent être liees 

au facteur "âge". En effet, ce prélevernent constitue le groupe d'âge le 
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plus jeune (2,33 ans contre 3,16 et 3,91 ans respectivement au printemps 

et en hiver). 

Chez la limande-sole (figure 411, le Zn est corrélé au Fe (r = 

0,731 . Les variables (Zn-Cu) (r = 0,426) et (Zn-Mn) (r = 0,413) sont 

également reliées par des coefficients de corrélation significatifs. 

L'ensemble de ces variables détermine l'axe 1 (Ctb = 47%). Le Pb évolue 

indépendamment des autres teneurs métalliques puisqu'il détermine l'axe 2 

(Ctb = 21,4%) . 
Les muscles des limande-soles prélevées en automne sont chargés en (Mn- 

Zn-Fe- Cu) et peu en Pb. En hiver, le phénom6ne inverse est observé. Les 

teneurs en (Mn-Zn-Fe-Cu) des .individus prélevés au printemps, sont 

intermbdiaires et les teneurs en Pb sont relativement élevées. 

Les teneurs métalliques moyennes des individus montrent les mêmes 

tendances (figure 5 annexe) . 
Les teneurs supérieures en (Mn- Zn- Fe- Cu) des échantillons prélevés en 

automne peuvent être liées au fait que les individus considérés sont les 

plus jeunes (âge moyen = 2 ans contre 2,92 et 2,75 ans respectivement en 

hiver et au printemps) . En effet, comme chez la limande, les teneurs 
métalliques tendent à être plus élevées chez les individus les plus 

j eunes . 
De la même manidre que pour la limande-sole, on note sur 1'ACP 

concernant la morue (figure 42) , que les variables (Fe - Cu - Mn - Zn) 

déterminent l'axe 1 (Ctb = 54,5%) et le Pb détermine l'axe 2 (Ctb = 

21,3%). 

Le Zn est corrélé au Mn (r = 0,6541, au Cu (r = 0,621. Le Fe est corrélé 

au Mn (r = 0,63) et au Cu (r = 0,531. 

Les trois nuages de points correspondant aux individus prélevés aux trois 

saisons sont superposés. Celui correspondant au printemps est tr6s 

dispersé ; les teneurs métalliques sont variées mais semblent être 

globalement plus importantes que celles des échantillons prélevés aux 

autres saisons, notamment en hiver. Les échantillons prélevés en automne 

doivent posséder des teneurs métalliques intermédiaires en ce qui 

concernent les métaux déterminant l'axe 1, mais des teneurs en Pb qui 

doivent être les plus faibles. 

La figure 5 (annexe) confirme ces tendances et permet de préciser que 

les teneurs varient trhs peu au cours des saisons. Le facteur "âge" 

interfère ici encore avec le facteur "époque de prélèvements". En effet, 

les teneurs les plus importantes détectees au printemps correspondent à 
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1'6chantillonnage constitu6 des individus les plus jeunes (âge moyen = 

2,27 ans au printemps contre 2 , 5 4  ans en automne et en hiver). 

2.1.7. Bilan concernant les teneurs métalliaues des branchies 

Cette étude a permis de montrer que: 

- chez les trois espèces, le sexe de l'individu n'a pas d'influence 

sur les teneurs m6talliques des branchies ; 

- l'âge n'intervient pas de façon notable et distincte sur les 

teneurs m6talliques des branchies de limandes et limande-soles. Les 

teneurs en Fe, Cu et Zn ont tendance à être plus 6levees chez les morues 

les plus jeunes ; 

- quelle que soit l'espèce, les teneurs métalliques des branchies 

d6croîssent de la façon suivante : Fe>Zn>Mn>Pb>Cu ; 

- les limandes pr6sentent des teneurs élev6es en (Zn-Fe), faibles 

en Mn, moyennes à faibles en (Pb-Cu) ; par opposition, la limande-sole 

possède des teneurs importantes en Mn et Pb, moyennes à faibles en (Zn- 

Fe-Cu). La morue (prélev6e au large) présente les teneurs les plus 

Qlev6es en Cu et les plus faibles en Fe et Zn. 

Pr6lev6es sur deux sites différents (côte et large de Calais), les 

morues provenant du large possèdent davantage de Cu et de Mn que les 

Bchantillons pêch6s la côte qui se distinguent, quant à eux, par des 

teneurs Blevées en Fe. 

Les branchies de poissons pr6lev6s à la côte présentent donc des 

teneurs 6lev6es en Fe tandis que chez les. poissons du large, les 

branchies se caractérisent par des teneurs Blevées en Mn et Pb. 

Le Pb et le Mn pourraient être représentatifs d'un environnement 

"large" tandis que le Zn et le Fe seraient caractéristiques de 

l'environnement "côte". 

- Les teneurs m6talliques des branchies de limandes prélevées à 

Calais et à Boulogne ne diffèrent pas de façon significative entre les 

deux échantillonnages. Par contre, les limande-soles pr6levées à Calais 

possèdent des teneurs en Zn, Fe significativement supérieures 21 celles 

pêch6es à Boulogne. L'age et le sexe n' intervenant pas sur ces teneurs 

métalliques, le site de prélèvements doit être le paramètre qui induit 

ces différences. 

- Les variations des teneurs métalliques au cours des saisons sont 

relativement comparables chez les deux espèces de poissons plats. La 



composition de leur milieu environnant doit fluctuer de la même manière. 

Par contre,-la morue se distingue par des variations de teneurs 

m6talliques branchiales différentes de celles des deux espèces 

benthiques. 

Les coefficients de corrélation les plus BlevQs relient les 

variables (Cu- Zn) et (Zn-Mn) chez la limande et (Cu-Zn) , (Zn-Fe) chez la 

limande-sole. Chez la morue, ce sont les variables Pb et Cd qui sont 

corrélées de façon significative. 

2.1.8. Bilan concernant les teneurs mQtalliaues hé~atiaues 

Cette étude a permis de montrer : 

- que les teneurs mQtalliques ont tendance à être plus QlevQes chez 

les femelles mais que ces différences sont rarement significatives ; 

- en fonction de l'âge, seules les teneurs en Fe varient de façon 

significative chez la limande et la limande-sole. Chez la première 

espdce, elles augmentent avec l'âge et inversement chez la seconde ; 

- pour chaque espdce, les teneurs en Fe et Zn sont les plus 

importantes, puis ce sont les teneurs en Cu et enfin le Mn ; 

- les teneurs en métal des limande-soles sont nettement plus 

importantes que celles des limandes, elle-mêmes plus importantes que 

celles des morues. 

- Les teneurs métalliques des foies de limandes et limande-soles 

prélevées à Calais sont supérieures à celles des mêmes poissons prélevds 

à Boulogne ; de même, chez la morue, ces teneurs sont supdrieures lorsque 

les Qchantillons ont Qté pêchQs au large plutôt qu'à la côte. 

- Les limande-soles et les morues prQlevées toutes deux au large, 

prbsentent : 

. en hiver, les teneurs en (Fe-Mn) les plus BlevQes ; 

. au printemps, les teneurs en (Cu-Zn) les plus faibles ; 

. en automne, les teneurs en (Cu-Zn) les plus importantes. 
Quant aux limandes, les teneurs en (Fe-Mn-Zn) les plus importantes 

sont ddtectbes chez les individus prdlevhs au printemps ; en hiver, ces 

teneurs métalliques sont intermédiaires et en automne, elles sont les 

plus faibles alors que les teneurs en Cu sont les plus elevQes. 

Ces variations non explicitQes ou peu par les facteurs "âge" et 

"sexe", relèvent donc de l'influence de la saison. 



2.1.9. Bilan concernant les teneurs métalliaues des muscles 

Cette étude a permis de montrer que : 

- chez aucune espèce, le sexe n'influence les teneurs métalliques 

des muscles ; 

- l'âge intervient rarement de façon significative sur les teneurs 

m6talliques des muscles de poissons. Toutefois, des teneurs métalliques 

globalement plus importantes sont détec tées chez les individus les plus 

jeunes ; 

- les teneurs métalliques dans les muscles de poissons décroîssent 

de la façon suivante : Zn>Fe>Mn>Pb>Cu>Cd ; mais il faut noter que les 

teneurs moyennes en Mn et Pb des muscles de limandes sont du même ordre 

de grandeur ; 

- chez la limande, les teneurs métalliques ont tendance à être 

élevées en Cu et Fe, surtout en Pb et Zn et à être faibles en Mn. Les 

limande-soles présentent les caractéristiques opposées. Les morues 

pêchées au large possèdent des teneurs en (Cu-Zn-Fe-Pb) intermédiaires et 

des teneurs marquées en Mn. En ce qui concerne les morues prélevées à la 

côte, les teneurs en Cu et Mn sont davantage comparables à celles des 

limandes qu'à celles des morues prélevées au large ; 

Des teneurs élevées en Mn dans les muscles des poissons pourraient 

donc être considérées comme typiques des esphces provenant du large ; 

mais il faut rappeler que les limandes pêchées en hiver possédent 

également des teneurs importantes en Mn. 

- Les teneurs métalliques des muscles de morues prélev6es au large 

tendent à être plus élevées que celles de la côte. 

Les teneurs en Fe sont supérieures chez les limandes provenant de 

Boulogne ; par contre, les individus de Calais se distinguent, quant à 

eux, par des teneurs élevées en Cu. 

Les limande-soles présentent des teneurs métalliques globalement 

plus importantes lorsqu'elles proviennent de Boulogne plutôt que de 

Calais. 

Apparemment, ces différences ne sont pas liées aux facteurs "age" 

ou "sexe" ; elles dépendraient donc des facteurs "sites de prél8vements". 

- pr6lev6es à différentes saisons, les limandes et limande-soles 

présentent des teneurs métalliques plus importantes en automne, mais ces 

tendances sont non seulement liées au facteur "saison" mais également au 



facteur "âge". Chez la morue, les teneurs m6talliques varient peu entre 

les differents échantillonnages mais les quelques variations d8tect6es 

seraient Bgalement influencees par le facteur "âge". 

2.2. Discussion 

Com~araison des teneurs métalliaues des différents orsanes de 

poissons 

L'etude realisée a montre que dans les diffbrents organes des trois 

espdces de poissons ainsi que dans les sediments, les teneurs métalliques 

decroîssent de la façon suivante : 

- branchies : Fe>Zn>Mn>Pb>Cu>Cd ; 

- foie : Fe2Zn>Cu>Mn>Pb et Cd ; 

- muscle : Zn>Fe>Mn>Pb>Cu>Cd ; 

- sediments : Fe>Mn>Zn>Pb>Cu>Cd. 

On constate que c'est le cortdge metallique des branchies qui 

reflète le mieux l'importance respective des differents métaux presents 

dans l'environnement, probablement parce que cet organe est directement 

en contact avec le milieu exterieur. Cependant, contrairement h ce qui 

est observe dans les sediments, le Zn est plus abondant que le Mn dans 

les branchies des trois espdces Btudiees ainsi que chez le flet 

(Platichtys flesus) (DELVAL, 1984). Le Mn Btant moins fortement lie aux 

particules du sediments que le Zn, ce resultat n'est pas explicité par la 

disponibilite relative de ces metaux. En dehors de toute contamination, 

les branchies de poissons contiendraient donc davantage de Zn que de Mn. 

Ceci peut être lie à l'existence d'enzymes riches en Zn, impliquées dans 

le mecanisme respiratoire (peroxyde dismutase, anhydrase carbonique). 

La repartition des metaux dans les organes observee dans nos 

echantillons, est comparable aux donnees de la litterature concernant des 

poissons preleves dans la region Nord-Pas-de-Calais. Dans les branchies 

et les foies de flet, les metaux sont respectivement class6s de la façon 

suivante : Zn>Mn>Cu> et Zn>Cu>Mn (DELVAL, 1984) et chez la morue, dans 

les branchies : Fe>Zn>Pb>Cu>Cd, dans le foie : Fe>Zn>Cu>Pb>Cd et dans le 

muscle : Fe>Zn>Pb>Cu>Cd (COLAS, 1980) . 
La classification des metaux selon leur abondance est comparable 

dans les muscles et les branchies mais differente dans le foie. En effet 

le Cu hepatique est plus abondant que le Mn et le Pb. Chez les trois 

espdces les teneurs en Cu (ainsi que les teneurs en Zn et Fe chez la 

limande-sole) sont toujours nettement plus Blevées dans le foie que dans 

les branchies. Il a et6 constate chez d'autres espèces (la sole (Solea 



solea) , flet (Platichtys flesus) , truite (Salmo gairdneri)) , que le foie 

est l'organe préférentiel d'accumulation du Cu (METAYER et al., 1982 ; 

DELVAL, 1984 ; JULSHAMN et al., 1988). 

Mis à part pour les éléments précédemment cités, les concentrations 

métalliques des branchies sont plus importantes que celles des foies, 

elles-mêmes supérieures à celles des muscles. Chez d'autres especes 

( Carassi us aura tus, Oncorhynchus mykiss, Sardina pilchardus) , des teneurs 

en Cu et Zn, plus importantes dans le foie que les muscles, sont 

également observées (CARPENE et al., 1991). Par contre chez les trois 

espdces, le Pb est plus abondant dans le muscle que dans le foie. Le Pb 

est un métal non-essentiel qui ne fait pas l'objet de régulation. Sa 

concentration augmente dans les tissus en fonction des teneurs du milieu 

mais le site de stockage essentiel est constitué par le squelette. 

Dans tous les tissus, les rapports Zn/Cu sont supérieurs à 1, ce 

qui est en accord avec de nombreuses données bibliographiques. A notre 

connaissance, seule la truite (Salmo gairdneri) possdde au niveau 

hepatique davantage de Cu que de Zn (CARPENE et al., 1991 ; OLSSON et 

al., 1989 ; HOGSTRAND, communication personnelle). 

Dans les muscles des trois especes étudiées, le Pb est plus 

abondant que le Cu. Cette observation est corroborée par les résultats de 

COLAS (198 0) concernant la morue prélevée dans la région Nord- Pas - de- 

Calais mais ne correspond pas aux données relatives à cette même esphce 

capturée sur d'autres sites (par exemple en Islande ; tableau 21) ou à 

d' autres espèces de poissons. En effet, prelevés en dif f érents secteurs 

de l'Atlantique Nord, Manche et Mer du Nord, le flet ainsi que la plie 

(Pleuronectes platessa) et le hareng (Clupea harengus) présentent , au 

niveau du muscle, davantage de Cu que de Pb (tableau 22). Ces résultats 

reflètent probablement la contamination importante par le Pb de notre 

région (DELABRE, 1985 ; DESSAINT, 1987) ; ils peuvent être également liés 

au fait que le Pb est potentiellement plus biodisponible que les autres 

metaux puisque plus facilement extraits des sédiments (voir 111.1). 

Les teneurs metalliques des échantillons de muscles de morues que 

nous avons analysées sont inférieures à celles détectées par COLAS (1980) 

(tableau 21) . Cette différence peut être due au fait que les méthodes 
analytiques utilisées sont différentes ou au fait que le milieu marin 

dans la région Nord-Pas-de-Calais est actuellement soumis à une pollution 

moindre qu'à la fin des annees 70. 

Les valeurs déterminées par cet auteur Btaient plus faibles que les 



Tableau  21 : Teneurs m e t a l l i q u e s  moyennes d e s  musc les  d e  morues 
(expr imees  e n  pg/g p o i d s  f r a i s )  

* : Teneurs non d e t a c t a b l e s  
1 : ~ c h a n t i l l o n s  p r e l e v e s  e n  I s l a n d e  
( d ' a p r è s  HERMAN e t  VANDERSTAPPER, 1976 ; c i t g  p a r  COLAS, 1980). 
2 : E c h a n t i l l o n s  p r e l e v e s  d a n s  l a  r e g i o n  Nord-Pas-de-Calais 

( d ' a p r à a  COLAS, 1980). 
3 i E c h a n t i l l o n s  p r 6 l e v é s  d a n s  l a  r e g i o n  Nord-pas-de-Calais 

( d ' a p r è s  nos r e s u l t a t s )  . 

T a b l e a u  22 t Teneurs m e t a l l i q u e s  min imales  e t  maximales d u  muscle d e  d i f f e r e n t e s  es&ces d e  
p o i s s o n s  p r 4 l e v 4 e a  e n  A t l a n t i q u e  Nord, Manche e t  M e r  du Nord 
(expr imees  e n  pg/g p o i d s  sec) 

F l e t  m i n i  
m a x i  

Hareng ' m i n i  1 

P l i e  / m i n i  

1 "laxi 

--- 
ATLAS 1 CIEM 

18,L / 19,s 
89,9 1 48,O 

I 
l 

ATLAS / CIEM 
i 

.-- 
ATLAS / CIEM 

i 
ATLAS 1 CIEM 

1 

ATLAS : E t u d e  menee par  IFREMER e n  A t l a t i q u e  Nord, Manche e t  Mer du Nord 
(COSSA e t  a l . ,  1990) 
CIEM : E t u d e  d e s  n iveaux  d e  r e f e r e n c e  e f f e c t u e e  e n  A t l a n t i q u e  Nord p a r  le  cIEM 
(CIEM.  1988, c i te  par COSSA e t  a l . ,  1990) 

T a b l e a u  23 : Teneurs m d t a l l i q u e s  d e s  o r g a n e s  d e  p o i s s o n s  p l a t s  c a p t u r e s  e n  M e r  d u  Nord 
(zone d e  c a l a i s - D u n k e r q u e )  (expr im6es  e n  vg/g p o i d s  sec) 

+ : T e n e u r s  non d é t e c t a b l e s  
1 : D ' a p r è s  les donnees  d e  RICHARD e t  a l . ,  à p a r a î t r e  
2 : D ' a p r è s  nos donnees  ; e c h a n t i l l o n s  p r e l e v e s  a u  pr in temps  1989 

Limande-so le  
( 2 )  

Manganese 
Plomb 
P e r  

Z i n c  
C u i v r e  
Cadmium 

24 f 6,10 
12,50 f 1,80 
119 f 41 

90,s f 17,6 
3,60 f 0,50 . 

5.27 f 1,55 

214,4 t 75,4 

151 f 12,s 
24,4 f 18,2 

2,58 f 0.88 
1.99 f 0,42 
16,O f 4,6 

22,5 f 2,3 
0,98 t 0,14 



données des "tables alimentaires" ; par conséquent, les nôtres le sont 

également. Actuellement, aucun seuil limite pour les teneurs métalliques. 

des produits destinés h la consommation n'est imposé par la législation, 

excepté pour le Hg. Cependant, des niveaux de référence ont été établis 

par le CIEM (CIEM, 1988 cite par COSSA et al., 1990) (tableau 22). On 

remarque que les teneurs en Cu et Zn de nos échantillons sont comprises 

dans ces gammes de concentrations tandis que le Pb est nettement plus 

abondant dans nos échantillons (1,81 ; 2,3 et 1,92 pg/g de poids sec 

respectivement pour la limande-sole, la limande et la morue. 

Les teneurs métalliques des organes de flets prélevés en 1989 ainsi 

que les teneurs détectées chez les deux pleuronectidés apparaissent dans 

le tableau 23 : ces teneurs sont du même ordre de grandeur pour les trois 

espèces. Toutefois, les métaux ont tendance h être présents en plus 

grande quantité chez le flet, notamment au niveau hépatique. Cette espèce 

a pourtant été capturee dans la même zone que la limande (site "côte" de 

Calais) . Il faut préciser que le flet présente un caractère de 

sédentarité beaucoup plus marqué que la limande qui est une espèce venant 

h la côte lors des périodes de reproduction. 

Com~araison des teneurs métalliaues chez les différentes es~èces 

D'une manière générale, les teneurs métalliques des foies sont plus 

importantes chez les deux espèces de poissons plats que chez la morue. 

Ceci peut être lié au fait que les espèces vivant sur le fond, souvent en 

contact avec le sédiment sont soumises une source de contamination plus 

importante qu'une espèce vivant dans la colonne d'eau. Les rbsultats 

obtenus avec l'anguille et le gardon ont conduit à cette même 

constatation (BARAK et MASON, 1990). Cependant, les teneurs métalliques 

des muscles et branchies ne confortent pas toujours cette hypothèse. En 

effet, pour certains éléments métalliques, la morue présente au niveau 

muscle et branchies des concentrations m6talliques plus élevées que les 

pleuronectidés. 

La contamination des poissons par une nourriture riche en métal se 

traduit essentiellement par un niveau de contamination plus élevé dans 

les organes internes que dans les muscles ou les branchies (DALLINGER et 

al., 1987) . Par exemple, chez la carpe (Cyprinus carpio) , le Co6 0 

assimilé par la nourriture est davantage concentre dans le tractus 

digestif que dans les branchies et inversement lors de l'intoxication par 

l'eau (AMIARD et AMIARD-TRIQUET, 1979). Chez la truite, les teneurs en Cu 



hépatique sont reliées el la concentration en Cu de la nourriture et el ce 

titre pourraient, d'aprds les auteurs, être utilisées comme indicateur de 

la contamination au Cu (JULSHAMN et al., 1988). 

D' aprds ces données, les teneurs métalliques hepatiques élevées 

chez les pleuronectidés sont donc bien attribuables au mode de vie des 

poissons plats mais resultent essentiellement de la composition de leur 

nourriture. En effet, la morue se nourrit essentiellement de crevettes, 

de crabes, de vers et de petits poissons (COLAS, 1980) tandis que les 

poissons de fond vont se nourrir d'espdces benthiques. Ces espdces 

benthiques ont un niveau de contamination qui est lié h leur régime 

alimentaire (ddposivore, suspensivore ou carnivore) (DELVAL et al., 

1984). Lors de l'alimentation, ces organismes indvitablement associes 21 

du sddiment sont assimil4s par les poissons plats d'où la presence de 

teneurs m6talliques hépatiques BlevBes. Le sédiment ingére n'est pas 

digéré par l'organisme (LUOMA, 1983). Cependant, le métal doit être en 

partie dissocié des particules de sédiment lors du passage dans le 

tractus digestif, milieu relativement acide. Les métaux libérés 

contribuent alors el la charge métallique des organismes. Les 

pleuronectid6s sont donc susceptibles d'assimiler une charge métallique 

plus importante que le gadidé. 

Les rapports entre teneurs métalliques dans les foies et teneurs 

dans les branchies et les muscles diffdrent selon les espdces. Les 

concentrations hépatiques les plus Qlev6es ne sont donc pas 

systématiquement associées aux teneurs les plus élevees dans les autres 

organes ce qui doit être lié au probldme du métabolisme qui peut differer 

d'une espdce h l'autre. 

Les teneurs en Zn hepatiques ne sont supérieures à celles des 

branchies que chez la limande-sole. Ceci montre que lorsque les 

conditions environnementales (côte,large) et/ou l'espdce diffdrent, la 

repartition des métaux dans les organes varie. Chez la sole et le flet 

prélevés sur un même site ainsi que chez la truite (Salrno trutta fario) 

et Le mulet (Chelon labrosus) , les teneurs en Zn des branchies sont 

beaucoup plus importantes chez la premidre espdce mais les teneurs 

hepatiques sont comparables ou supérieures chez la deuxidme espdce 

(METAYER et al., 1984 ; LEGORBURU, 1988). Chez les flets captures en 1984 

(DELVAL, 1984) et en 1989 (par nos soins, en même temps que les 

chalutages de limande), le Cu et le Zn sont plus abondants dans le foie 



que dans les branchies (tableau 23). La répartition des métaux dans le 

foie de flet est donc davantage comparable à celle de la limande-sole 

qu'à celle de la limande. 

Le facteur "espdce" est donc le paramdtre majeur qui induit des 

modifications dans les processus d'accumulation métallique. 

Parmi les différents organes étudiés, nous avons remarqué que les 

branchies sont les plus susceptibles d'être reprbsentatifs du cortège 

métallique présent dans le milieu environnant. La comparaison des teneurs 

métalliques branchiales chez différentes espèces est délicate étant donné 

le biais pouvant être introduit par le facteur "espèce". Toutefois, 

d'aprds les donnbes concernant les deux espdces de poissons plats et la 

morue prélevée sur les deux sites de Calais, il apparaît que les sites du 

large et de la côte sont caractérisés respectivement par une 

contamination par le Mn (et secondairement par le Pb) et par le Fe (et 

secondairement par le Zn). En ces stations, les sédiments (sédiment total 

et fraction fine) sont effectivement chargés en Zn à la côte et en Mn au 

large. Par contre, le Fe est plus abondant au large qu'à la côte ce qui 

est en accord avec la théorie qui considdre que les teneurs en Mn et Fe 

dans l'environnement sont corrélées, mais ne permet pas d'expliquer les 

teneurs élevées de ce métal dans les branchies de poissons provenant de 

la côte. 

Les metaux Zn et Pb sont abondants dans les muscles de limandes; les 

teneurs en Mn sont élevées dans les muscles de limande-soles ainsi que 

dans ceux des morues prélevées au large. Les teneurs élevées en Mn ou Zn 

au niveau des branchies sont donc associées à des teneurs importantes 

dans les muscles. 

. Influence du facteur "âae" sur les teneurs métalliaues 
Chez les trois espèces, les métaux tendent à être plus abondants 

dans les muscles des poissons les plus jeunes, notamment le Zn. Cette 

observation est corroborée par les données de MILNER (1979) et de 

PENTREATH (1976) concernant la plie. Ce dernier auteur explique ce 

phénomene par le fait que la croîssance de l'individu entraîne une 

dilution de ce métal dans les tissus. 

Au niveau du foie, l'influence du facteur "âge" est difficile à 

mettre en évidence. Ce facteur agit sur les teneurs en Fe, pas toujours 

de façon significative et de manière opposée chez les deux espèces de 



poissons plats. Les concentrations de Fe diminuent avec l'âge chez la 

limande-sole mais augmentent chez la limande comme chez la plie et le 

flet (PENTREATH, 1976 ; DELVAL, 1984) . Nous n' avons pas d6tect6 de 

variation significative des teneurs des autres metaux en fonction de 

l'âge du poisson. Pourtant, il a et6 montre que l'accumulation du Cu dans 

le foie de perche et du Cd dans Noemacheilus barbatulus est inversement 

proportionnelle au poids du poisson (COLLVIN, 1984 ; DOUBEN, 1989a, 

198913) . Par contre, HOGSTRAND et al. (1991) trouvent une correlation 

positive entre le poids de la perche et les teneurs en Cu. 

Chez l'anguille, les teneurs en Pb du foie sont correlees à la 

longueur de l'individu mais non celles du muscle (BARAK et MASON, 1990). 

Selon BADSHA et GOLSPINK (19881, le Pb s'accumule dans le foie des 

gardons femelles avec l'âge des individus. Le facteur de concentration 

de ce metal est plus 6lev6 dans le mucle que dans le poisson entier. 

Nos donnees ainsi que celles de la litterature montrent donc que la 

correlation entre l'âge et les teneurs m6talliques varie en fonction de 

l'organe, du metal, de l'espèce et/ou des sites de prelèvements 6tudi6s. 

Aucune rdgle generale ne permet donc d1appr6hender l'influence de ce 

paramdtre de façon pr6cise. 

Influence des facteurs "sexe" et "~eriode des ~r6lèvements" sur les 

teneurs m6talliaues des oraanes 

Le facteur sexe n'influe pas de façon significative sur les 

concentrations metalliques des muscles et branchies des trois espèces 

Citudiees, ni sur celles des branchies de flets et des muscles de mulet 

(mullus barbatus) (DELVAL, 1985 ; MIRAMAND et al., 1991). 

Ce facteur favorise, par contre, l'augmentation des teneurs 

hépatiques en Fe, Zn et Mn chez les poissons femelles, notamment chez la 

morue. Ces r6sultats sont explicites par le fait que les m6tabolismes des 

mâles et des femelles diffèrent; ces faits ont d6jà 6th observés chez 

d'autres espèces de poissons tels que le flet (DELVAL, 1984) et le flet 

americain (Pseudopleuronectes mericanus) (FLETCHER, 197 8) . 
Au niveau du foie, les teneurs en Cu augmentent chez les trois 

espèces en automne ainsi que celles du Zn chez la limande-sole et la 

morue. parallèlement, on observe une diminution des teneurs en Fe et Mn 

chez les deux espèces de poissons plats. Ces variations de teneurs 

m6talLiques n'ont pas Bte observees dans les branchies (excepte 

l'augmentation des teneurs en Cu et Zn dans les branchies de limande- 



soles); elles ne sont donc pas liées h des modifications de la 

composition métallique des milieux environnants mais seraient plutôt 

attribuables des variations au niveau des processus métaboliques. 

En effet, le cycle de reproduction influence les teneurs 

métalliques hépatiques. 

Bien que les rapports gonadosomatiques n' aient pas été calculés 

lors de nos prélevements, les individus prélevés en automne (Octobre- 

Novembre) étaient visiblement en début de période de maturation des 

gonades. Les données concernant la biologie de la limande signalent, 

qu'effectivement, la période de vitellogénese s'étale entre Octobre et 

Mars et que la ponte a lieu de Mars h Avril en Mer du Nord (TASSEL, 

1985). 

Chez le mulet (Mullus barbatus) , il existe une augmentation 

significative des concentrations de Cu et Zn dans les foies des femelles, 

durant le cycle de reproduction. Des transferts de métaux qui ont un 

rôle métabolique dans le développement embryogénique surviennent au 

niveau du foie; ces changements interviennent avant et pendant la période 

de reproduction, entre la mise en réserve dans le foie et le 

dbveloppement des gonades. Chez les mâles, les variations des teneurs 

métalliques pendant le cycle de reproduction existent également mais sont 

moins marquees (MIRAMAND et al., 1991). Chez le flet femelle, les teneurs 

hepatiques en Zn et Mn sont plus Blevées en Novembre qu'en Avril, 

l'automne correspond chez cette esphce, prélevée en Mer du Nord, au début 

du développement des gonades (DELVAL, 1984). Chez l'anguille et le 

gardon, l'influence saisonniere est surtout détectée au niveau des 

teneurs métalliques hepatiques (BARAK et MASON, 1990). Chez la blennie 

(Blennius pholis), les teneurs en Cu des foies varient chez la femelle 

pendant le cycle de reproduction mais les teneurs maximales sont 

mesurées, non pas pendant la p6riode de vitellogén&se mais pendant la 

période de ponte (SHACKLEY et al., 1981). 

On constate donc, d'apres la littérature, que les modifications des 

teneurs métalliques hépatiques varient selon les espèces et la nature du 

métal. Toutefois, l'ensemble de ces variations est relié au cycle 

saisonnier de reproduction. Dans notre étude, la limande est la seule 

espece dont l'échantillonnage est constitué exclusivement de femelles. 

C'est également la seule espèce pour laquelle les teneurs en Cu sont 

significativement plus élevées en automne qu'en hiver et inversement pour 

le Zn, le Fe et le Mn. Le métabolisme de cette espèce serait à comparer 



celui du flet américain pour lequel on observe parallèlement une 

diminution des teneurs hépatiques en Zn et une augmentation dans les 

gonades (FLETCHER, 1978). La diminution des teneurs en Fe et Mn durant le 

cycle de reproduction, serait caractéristique des poissons plats car elle 

n'est pas observée chez la morue. 

Nous avons montré que les variations des teneurs hepatiques ne sont 

pas liées à celles des branchies. 

Chez les trois espèces, les variations des teneurs hepatiques ne 

sont généralement pas associ6es à des modifications de concentrations 

des mêmes éléments métalliques dans les muscles. Les teneurs métalliques 

des muscles varient donc indépendamment du cycle de reproduction. Ces 

données sont con£ irmées par les résultats de MIRAMAND et al. (1991) , 

concernant le mulet. 

Seule l'espèce "limande-sole" pr6sente des teneurs métalliques qui 

évoluent de façon parallèle, au cours du temps, dans les muscles et les 

branchies. Il est difficile de discerner si le paramètre "saison" agit 

réellement sur les teneurs métalliques des muscles de poissons car le 

facteur "âge" intervient également. Les teneurs les plus importantes ne 

sont pas toujours détectées A la même époque chez les différentes espèces 

mais correspondent systématiquement l'échantillonnage dont la moyenne 

d' âge est la plus faible. Ceci nous permet d'avancer l'hypothèse que le 

paramètre le plus influant est probablement le facteur "âge1'. BARAK et 

MASON (1990) observent dans le muscle d'anguille et de gardon des 

différences de concentrations métalliques selon l'époque de prelèvement 

mais suggèrent que la cause de ces variations r6side essentiellement dans 

le fait que la taille moyenne des poissons capturés varie. 

Les concentrations métalliques des branchies de limandes évoluent 

trds peu au cours du temps ce qui refldte une relative stabilité de la 

composition du milieu environnant. 

On peut ajouter que ces teneurs evoluent de façon plus similaire 

chez les deux espèces de pleuronectidés que chez Pa morue. La composition 

du milieu environnant des deux espèces de poissons plats doit donc 

fluctuer de manière comparable, ce qui s'explique par le fait qu'il 

s'agit d'un environnement benthique tandis que la morue est plus 

certainement soumise aux variations de la composition de la masse d'eau., 

d'autant plus que cette espèce présente un comportement migratoire ou 

tout au moins d'erratisme nutritionnel. 



Influence du facteur "site de ~rélèvements" 

Lorsque les poissons sont pr6leves sur deux sites differemment 

contamines, les teneurs métalliques des foies sont superieures chez les 

individus provenant du site le plus pollu6. Ces differences sont 

strictement liées au facteur "site de pr6ldvement" chez la limande et la 

morue; chez la limande-sole, elles doivent être influencees 

secondairement par le facteur "âge". Ces donnees sont corroborées par les 

résultats de DELVAL (1984) qui observe de plus fortes concentrations 

hepatiques chez les flets préleves à Dunkerque que chez ceux capturés au 

sud de Boulogne. 

Au niveau des branchies, les teneurs varient peu dans les deux 

échantillonnages de limandes prélevées à la côte de Calais et de 

Boulogne. Pourtant, chez le flet preleve au sud de Boulogne et à 

Dunkerque, les teneurs en Cu et Mn des branchies sont plus Blevees chez 

les individus provenant du site le plus contamine (Dunkerque) (DELVAL, 

1984). 

Chez la limande-sole prélevée sur les sites du large, les teneurs les 

plus Blevees sont detectees chez les poissons captures à Calais. D'aprds 

ces résultats, le site du large de Calais serait plus pollue que le site 

de Boulogne alors que les degrés de contamination des deux sites de la 

côte seraient davantage comparables. Effectivement, l'analyse des teneurs 

metalliques du sédiment total confirme ces observations. Seul le Mn tend 

à être plus abondant dans les branchies des limande-soles provenant de 

Boulogne, site relativement plus contaminé au niveau du sédiment total 

par le Mn que par les metaux Zn, Pb et Cd comparativement au site du 

large de Calais. 

Les branchies des morues prélevées au large et à la côte de Calais se 

distinguent respectivement par des teneurs élevBes en Mn et en Fe. Le Mn 

est effectivement plus abondant dans les sediments du large que ceux de 

la côte. 

Les modifications du degré de pollution des milieux environnants 

sont donc globalement reflétées par les teneurs metalliques des branchies 

et des foies. Au niveau de ce dernier organe, les variations de 

concentrations seraient amplifiées par rapport à celles du milieu 

environnant. Au vu de nos resultats, nous ne sommes pas en mesure 

d'etablir une relation entre les teneurs des organes de poissons et la 

disponibilité des métaux dans l'environnement, evaluee par la quantite de 



metal liee à la fraction fine. En effet, les teneurs métalliques des 

poissons sont davantage fonction de la charge en metaux du sédiment total 

que de celle de la fraction fine. 

Dans les muscles de limande-soles, ce sont chez les individus 

provenant de Boulogne que l'on détecte les teneurs les plus élevées 

notamment en Mn. Ce ph6nomdne n'est explicité ni par l'influence du 

facteur "Zigeu, ni par le facteur "site de preldvement" puisque Calais est 

plus pollue que Boulogne. Quant aux muscles de limandes, ils sont 

davantage charges en Cu et en Fe chez les individus captures 

respectivement Calais et Boulogne. Les métaux sont globalement plus 

abondants dans les muscles de morues prélevees au large de Calais. 

Seules les teneurs metalliques des muscles de morues sont liees à celles 

de l'environnement. Cet organe ne refldte donc pas systématiquement le 

degr6 de contamination du milieu. Pourtant, MIRAMAND et al. (1991) 

proposaient d'utiliser le muscle pour estimer le degr6 de contamination 

du milieu environnant. Il faut noter que cette suggestion etait basée sur 

le fait que les teneurs de cet organe ne varient pas en fonction du cycle 

de reproduction du poisson, ce que nous avons également démontré. D'aprds 

nos résultats, on peut ajouter que cette condition est insuffisante 

puisque le rôle premier d'un indicateur de pollution est de permettre de 

détecter une variation dans le degr6 de contamination du milieu 

environnant, ce qui n'est pas les cas des teneurs métalliques des muscles 

de limandes et limande-soles. Cependant, des résultats récents semblent 

montrer que le muscle de flet est un bon indicateur de la contamination 

du milieu, alors que chez d'autres espdces les conclusions sont moins 

Bvidentes (COSSA et al., 1989 cite par COSSA et al., 1990) . L'espdce 
"flet" est probablement plus appropriée pour ce type d'études car elle 

pr6sente un caractere de sedentarité marqué. 

Compte tenu des résultats obtenus chez les trois espdces pr6levées 

chacune sur deux sites différemment contamines, le foie apparait comme 

l'organe le plus susceptible d'être indicateur du degr4 de contamination 

du milieu. D'ailleurs, dans la littérature, les etudes concernant les 

niveaux de pollution auxquels sont soumis les poissons sont trds souvent 

ax6es sur les teneurs métalliques des foie. En effet, chez une espece 

tropicale (Haemulon sciurus), et chez la perche prélevées sur des sites 

différemment contamines, les teneurs en Cu et Zn hepatiques sont plus 

importantes chez les individus les plus exposes et refldtent, chez la 

perche, les concentrations de ces métaux dans l'eau (HOGSTRAND et HAUX, 



1990; HOGSTRAND et al., 1992). Chez la truite prélevée en milieu naturel 

dans des sites contaminés par un mélange de Zn-Cu-Cd, les foies ont 

tendance à contenir davantage de Cu et Cd mais des teneurs en Zn 

équivalentes lorsque les poissons sont prélevés sur le site le plus 

contaminé. Cependant, la variabilité des résultats est telle que la 

mesure des teneurs métalliques est, d'aprhs les auteurs, un paramhtre de 

mauvaise qualité pour estimer le degré de contamination d'un milieu (ROCH 

et al., 1982) . 

La détermination des teneurs métalliques dans les tissus est 

intéressante car elle permet, d'une certaine manière, d'estimer la charge 

métallique biodisponible et donc potentiellement toxique. Toutefois, ces 

données ne permettent pas de détecter si l'organisme est réellement 

affecté par le polluant. Aussi, il apparaît que l'utilisation d'une 

méthode biochimique pour évaluer l'impact des métaux lourds sur le 

biotope pourrait permettre d'interpréter ces effets en terme de santé des 

individus. Dans le chapître 1, les divers indicateurs biochimiques 

envisageables ont été présentés. Il a été montré que les 

métallothionéines semblent: être les plus adaptées. Leur rôle dans la 

détoxication chez des poissons prélevés en milieu naturel est donc 

intéressant à étudier, ce qui va faire l'objet des chapîtres suivants. 
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Figure 43 : Profils d86lution de chromatographies de filtration sur 
gel Sephadex G75 de surnageants hepatiques de morue et 
limande pr6lev6es en milieu naturel. 
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CHAPITRE I V  : CARACTERISATION DES METALLOPROTEINES HEPATIQUES DE POISSONS 

L'existence des métallothionéines (MT), métalloprotéine de poids 

moléculaire de 10 kDa environ, est liée à la présence d'éléments 

métalliques. Diverses recherches ont eu pour but de caractériser ces 

protéines chez des organismes variés, suite des intoxications en 

1aboratoire.S.i les Qtudes mettant en oeuvre des intoxications en 

laboratoire par voie artificielle (injection de sels métalliques) sont 

nombreuses, elles ne peuvent en aucun cas être considérées comme une 

simulation des phénomènes intervenant en milieu naturel. D'autres données 

concernent les métalloprotéines synthétisées par des poissons intoxiqués 

par voie naturelle (eau ou nourriture) mais relativement peu de 

recherches ont été axées sur l'animal prélevé dans son milieu. Cette 

étude a été entreprise afin de décrire les métalloprotéines hépatiques de 

10 kDa environ des limandes, limande-soles et morues prélevées en milieu 

naturel et de les comparer avec celles des poissons contaminés en 

laboratoire par injections intrapéritonéales de Cd. Signalons que tout au 

long de cette étude, nous avons employé le terme "métalloprotéine" pour 

identifier ces protéines de poids moléculaire égal 10 kDa environ liant 

les métaux, même lorsqu'elles présentaient diverses caractéristiques des 

métallothionéines (MT). En effet, nous sommes partis du principe que 

seules les analyses d'acides aminés prouvaient réellement l'existence des 

MT et ces analyses n'ont présenté un réel intérêt qu'après les derniAres 

étapes de caractérisation. 

1. Résultats 

1.1. Caractéristiaues des protéines isolées Dar chromatoaraphie 

de filtration sur uel Sephadex G75 

Les surnageants hépatiques de poissons ont, dans un premier temps, 

été chromatographi6s par filtration sur gel Sephadex G 7 5 .  Les 

concentrations métalliques (Cu, Zn ou Cd selon la nature de l'échantillon 

analysé), dosées dans les fractions éluées, sont représentées sur les 

profils d'élution. L'absorbance à 2 5 4  nm figure également sur ces 

profils. Cette mesure d'absorbance n'est exploitée qu'en tant que 

paramètre qualitatif car elle a été enregistrée afin de localiser les 

pics correspondant aux protéines de différentes gammes de 
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Figure 44 : Profils d'blution de chromatographies de filtration sur 
gel Sephadex G75 d'un surnageant hépatique de limande- 
sole prelevée en milieu naturel "témoin" et sature 
par du Cd. 

Pic2 : Cu - 12,6 pg!g foie soit - 0,2 atome Pic2 : Cu - 11.2 pg//g foie soit - 0,18 atome 
(~érn.) Zn - 12.2 pg/g foie soit - 0.19 atome (+Cd) Cd - 22,5 pg/g soit - 0.2 atome 

R (sommet pic2) = 1,57 Zn non détectable 
R (sommet pic2) = 2,27 



poids moléculaire (PM). Les profils obtenus présentent tous trois pics 

d'absorption à 254 nm. D'aprds la chromatographie réalisée avec des 

échantillons standards : 

- le premier pic (picl) correspond au volume d161ution des 

molécules dont le PM est supérieur à 60 kDa; les fractions contiennent 

des macromolécules, des métalloenzymes . . .  
- le deuxidme pic contient des protBines dont le PM est compris 

entre 8 et 12 kDa environ (défini sous le terme PM moyen). L'ensemble 

des fractions constituant ce pic, nommé pic2, contient les 

métalloprotéines qui nous intéressent. 

- le troisidme pic correspond aux protéines dont le PM est 

inférieur h 5 kDa. Il est compos6 d'un mélange de polypeptides, de 

molécules biologiques de petite taille telles que le glutathion, etc . . .  

1.1.1.Echantillons orovenant de o ois sons  rél levés en milieu 

naturel 

Les figures 43 et 44a représentent les profils d'élution de 

chromatographie de filtration sur gel de surnageants hdpatiques provenant 

de limande, limande-sole et morue prélevées en milieu naturel (poissons 

"naturels"). On note qu'au niveau du picl, le Zn est abondant alors que 

le Cu l'est beaucoup moins. Au niveau du pic2, ces 2 metaux sont présents 

en proportions variables, parfois non détectables. Au niveau du pic3, les 

concentrations métalliques sont, la plupart du temps, inférieures au 

seuil de détection, c'est pourquoi ce pic n'a pas Bté repr6senté sur les 

profils figurant dans ce chapitre (voir V). 

La variabilité des teneurs métalliques liées aux pics 1 et 2 chez 

différents individus de la même espdce est importante. Ces rBsultats sont 

présent6s dans le chapître VI. 

La composition en acides aminés de diverses fractions contenant des 

protéines de PM moyen Bluées au niveau du pic2 ont été détermindes 

(tableau 24) . Ces fractions contiennent peu de cystéine (maximum 7.5%) , 
et les pourcentages de cystéine ont tendance à être plus importants dans 

les fractions correspondant au sommet du pic2. Certaines fractions ne 

contiennent pas de cystéine ou en quantité non détectable. D'autre part, 

tous les échantillons analysés possddent des proportions importantes 

d'acides glutamique et aspartique (16 à 25% environ). 
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Figure 45 : Mesure de l'absorbance au spectrophotomètre de 200 .A 300 
nm d'une fraction contenant des proteines de PM moyen, 
d'un surnageant hepatique de poisson prélev6 en milieu 
naturel. 
(-: fraction pure ;----: fraction saturée par du Cd ; 
. . . . . . . . . : fraction acidifié) . 

Tableau 24 : Composition en acides aminés de fraction constituant les pics 2 des 
profils d'élution de chromatographies de filtration sur gel Sephadex 
G75 de surnageants de foies (exprimée en % )  . 

a : Fraction correspondant au sommet du pic 2 visualisé sur le profil d'élution 
* : Determiné sous forme de cystéine reduite 

Cys* 

Val 
Me1 
Ile 
Leu 
Tyr 
Phe 
His 
Lys 
ATg 
Trp 

0 , 7  

7 , 6  
1 , 8  
4 , 4  
7 , 3  
2 , O  
3 , 5  
1 , 7  

l 0 , l  
3 , 7  
n d  

0 , 3  

7 , 4  
1 , 6  
4 . 4  
7 . 0  
2 , l  
2 , 9  
1 , 3  
8 , 8  
3 , 3  
nd 

O 

7 , 5  
0 , l  
6 , 9  
7 , 3  
0 , l  
3 , s  
1 , l  

1 5 , 6  
3,O 
nd  

O 

8 . 6  
O 

5 , 9  
8 , 2  

O 
1 , 3  

1 4 , 7  
3 , 4  

O 
nd 

2 . 1  

6 , s  
3 . 5  
6 , 5  
6 , 2  
1 , 6  
4 , l  
1 , l  

1 2 , 2  
2 , 6  
nd 

3 , 9  

6 , 2  
3,O 
3 , 6  
5 , 9  
1 , 5  
3 , 6  
1 , l  

1 1 , 9  
2 , 6  
nd 

7 , 5  

5 , 6  
1 , l  
3 , 9  
5 , 3  
1 , 3  
2 , 6  
1 , 2  
9 , 6  
3 , 2  
nd 

0 , 2  

8 , 9  
2 , 2  
3 , 6  
4 , 7  
1 , 3  
4 , 7  
0 , 6  

1 9 , l  
2 , 8  
nd 

0 , 4  

8 , 4  
2 , 5  
3 , 7  
5 . 0  
1 1 4  
4 , 6  
0 , 7  

1 8 , 2  
2 , 9  
nd  



Les MT possddent des propriétes d'absorbance caracteristiques; 

l'absorbance de la Cd-thionbine est importante à 254 nm (dûe h la liaison 

Cd- SH) , faible h 280 nrn (dûe ?a l'absence d'acides aminés aromatiques) et 

la liaison métal-thiondine est réversible (KAGI et NORBERG, 1979). 

L'absorbance de 200 21 300 nrn des fractions éluées au niveau des pics 2 

ont été mesurées au spectrophotomètre ; elles ont été de nouveau 

mesurées après ajout de Cd en milieu neutre puis aprhs ajout d'acide (pH 

= 2 environ). On observe, pour lt6chantillon presenté sur la figure 45, 

une augmentation de l'absorbance h 254 nm aprds l'ajout de Cd et une 

diminution suite à 1' acidification par rapport à l'absorbance initiale, 

ce qui doit donc refléter la présence de MT. 

Les poissons prelevés en milieu naturel ne présentent pas de 

contamination sp6cifique au Cd et la presence de MT peut être détectée en 

exploitant la capacité des MT à lier les metaux de façon reversible. Le 

Cd etant plus fortement lie aux MT que le Zn peut le déplacer , non 

seulement "in vivo", mais également "in vitro" (WINGE et MIKLOSSY, 1982) 

d'où une augmentation de l'absorbance à 254 nm. 

On note que le Zn pr6sent1 à l'origine au niveau du pic2 (f ig. 

44a), disparaît pour être remplace par du Cd quand il y a eu ajout de ce 

metal dans le surnageant (fig 44b). Le Cu est peu affecté par le 

traitement. La relation stœchiom6trique, lors de l'échange du Zn par le 

Cd est de 1/1 (SUZUKI et al., 1977), ce qui est vérifié pour l'exemple 

presente puisque les quantités de Cd et de Zn bluées au niveau du pic2 

sont équivalentes à 0.2 atome environ. 

Les rapports d' absorbance ( R )  (abs .254 nm/abs .280 nm) sont 

caract6ristiques des MT car lies à la presence de la liaison Cd-mercaptan 

(abs. 254 nm) et h l'absence d'acides aminés aromatiques (abs. 280 nm) . La 
saturation du surnageant par le Cd provoque une augmentation de 

l'absorbance à 254 nm et des rapports RI des proteines contenues dans 

les fractions du pic2 (figure 44) . 

1.1.2. Echantillons provenant de   ois sons contaminés en 

laboratoire 

Afin de pouvoir disposer d'une MT de reférence lors de la 

separation des MT h6patiques de poissons pr6lev6s en milieu naturel, des 
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Figure 46 .: Profils d'élution de chromatographies de filtration sur 
gel Sephadex G75 de surnageants h6patiques de limandes 
(a et b) et de limande-sole (c) contamin6es en 
laboratoire. 



limandes et limande-soles ont été contaminées en laboratoire par 

injections intrapéritonéales de Cd (poissons "contaminés"). 

Les profils d'élution présentés sur la figure 46 montrent que pour 

les échantillons provenant des deux espdces, le Cd est élu6 au niveau des 

pics 1 et 2 ; le Zn est toujours abondant au niveau du pic1 ; peu de Cu 

et de Zn sont dosés dans les fractions du pic2. 

Les concentrations élevées de Cd dans les fractions du pic2 sont 

associées à une absorbance a 254 nm importante. Les fractions du sommet 
du pic2, contenant les quantités maximales de Cd, pr6sentent des rapports 

d'absorbance R supérieurs à ceux des fractions de début ou de fin de pic 

(tableau 25). 

Sur les trois prof ils de la figure 46, l'échantillon de limande- 

sole (profil c) présente les teneurs en Cd les moins élevées au niveau 

des fractions du pic2 ainsi qu'une augmentation du rapport R moins 

marquée que pour les deux autres échantillons, 

Pour les échantillons de limandes, les teneurs en SH ont été 

mesurées dans les fractions correspondant aux pics 2 et 3. Au niveau du 

pic2, les teneurs en SH les plus importantes sont bien associées aux 

teneurs en Cd les plus élevées, ce qui démontre l'existence de 

métallothionéines. Les teneurs en Cu, Zn , Cd et SH dosées dans les 

fractions éluées au niveau du pic2 apparaissent dans le tableau 26 ; les 

contenus en MT ont été déduits d'une part à l'aide des rapports métal/MT 

(Cu = 12 atomes/mole de MT ; Cd et Zn = 7 atomes/mole de MT) et d'autre 

part à l'aide du contenu en cystéine des MT (20 moles de SH/mole de MT). 

On remarque que les teneurs en MT estimées par ces deux méthodes sont du 

même ordre de grandeur (300 et 324 pg MT/g foie pour des valeurs déduites 

des teneurs métalliques contre respectivement 289 et 355 pg MT/g foie 

pour des valeurs déduites des teneurs en SH). La comparaison des teneurs 

en MT estimées par ces deux méthodes a Bté réalisée sur un nombre 

d'échantillons trop restreint pour définir si les résultats obtenus sont 

corrélés de façon significative. 

Les fractions éluées au début du pic3 présentent également des 

teneurs élevées en SH qui ne sont pas associées 2i du métal. Ce volume 

d'élution correspondant a celui du glutathion, les résidus SH détectés 

doivent probablement être liés à la présence de ce peptide. 



Tableau 25 : Rapports d'absorbance (abs.254 nm/abs. 280 nm) des fractions éluées 
au niveau du pic2 par filtration sur gel Sephadex G75 des surnageant 
hépatiques de limandes (a et b) et limande-sole (c) contaminées en 
laboratoire 
(profils d'élutions présentés sur la figure 46) 

Fraction éluées en début (l), au sommet (2) et en fin (3) de pic2 

Tableau 26 : Teneurs en MT hépatiques de surnageants de limandes contaminées 
en laboratoire, estimées par les teneurs en metal et en SH des 
fractions éluées au niveau des pics 2 par filtration sur gel 
Sephadex G75.  
(MT et métal en pg/g foie frais, SH en moles/g foie frais) 
(échantillons correspondant aux profils a et b de la figure 46) 
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Figure 47 : Profils d161ution de chromatographies par HPLC sur colonne 
DEAE de MT commerciale de foie de lapin compos6e de 2 
isoformes (environ 55 pg - et 27,5 pg ---- de prot6ines 
analys6es) . 



2.1. Caracteristiaues des ~rot6ines isolees Dar chromatoara~hies 

HPLC 

Les proteines de PM de 10 kDa environ (fractions G75) ont 6t6 

chromatographi6es par HPLC. Les pics obtenus par chromatographie HPLC 

sont visualis6s par leur absorbance à 220 nm qui est li6e à la quantite 

de proteines totales. En effet, pour la MT commerciale de foie de lapin 

analys6e par chromatographie sur colonne DEAE, les surfaces des pics 

correspondant aux deux isoformes sont multipliées approximativement par 

un facteur 2 lorsque la quantite dépos6e est doubl6e (figure 47). 

La relation absorbance à 220 nm/contenu en MT diffdre lorsque 

lr8chantillon est analys6 en milieu neutre ou en milieu acide (figure 

45); cette observation est confirmée par les donnees de KAY et al. en 

1986. 

Dans ce chapître, les quantites de protéines BluBes au niveau des 

diff6rents pics seront 6valu6es par comparaison des surfaces de pics 

d'abçorbance à 220 nm. Cette estimation n'est r6alis6e que dans le but de 

comparer dif f 6rents pics d'un même type de chromatogrme ; les valeurs 

cit6es n'ont donc qu'un int6rêt relatif. 

2.1.1. Echantillons analvses sur colonne DEAE 

- Proteines hepatiques de limandes 

- Les profils df61ution obtenus par chromatographies sur colonne 

DEAE~d'Bchantillons de limandes "contamin6es" montrent plusieurs pics 

auxquels sont associees des teneurs en Cd et une absorbance à 254 nm 

Bbevees. Ces pics sont au nombre de 3, localis6s après 9,5 à 10, 10,5 et 

12,s minutes de retention et d6nomrnés A, B et C (figure 48a). Pour 

certains 6chantillons, le pic B peut parfois être presque inexistant ; le 

pic A devient alors plus important. Le maximum d'absorbance à 254 nm et 

les quantites de Cd 6lu6es les plus importantes se situent generalement 

au niveau du pic C. 

- Pour les Qchantillons de limandes " naturelles", le Cu et le Zn 

sont Blues simultanément au niveau des pics localis6s aux temps 9,5 à 10 

et 12,s minutes de retention (figure 48b), c'est-à-dire au niveau des 

pics notes A et C pr6c6demment. Par contre, l'absorbante à 254 nm 

enregistrbe au niveau de ces pics est nettement plus faible que lorsqu'il 

s'agit d'6chantillons de poissons contamin6s en laboratoire . Cette 
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Figure 48 : Profils d'blution de chromatographies par HPLC sur 
colonne DEAE des prot6ines de PM moyen de surnageants 
h6patiques de limande contaminee en laboratoire (a) et 
prelevee en milieu naturel (b) . 
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Figure 49 :Profil d'6lution de chromatographie par HPLC sur colonne 
DEAE des proteines de PM moyen d'un surnageant h6patique 
satur6 par du Cd provenant d'une limande pr6lev6e en milieu 
naturel. 
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Figure 50 :Profils d'elution de chromatographies par HPLC sur colonne- 
DEAE des proteines de PM moyen de surnageants hepatiques 
de limande-soles contaminee en laboratoire (a) et prelevee 
en milieu naturel (b) . 



observation est explicitee par le fait que ce sont essentiellement les 

metaux Cu et Zn qui sont pr6sents. 

On a constat6 que les profils d'elution obtenus A partir 

d16chantillons de poissons jeunes ou plus âgés (1 an ou 3 ans) sont 

comparables. 

D'autre part, lorsqu'il y a eu ajout de Cd dans les surnageants de 

limandes avant chromatographie, l'importance du pic A diminue fortement, 

celle du pic C a Bgalement tendance à diminuer, tandis que le pic note B 

apparaît et devient soit le pic majeur (figure 491, soit d'importance 

Bquivalente au pic C. Trois pics d'importances in6gales sont donc separes 

et leurs temps de r6tention sont comparables ceux des Bchantillons de 

poissons contamin6s en laboratoire. La saturation du surnageant par le Cd 

provoquerait une redistribution du metal 6lu6 à l'origine au niveau du 

pic A essentiellement et du pic C vers le pic B. La charge ionique d'une 

ou de plusieurs proteines contenues dans les fractions BluBes en position 

A et C serait modif i6e et ferait apparaître un pic 6luB en position B 

chez les poissons pr6lev6s en milieu naturel. 

D'aprds ces observations, on peut 6mettre l'hypothèse que les 

échantillons de limandes "contarnin4es" possèdent, non pas trois isoformes 

de m6talloprot6ine comme le laissent supposer les profils 

chromatographiques obtenus sur DEAE, mais seulement deux, le troisième 

pic ne reprbsentant qu' une combinaison de (s) metalloprot6ine (s) 

initiale(s.1 du fait de la présence du Cd, d'où une charge ionique 

intermediaire. Le fait que l'importance du pic B soit li6e A celle du pic 

A pourrait 6galement s'expliciter par un probldme d'oxydation des 

proteines. 

Que les echantillons proviennent de surnageants de limandes 

"naturelles" qui ont ét6 satur6s par le Cd ou de limandes "contamin6es", 

les teneurs maximales de Cd apparaissent aux mêmes temps d'élution. Les 

similitudes entre les protéines complexant les metaux chez ces poissons 

sont donc importantes. Le type de contamination ("naturelle" ou 

artificielle) n'interviendrait donc pas sur la nature des 

m6talloprot6ines. Par contre, selon le metal consid6r6, la charge ionique 

des prot6ines pourrait être modifiee. 

- Proteines hepatiques de limande-soles. 

- Les echantillons de limande-soles "contamin6es", analys6s sur 
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Figure 51 : Profil d'6lution de chromatographie par HPLC sur colonne 
DEAE des proteines de PM moyen d'un surnageant h6patique 
de limande-sole (pr6lev6e en milieu naturel) ayant 6t6 
sature par du Cd. 
(Contenu en Cd, Cu et protéines de l'échantillon analysé - 11,4 pg ; 
1.4 ug et 590 pg. Cd et Cu quantifiés aprés l'étape DEAE - 9.0 ug e t  
1,07 pg soit 79% et 76,4%) . 
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Figure 52 : Profils d161ution obtenus par chromatographies HPLC sur 
colonne DEAE des prot6ines de PM moyen de surnageants 
h6patiques de limande-sole 
(surnageant "témoin" --- - - ; surnageant + Cd + &-mercaptoéthanol-) 



colonne DEAE, pr6sentent deux pics majeurs au niveau desquels les metaux 

apparaissent et l'absorbance à 254 nrn est importante. Ces pics ont des 

temps de retention respectifs de 12,5 à 13 minutes et 15,5 à 16 minutes 

et sont notes C et D (figure 50a) . 
- Les profils chromatographiques obtenus avec les echantillons de 

limande-soles "naturelles" (figure 50b) sont comparables à ceux des 

poissons "contamin6s" puisque le Cu et le Zn sont doses egalement au 

niveau des pics C et D. 

L'oxydation des protéines est un problème susceptible d'intervenir 

lors des etapes de chromatographie; il se traduirait par la formation de 

ponts disulfures et par la modification de la position des pics sur les 

profils d'elution en DEAEN. Par ajout de 0-mercapto6thanol 5 mM dans le 

surnageant et dans les tampons utilisés pour les chromatographies 

(filtration sur gel et DEAE) , nous avons verif ié que les MP 6lu6es en 

position C et D n'ont pas subi ce phenomène d'oxydation. Les MP de 

limande-soles existent donc sous deux formes distinctes qui 

correspondent réellement à deux isoformes puisque les résultats obtenus à 

partir d16chantillons analysés avec ou sans reducteur sont comparables. 

Ces deux isoformes presentent des caract6ristiques identiques (temps de 

rétention, capacite à lier les m6taux) quel que soit le type de 

contamination subie par le poisson. 

L'ajout de Cd dans ces mêmes surnageants de limande-soles 

"naturelles" entraîne l'apparition d'un pic intermediaire aux pics C et 

D (élue au temps 14 minutes et noté Cl), au niveau duquel la majorit6 du 

Cd est localisee (figure 51). Ces observations sont comparables aux 

r6sultats concernant les echantillons de limande. La substitution du Zn 

qui est associe aux m6talloprot~ines natives, par le Cd provoquerait une 

modification de la charge ionique d'une ou plusieurs de ces 

m6talloprot6ines et, par consequerit, modifierait le temps de rétention du 

compose resultant. Ces donnees sont confirmees par le fait que l'ajout de 

fi-mercaptoethanol 5 mM dans ce surnageant contenant du Cd et dans les 

tampons inhibe l'apparition du pic C' ; les temps de retention des 

metalloprot6ines sont alors comparables à ceux des proteines natives. Les 

profils d'élution de ces chromatographies sont pr6sent6es sur la figure 

52. 

D'autres echantillons avaient été chromatographies dans ces 
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Figure 53 : Profils d86lution de chromatographies HPLC sur colonne 
DEAE des proteines de PM moyen de surnageants h6patiques 
de limandes (------) et de limande-sole (- ) contamin6es 
en laboratoire. 
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Figure 54 : Profils d'6lution de chromatographies par HPLC sur colonne 
DEAE de fractions Qlubes, par filtration sur gel, au debut 
du pic contenant les proteines de PM moyen (echantillons 
provenant de limande (------1 et de limande - sole (- lpr61ev6es 
en milieu naturel) . 

Tableau 27 : Récapitulatif de la position des métalloprotéines éluées en DEAE après 
filtration sur gel Sephadex G75 pour différents types d'échantillons 
hépatiques de poissons 



conditions, mais peu de résultats sont exploitables car nous avons été 

confrontés des probldmes de redissolution des échantillons qui devaient 

être lyophilisés entre les deux étapes de chromatographie. 

D'autre part, on note sur la figure 51 qu'environ 78% des métaux 

contenus dans l'échantillon a analyser sont retrouvés aprds cette étape 
de chromatographie. Ces pertes doivent être liées au passage sur la 

colonne et au fait que les dosages de métaux n'ont et6 réalisés qu'au SAA 

en flamme, c'est-&-dire avec des seuils de détection relativement élevés. 

D'aprds nos résultats, les teneurs en MT d'un tissu, évalu6es par les 

concentrations de métal ou de résidus SH des fractions éluées par 

chromatographie (filtration sur gel, DEAE) sont donc sous-estimées. Cette 

méthode est pourtant utilisée par certains auteurs qui obtiennent de 

meilleurs résultats (WOFFORD et THOMAS, 1 9 8 4 ) .  

- Comparaison des protéines hépatiques de limandes et de limande- 

soles isolées par filtration sur gel et DEAE. 

Lorsque les poissons ont été contaminés en laboratoire, les profils 

d'élution obtenus aprds chromatographies de filtration sur gel et DEAE 

montrent que deux isoformes de métalloprot6ines sont présents chez ces 

deux espèces de poissons benthiques. Ils sont élués en position A ou B et 

C chez la limande et en position C et D chez la limande-sole (figure 53 

et tableau 2 7 ) .  L'isoforme C est donc commun aux deux espdces. 

Lorsque les poissons ont 6té prélevés en milieu naturel, l'isofonne 

C est toujours commun aux deux espdces (tableau 27)  . En effet, chez la 
limande, les métalloprotéines complexant le Zn et le Cu sont localisées 

en position A et C; chez la limande-sole, c'est en position C et D 

qu'elles sont éluées. 

Chez l'une ou l'autre espdce, l'ajout de Cd entraîne la 

substitution du Zn lie5 aux protéines par le Cd et modifie la charge 

ionique d'une ou plusieurs métalloprotéines natives faisant apparaître un 

pic supplémentaire sur les profils. 

- Chez la limande, le profil d'élution devient alors comparable A 

celui des échantillons de limandes contaminées en laboratoire ; c'est 

pourquoi, on émet l'hypothdse que chez la limande "contaminée", seuls 

deux isoformes existent élués en position A et C. 

- Chez la limande-sole, la présence de ce pic est inhibée par 

l'ajout d'un réducteur ; les temps d'élution des deux métalloprotéines 
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Figure 55 : Profil d'hlution de chromatographie par HPLC sur colonne 
DEAE des proteines de PM moyen d'un surnageant hhpatique 
de morue pr6lev6e en milieu naturel. 
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Figure 56 : Profil d161ution de chromatographie par HPLC sur colonne 
de phase inverse de MT commerciale de foie de lapin. 



sont alors identiques a ceux des échantillons contaminés par injection ou 
prélev6s en milieu naturel. 

On a constat6 que chez les deux espdces, la capacité des deux 

isoformes à lier le Zn est similaire. Ces résultats ont 6té obtenus en 

comparant les quantit6s de métaux dosés au niveau de chacun des pics 

d'abçorbance à 220 nm par rapport à la surface respective de ces pics. 

Les r6sultats concernant le Cu sont moins nets car les concentrations 

plus faibles ont 6th dosées de façon moins précise que le Zn au SAA 

f l m e .  

Le fait que la charge ionique des isoformes soit differente, ne 

modifie pas leur affinit6 pour les métaux et que les deux isoformes de 

métalloprot6ines ne se distinguent pas par une liaison préférentielle 

pour un m6tal en particulier. 

Si l'on utilise les rapports métal/MT et en admettant que les MP 

sont réellement des MT, la quantité de MT de 1'6chantillon de limande 

"naturelle" (figure 48b) est de 31 pg de MT alors que pour l'échantillon 

de limande "contaminée" (figure 48a), elle est de 99 pg de MT (pour une 

même quantite de proteine analysée). Ceci démontre que la synthèse de MT 

a bien 6té induite lors des contaminations artificielles. 

D'autres pics sont visibles sur les profils de chromatographie sur 

colonne DEAE ; les fractions les constituant ne présentent pas 

d'abçorbance à 254 nm et ne contiennent pas de métal. Ils apparaissent à 

des temps de rétention différents selon llesp&ce consider6e (15, 16 et 18 

minutes chez la limande et 11,5 à 12 minutes chez la limande-sole 

(figure 54)) . Ces pics sont plus importants lorsque les Bchantillons 
analysés proviennent des fractions G75 situees au début du pic 2 et non 

au sommet. Ces constituants ne sont pas élimin6s par le chauffage car les 

profils d161ution obtenus à partir dr6chantillons de r6férence (non 

chauffes) et chauffés de limande-soles "contaminées" sont identiques. 

Bien que la r6sistance à la chaleur soit une caracteristique des MT 

(CHERIAN et GOYER, 1978), d'autres composés seraient également 

persistants, ce qui est confirme par les observations de LEHMAN et 

KLAASSEN (1986) . 
- Protéines h6patiques de morue 

Les proteines de PM moyen de surnageant de morue "naturelle1' sont 

séparées en différents pics sur colonne DEAE (figure 55) (élues aprds 

7;11,5 et 15 minutes de retention). Cependant, parmi ces pics, les 
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Figure 57 : Profils d'blution de chromatographies par HPLC sur colonne 
de phase inverse des mbtalloprotbines de limande 
contaminbe en laboratoire et s6parbe sur colonne DEAE en 
position A , B  et C (a) et en position C (b) . 

Tableau 2 6  r Composition en ac ides  amin6s des  f r a c t i o n s  6 lu4es  sur colonne de phase inverse  provenant 
des  isoformee 1 et 2 .de m4talloprot6ines h4patiques a6par4es sur colonne DEAE. 
(exprim4e en O )  

t d4termin6 aous forme de cyate ine  redu i te  



m6talloprot6ines n'ont pû être reperees par le traceur "m6tal" car le 

contenu metallique des échantillons analyses etait toujours trop faible. 

2.1.2. Echantillons analvsés sur colonne en   hase inverse 

Les fractions constituant les pics visualis6s sur les profils 

d'Qlution obtenus par chromatographie sur colonne DEAE, ont et6 

chromatographiees sur colonne en phase inverse en milieu acide. Les 

concentrations metalliques n'ont pû alors être determin6es dans ces 

fractions. L'utilisation de l'Anticorps (Ac) anti-MT de perche ainsi que 

les dosages par polarographie h impulsions differentielles (DPP) et les 

analyses d'acides amines permettent de caractériser les proteines QluBes. 

Il faut prbciser que la reactivitb de l'Ac et la determination du contenu 

en cysteine par DPP sont exprimees en terme de "MT" bien que cette 

appellation soit employee de façon abusive. 

La MT commerciale de foie de lapin est separ60 en trois pics 

d6pourvus d'absorbance h 254 nm sur colonne en phase inverse lorsqu'elle 

est analyse0 dans les mêmes conditions que nos échantillons (figure 56) ; 

elle peut Bgalement être Bluee en cinq pics quand les conditions 

d'analyse sont modifiees (dur60 de la chromatographie). 

- Proteines hépatiques de limandes 
Les fractions Bluees au niveau des pics notes A, B et C en DEAE 

chez la limande contaminee par injection presentent des profils d'élution 

comparables en phase inverse (figure 57a). Deux pics majeurs sont Blués. 

Le premier denomm6 A' (61~6 aprds 25 minutes de retention) presente 

toujours une absorbance h 254 nm alors qu'au niveau du second pic (pic 

B' 61u6 aprds 26 h 27 minutes de retention), l'absorbance à 254 nm n'est 

plus detectable (figure 57b). On remarque que le pic A' a tendance à se 

subdiviser en 2 à 3 pics ; à ce stade de purification, diffbrentes 

proteines n'ont toujours pas et4 separees. Le pic B' est symétrique et 

semble n'être constitue que d'une seule proteine. 

La reactivite de l'Ac, la composition en acides amines et la 

quantification de la cysteine ont et6 determinees pour les fractions 

provenant de l'isoforme 2 (61~6 en position C sur le profil DEAE) separe 

en deux pics A' et B' sur colonne en phase inverse. 

La quantité de "MT" contenue dans les fractions du pic A', estim6e 
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Figure 58 : Profils d'6lution de chromatographie par HPLC sur colonne 
de phase inverse des metalloprot6ines de limande pr6lev6e 
en milieu naturel, separees sur colonne DEAE en position A (1) 
et c ( 2 ) .  
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Figure 59 : Profil d161ution de chromatographie par HPLC sur colonne 
de phase inverse de m6talloprot6ines de limande-sole 
contamine0 en laboratoire, s6par6es sur colonne DEAE en 
position D .  



par reactivite de l'Ac, est de 221 ng contre 556 ng dans le pic B'. 

Drapras les quantites de proteines Bvaluees par la mesure de 

l'absorbante, si l'Ac reagissait de façon similaire vis-à-vis des 

protéines des deux pics, 385 ng de "MT" devraient être detectées dans les 

protéines du pic A'. 

D'aprds les r6sultats d'analyses d'acides amines, le pic B '  possdde 

22,5% de cysteine alors que le pic A' n'en contient que 7,7% (tableau 

28). Aucun acide amine aromatique (Tyrosine, Phenylalanine) n'est 

detect6 dans ces Bchantillons. 

Le pic élue en position B' doit être exclusivement constitué de MT 

puisque pour 7,25 pg de proteines environ, environ 7,15 pg de "MT" sont 

dosees par DPP. Par contre, seulement 1'59 pg de "MT1' sont d6tect6es par 

RIA. Le dosage par immunologie sous- estime donc les quantités reelles de 

MT. Cette difference est due au fait, qu'en milieu acide, les MT devenues 

des apo-thion6ines1 d6pourvues de metal, perdent leurs propri6tés 

d' imunor6activit6 (voir chapitre V) . 
Les proteines 6luBes en position A et B sur les profils DEAE 

(isoforme 1) presentent aprt3s chromatographies sur colonne en phase 

inverse des profils d'elution identiques à celles de l'isoforme 2. La 

nature de ces prot6ines doît donc être comparable, bien que leurs charges 

ioniques soient différentes. 

Pour les Bchantillons provenant de limande "naturelle", les 

métalloprot6ines s6par6es sur colonne DEAE en position A et C, presentent 

des profils df61ution en phase inverse qui sont comparables entre eux et 

à ceux obtenus partir de limandes "contamin6es" (figure 58) : en 

position A', un.pic apparaît poss6dant une absorbance à 254 nm ; ce pic 

sym6trique semble être constitue d'une seule proteine. En position B', un 

pic apparaît dépourvu d'absorbance à 254 nm. 

L'importance respective de ces deux pics peut varier selon 

l'echantillon de poisson analyse. On a constate que ces variations ne 

sont pas liees à l'age du poisson. 

La metalloproteine Blue0 en position B sur colonne DEAE lorsque le 

surnageant a Bté sature par du Cd, se separe Bgalement en deux pics A' et 

B f ,  comparables à ceux des Bchantillons de r6férence (non satures par du 

Cd) . 
NOUS avons egalement vérifie avec plusieurs échantillons que le 

contenu en cystéine (déterminé par DPP) des fractions Bluees en A' et 8' 



est sup6rieur dans le pic B' alors que les teneurs en proteines sont 

superieures dans le pic A'. La proteine contenue dans le pic B' est donc 

plus riche en cysteine que celles du pic A'. 

En conclusion, on peut noter que chaque isoforme de m6talloprotéine 

(A ou B et C) sépare sur colonne DEAE, possédant donc une charge ionique 

differente, n'est pas constitue par une seule proteine mais par deux ou 

davantage, 6luées au niveau des pics A' et B' en phase inverse. Le temps 

de retention du pic B' est superieur à celui du pic A'. La proteine 

contenue dans les fractions du pic B' est donc plus hydrophobe que 

celle(s) du pic A'. Les donnees concernant les proprietés d'absorbance 

et d1immunor6activit6 ainsi que le contenu en cyst6ine (determiné par 

analyse d'acides amines ou par DPP) convergent toutes et prouvent que le 

pic B' est constitue de MT. Les caracteristiques chromatographiques des 

proteines Bluees au niveau des pics A' et B' sont les mêmes quel que 

soit 1' isoforme d'origine. 

- Proteines hepatiques de limande- soles 
Chez les limande-soles ("contamin6esM ou "naturelles"), les 

fractions constituant les deux isoformes de m6talloprot6ines, blues au 

niveau des pics C et D sur les profils chromatographiques en DEAE, 

pr6sentent des prof ils d'elution qui sont comparables aprds 

chromatographie sur colonne en phase inverse (figure 59). Chaque isoforme 

est sépare en deux pics majeurs qui sont denommés A' et B' car leur temps 

de retention sont similaires a ceux des echantillons de limandes. Les 

proprietes d'absorbance à 254 nm et la tendance a se subdiviser de ces 
pics A' et B' sont Bgalement comparables a ceux des Bchantillons de 
limandes. 

Les fractions du pic B' sont toujours plus riches en cysteine que 

celles du pic A '  (determin4es par DPP) . Les teneurs en cysteine de ces 
proteines varient entre 70 et 100 % d"'8quivalent MT" dans le pic B' 

contre une quantite non detectable à 40 % dans le pic A ' .  

La reactivite de l'Ac vis-h-vis des proteines du pic A' et B' d'une 

limande-sole "contamin6e" a et6 testee sur des fractions provenant du pic 

D separ6 sur colonne DEAE. Le pic A' de cet échantillon, se subdivisant 

nettement, le dosage RIA a et6 réalise sur la premidre et la seconde 

partie du pic indépendamment. Par rapport aux contenus de ces fractions 

en proteines, l'Ac reconnaît davantage les proteines du pic B' puis 



celles de la premidre partie du pic A', enfin celles de la seconde partie 

du pic A' (286 ng, 358 ng et 196 ng de "MT" estimees dans ces 3 

echantillons contenant respectivement environ 1,2 pg, 4,32 pg et 3,20 pg 

de proteines) . 
D'aprBs les analyses d'acides amines realisees sur ces mêmes 

Bchantillons (tableau 281, la cysteine represente 27% des acides amines 

dans l'echantillon du pic B r ,  25% dans la fraction de la premidre partie 

du pic A' et n'est pas detectable dans la seconde partie du pic A'. Dans 

tous les cas, les proteines ne contiennent pas d'acides aminés 

aromatiques. 

Les analyses d'acides amines de differents Bchantillons de 

proteines du pic A' ont donne des résultats variables quant a la teneur 
en cysteine (9.5% et 17%) . 

Comme chez la limande, chaque MP de limande-sole éluBe en 

position C ou D sur colonne DEAE est constitu6e par deux proteines ou 

davantage, separees au niveau des pics A '  et B' en phase inverse, qui 

presentent les mêmes caracteristiques quel que soit l'isoforme d'origine. 

Le pic B' est constitue par une MT contenant 27% de cysteine ; le pic A' 

est constitue de plusieurs proteines dont probablement une MT Btant 

donne les teneurs en cysteine relativement elevees. 

- Comparaison des proteines hepatiques de limandes et de limande- 

soles 

Les MP separees sur colonne DEAE chez les deux espdces presentent 

des profils d'blution qui sont comparables sur colonne en phase inverse ; 

plusieurs pics sont Blues en position A' et B'. Chacun des pics s6par6s 

sur colonne DEAE est donc constitue par plusieurs proteines dont les 

polarites sont diffbrentes. Chez les deux espdces, la proteine contenue 

dans le pic B r  est constituee par de la MT : en ef £et, en milieu acide, 

les metaux lies aux MT sont remis en solution et la Cd- thioneine devenue 

apo-thioneine n'absorbe plus A 254 nm comme la MT commerciale de foie de 

lapin. L'Ac réagit davantage vis-a-vis de cette proteine que vis-&-vis 

de celles contenues dans le pic A'. Le contenu en cysteine, determine par 

DPP, de cette fraction est souvent superieur c i  celui des fractions du pic 

A' . Enfin, les analyses d'acides amines ont permis de con£ irmer qu' il 
s'agissait bien de MT puisque chez la limande, cette protéine contient 

22% de cysteine et que chez la limande-sole, elle en contient 27%. Il est 



possible que l'une des proteines du pic A' soit Bgalement une MT ; la 

presence de proteines 'contaminantes" expliquerait les teneurs faibles ou 

variables des Bchantillons analyses, à moins qu'il ne s'agisse de 

proteines relativement chargees en cysteine. 

D'autre part, lorsque les fractions Bluees en DEAE qui ne 

presentent pas d'absorbance à 254 nm et ne contiennent pas de metal, sont 

analysees sur colonne en phase inverse, les pics apparaissent 

tardivement: le temps de retention de la proteine de limande apparaissant 

aprhs 15 minutes en DEAE est de 32 minutes sur phase inverse ; chez la 

limande-sole, la proteine 6luee aprhs 11,5 à 12 minutes en DEAE a un 

temps de retention de 37 minutes. La ou les protbine(s) constituant ces 

pics presentent une trhs faible rbactivite avec l'Ac (les 23 pg ou 5 pg 

de proteines de ces pics ne sont pas reconnues par l'anticorps). Ce 

resultat montre que l'Ac presente une specificite marque0 vis-&-vis des 

proteines complexant les metaux. 

2. Discussion 

- Dans les surnageants hbpatiques de limandes et limande-soles 

contaminees en laboratoire par injections intraperiton6ales de Cd, la 

majorite du Cd est dos60 au niveau des protéines de poids moléculaire 

(PM) egal à environ 10 kDa (pic2), ce qui correspond au PM des 

m6tallothion6ines (MT). Sirnultanement, on observe une absorbance à 254 

nm importante et un rapport abs.254 nm/abs.280 nm qui augmente quand 

les fractions contiennent davantage de metal, ce qui est dû aux liaisons 

Cd- thionbines (KAGI et NORDBERG, 1979) . Le contenu de ces fractions en 
groupements SH (caract6ristiques des MT dont 30% des acides amines sont 

constitues par de la cysteine) augmente parallelement avec le contenu 

metallique. D' aprBs ces divers resultats, on Bmet l'hypothese que les 

m6talloproteines (MP) de ces poissons contamines en laboratoire sont 

probablement des MT, hypothhse qui sera à confirmer lors des étapes 

ulterieures de caracterisation. On peut preciser qu'à ce stade 

depurif ication, chez le flet (Platichtys flesus) contamine par injection 

de Cd, les proteines de PM de 10 kDa environ isolees par filtration sur 

gel, peuvent contenir jusqu'à 20% de cyst6ine (RICHARD et al., à 

paraître) . 
- Aprhs filtration sur gel, les surnageants hepatiques de poissons 



provenant du milieu naturel pr6sentent au niveau des pics 2 des teneurs 

en Zn et Cu qui varient selon les individus et les espaces et une 

absorbance à 254 nm qui augmente quand il y a eu ajout de Cd (dans les 

surnageants ou les fractions 6lu6es). Nous avons v6rifi6 la r6versibilit6 

de la liaison Cd-thionbine puisqu'en milieu acide, l'absorbance à 254 

nm n'est plus d6tectable. La saturation par le Cd des surnageants a 

permis 6galement de montrer que lfaffinit6 des m6taux pour les 

groupements sulfhydryles diffdre selon les 616ments m6talliques puisque 

le Zn est substitu6 par le Cd de façon stœchiom6trique mais pas le Cu. 

Cette hi6rarchie dans la capacit6 des metaux à se lier aux MT, due aux 

valeurs des constantes d'affinit6 (WAALKES et a1.,1984), a d'ailleurs 6t6 

exploit6e pour quantifier les MT par la technique de saturation par le Cd 

ou le Hg radioactifs (EATON et TOAL, 1982 ; ONOSAKA et CHERIAN, 1982) . 
Bien que ces propri6t6s d'absorbante et de comp6tition entre les metaux 

pour la liaison avec les proteines soient caract6ristiques des MT, la 

pr6sence de MT est difficile A dbtecter, par les analyses d'acides 

aminbs, lorsque les prot6ines sont uniquement separees en fonction de 

leur PM. 

D'autre part, les teneurs 6lev6es en cyst6ine d6tect6es au niveau 

des proteines de faible PM (pic3) doivent correspondre au glutathion. Ce 

compos6 n'est pas associ6 à du Cd, comme le constatent 6galement WOFFORD 

et THOMAS (1984) dans le foie de mulet (Mugi1 cephalus) . Chez cette 
espace, les teneurs en glutathion augmentent en même temps que la 

synthdse des compos6s de 10 kDa environ, tandis que dans les foies de 

rat, une relation inverse est observée entre les teneurs en MT et celles 

du glutathion (WONG et KLAASSEN, 1981). Ces auteurs suggarent que 

l'augmentation du taux de MT peut être un mecanisme compensatoire pour 

maintenir un niveau constant de groupements sulfhydryles aprds la 

diminution du taux de glutathion dans les rats expos6s au Cd ; or, la 

synthdse de MT n'est pas pr6céd6e par une diminution des teneurs en 

glutathion. La relation entre ces deux types de compos6s reste donc 

Bclaircir. 

- Quelle que soit l'espdce et le type de contamination subie par le 

poisson, les compos6s isoles par filtration sur gel puis par DEAE sont 

s6par6s en deux pics essentiellement (un troisidme pic est parfois 

visualis6 pour les Bchantillons de limandes "contamin6es" comme chez le 



flet (RICHARD et al., a paraître) . Au niveau de ces deux pics, les 
différents metaux sont Blués sirnultanement et l'absorbante a 254 nm est 

toujours élev6e lorsqu'il s'agit d'échantillons de poissons contamin6s 

au Cd. A ce stade de purification, les MP synth6tisees par injection de 

sels metalliques (Zn ou Cd) chez diverses espdces de poissons sont 

identifiées comme étant des MT (OVERNELL et al., 1988 ; OLSSON et HAUX, 

1985 ; KIT0 et al., 1986). 

D'aprds nos résultats, le type de contamination subie par les 

limandes et limande-soles n'intervient pas sur la nature des MP induites 

car les charges ioniques des deux protéines sont identiques pour les 

Qchantillons de poissons contamines en laboratoire par du Cd et prelev6s 

en milieu naturel. Chez le flet contamin6 par injections de Cd, le temps 

d161ution des deux MP majeures s6parees en DEAE sont 6galement identiques 

à ceux des deux MP de flet "sain" (RICHARD et al., a paraître) . Il Btait, 
cependant, necessaire de verif ier 1' homologie des MP chez les poissons 

"contamin6~'~ et "naturels" car si la contamination par injection de Cd 

ou de Zn induit la synthdse de MT chez de nombreux organismes, 

l'intoxication par des voies naturelles n'aboutit pas systématiquement à 

la synthdse de MT. En effet, chez la truite (Salmo gairdneri) , des MP 

differentes des MT peuvent être synth6tis6es1 en r6ponse a la 

concentration et à 11616ment m6tallique présent dans l'eau (THOMAS et 

al., 1983 ; KAY et al., 1986) . Pourtant, d'aprds OLSSON et al. (1988) , la 
synthdse de MT est induite par le Cd chez cette même espdce exposee à du 

Cd dans l'eau. On peut également ajouter que chez l'anguille et la perche 

ayant subi des intoxications chroniques en milieu naturel, le Cd se lie 

aux MT (NOËL-LAMBOT et al., 1978 ; OLSSON et HAUX, 1986). 

L'un des deux pics visualise sur les profils DEAE est commun aux 

limandes et limande-soles (pic C) ; il est donc constitue de protéines 

dont la charge ionique est identique chez les deux espdces. Les protéines 

constituant ces pics sont qualifiees d'isoformes de m6talloprot6ines. 

Dans la litterature, le terme isoforme est employ6 pour faire la 

distinction entre les differentes MT, en fonction de leur position sur le 

profil d161ution quand elles sont chromatographiées sur colonne 

Qchangeuse d'anions. 

Chez les deux espdces de poissons plats, les isoformes hepatiques 

sont donc presents au nombre de deux, ce qui est le cas chez de 



nombreuses espdces : le foie de lapin presente Bgalement deux isoformes 

de MT dont les charges ioniques sont plus faibles que celles des MP de 

poisson. Le rat, le crabe (Scylla serrata), la truite (Salmo gairdneri) 

et le poisson rouge (Carassius auratus) possèdent Bgalement deux 

isoformes, tandis que le poisson-chat, la petite roussette et le carrelet 

n'en presentent qu'un seul (RICHARDS et COUSINS, 1977 ; OLAFSON et al., 

1979 ; OLSSON et HAUX, 1985 ; YAMAMURA et SUZUKI 1983 ; CHATTERJEE et 

MAITI, 1987 ; OVERNELL et COOMBS, 1979 ; HIDALGO et FLOS, 1986) . D'après 
KLAVERKAMP et al. (19841, ces variations pourraient être li6es à des 

proc6dures d'isolement diff6rentes. 

SUZUKI et YAMAMURA constatent, en 1980, que les proportions 

relatives des deux isoformes varient et suggdrent que ces variations sont 

attribuables à des fonctions m6taboliques differentes. En fait, les 

proportions relatives des diff6rentes isoformes de MT dependent de 

l'espdce, du tissu, de l16tat physiologique et de l'exposition m6tallique 

mais l'isoforme MT2 est souvent prbdominant (DUNN et al., 1987). Nos 

r6sultats sont en accord avec ces donnees car les isoformes 2 de limande- 

sole (pic D) et plus particulièrement de limande (pic C) sont plus 

importants que les isoformes 1. 

Dans le foie de rat, les isoformes 1 et 2 ont une af finit6 diff6rente 

pour la liaison du Zn (WINGE et MIKLOSSY, 1982). Pourtant, dlapr&s nos 

r6sultats, les deux isoformes de MP ont la même affinit6 pour le Zn et ne 

lient pas pr6fbrentiellement un m6tal ou un autre. 

L'utilisation de $-mercapto6thanol est pr6conis6e afin d'6viter les 

probldmes d'oxydation des MT (MINKEL et al., 1980) . La prot6ine oxyd6e 
peut être 6lube à une force ionique plus faible que la prot6ine nâtive, 

ceci à cause de la formation de ponts disulfures. La force ionique de la 

mol6cule peut dgalement devenir sup6rieure celle d'origine ; dans ces 

conditions, l'oxydation des groupements sulfhydryles conduit à la 

formation d' acide cyst6ique (OVERNELL, 1984) . D' après cet auteur, les MT 
d' invert6br6s, tels que le crabe ( Cancer pagurus) , sont toutefois plus 

sensibles que les MT de vert6br6s. En effet, les MT de limande-soles ne 

sont pas sujettes ce phenomdne d'oxydation puisque les résultats 

d'analyses r6alis6es avec ou sans $-mercapto6thanol sont identiques. Par 

contre, chez la limande contamin6e par injection de Cd, un troisidme pic 



apparaît parfois (en position B), dont le temps de retention est 

intermediaire à celui des deux autres pics ; il est associ6.6galement à 

une absorbance i3 254 nm Blevee et à des teneurs m6talliques importantes. 

Ce troisieme pic n'est pas consider4 comme un troisidme isoforme ; il 

doit plutôt correspondre à un transfert d'une partie des MP 

preexistentes, dû à la nature du metal complexe et/ou à un Éaventuel 

probldme d'oxydation (ce qui n'a pû être verifie). 

Les profils d'élution obtenus en DEAE à partir de surnageants de 

limande et limande-sole nâtifs ("t6moins1') et satur6s par du Cd, sont 

differents. Chez la limande-sole, les Bchantillons "t6moinsN pr6sentent 

deux isoformes en DEAE ; lorsqu'ils sont satures par du Cd, un troisième 

pic apparaît en position intermediaire. L' ajout de 0-mercapto6thanol 

inhibe l'apparition de ce troisieme pic ; son existence doit donc être 

li6e à un phenornene d'oxydation ou de modification de charge ionique 

provoqu6e par l'ajout de Cd. Les compos6s de ce pic correspondent 

probablement i3 des formes modifiees de l'une ou plusieurs 

m6talloprot6ines natives. 

Des ph6nomdnes comparables ont et6 mis en evidence à partir de MT de 

rat. Les surnageants hbpatiques de rat dont le Zn lie5 aux MP a et6 

substitue par du Cd ajout6 'in vitro" presentent en DEAE, trois pics au 

lieu de deux détectes pour l'echantillon natif ; le pic supplémentaire a 

un temps de retention intermediaire à ceux des deux isoformes de MT. 

Etant d6f ini qu'il existe deux isoformes de MT chez les rongeurs, les 

auteurs en d6duisent que le troisieme pic correspond uniquement à un 

artefact (LEHMAN et KLAASSEN, 1986). La substitution du Zn lie aux MT 

par le Cu provoque une oxydation intramol4culaire des groupements SH des 

MT et les MT oxydees sont r6duites par le B-mercapto6thanol (SUZUKI et 

MAITANI, 1981) . D' autre part, d' aprds BAER et THOMAS (1991) , la nature 
des MP d'ovaires est differente chez les deux espdces de poissons 

(Micropogonias undulatus et Cynoscion nebulosus) . Or la premiere espdce a 
et6 contaminee en laboratoire alors que la seconde a 6th prelevee en 

milieu naturel et les BchantiPlons ont et6 satures par du Cd "in vitro". 

Il est donc probable que la difference etablie concernant la nature des 

MP de ces deux esphces soit li6e au fait que les echantillons n'ont pas 

subi le même traitement. 



La saturation des surnageants par le Cd est donc utile pour detecter la 

presence de MT dans des Bchantillons provenant du milieu naturel analysés 

par filtration sur gel. Cependant, alors qu'elle est utilisée par les 

auteurs cites prbc6demment, cette m6thodologie ne nous semble pas adaptée 

21 la chromatographie sur DEAE, puisqu'elle entraîne l'apparition de pics 

supplémentaires. 

D'autre part, les profils d161ution obtenus par chromatographie 

HPLC sur colonne DEAE df6chantillons de limandes jeunes et plus dgées 

sont comparables. Pourtant, l'âge peut affecter les proportions relatives 

des deux isoformes de MT. Dans le foie du fœtus de rat, l'isoforme 2 de 

MP est predominant alors que chez les adultes, les deux MP sont 

d' importance equivalente (WHANGER et al. ,1981) . Chez la grenouille (Rana 
catesbeiana), les proportions des deux isoformes s'inversent entre larves 

et adultes (SUZUKI et AKITONI, 1983) . Il est probable que si l'age peut 
avoir une influence sur les proportions des isoformes de m6talloprot6ines 

de poissons, ce ph6nomdne n'a pû être mis en Bvidence car les poissons 

les plus jeunes Btaient quand même âges de 1 an. 

Lorsque les isoformes de MP sont chromatographies sur colonne en 

phase inverse, deux pics sont BluBs (en position A' et 8') . Les temps de 
retention de ces deux pics sont similaires quel que soit l'echantillon 

analyse (isoforme 1 ou 2 provenant de limande ou de limande-sole) , ce qui 

est en accord avec les données de RICHARD et al. (à paraître) concernant 

le flet. - 

Que les MP de poissons soient Bluees sous forme de deux pics distincts en 

phase inverse n'est pas surprenant puisque nous avons remarque que dans 

les mêmes conditions, la MT commerciale de foie de lapin est separee en 

trois pics. Ces pics peuvent être subdivis6s davantage lorsque les 

conditions chromatographiques sont modifiees, ce qui est confirm6 par les 

donnees de WAALKES et PERANTONI en 1986. 

Les propri6tes chromatographiques de la MT de lapin sont plus proches, de 

celles de la MP 6luBe en position B' que de celles des constituants du 

pic A' (temps de retention, absorbance 254 nm) . 
Les analyses d'acides amines des fractions du pic B' revdlent un contenu 

de 22% de cysteine pour l'isoforme 2 de limande (pic C en DEAE) et 27% 

pour l'isoforme 2 de limande-sole (pic D en DEAE). Ces proteines sont 

d6pourvues d'acides amines aromatiques (Tyr et Phe), et les acides amines 



Serine et Glycine sont relativement abondants (environ 15 h 20% cumulbs). 

Cette composition d'acides amines est similaire celle de la MT de rein 

de cheval et aux MT isolees chez differentes esp&ces de poissons (tableau 

29) . 
Tableau 29 : Composition en acides aminés des MT de différents organismes 

et de la chélatine de rat (exprimées en moles % )  

+ : Ddtermin6 sous forme d'acide cystdique 

1 : D'après XITO et al., 1986 
2 : D'aprh OLSSON et HOOSTRAND, 1987 
3 : D'après RIDLINGTON et al., 1981 
4 : D'après BREMNER et DAVIES, 1975 
5 : D'après IRONS et SMITH, 1977 

Acides 
amines 

AsP 
Thr 
ser 
Glu 
pro 
GlY 
Ala 

Cyst* 

val 
net 
Ileu 
i eu 

Tyr 
P he 
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LY 5 
A r g  

On remarque, dfapr&s le tableau 28, que l'ensemble des echantillons 

analyses pr6sente Qgalement de fortes teneurs en acides aspartiques et 

glutamique (environ 25% cumul6s); ces proportions ont tendance h diminuer 

lorsque les Qchantillons s' enrichissent en cysteine. Ces acides amines, 

notamment l'acide aspartique sont generalement bien repr6sent6.s dans les 

MT hbpatiques de poissons (carpe, truite) (KIT0 et al., 1986 ; OLSSON et 

HOGSTRAND, 1987 ) . L' acide glutamique est 1' acide amine predominan t dans 
les MP de gonades de mammrnif8res (WAALKES et PERANTONI, 1986) et les MP 

d'ovaires de poissons contiennent peu de cysteine et beaucoup d'acides 

aspartique et glutamique (BAER et THOMAS, 1991). DfaprBs JACOBSON et 

TURNER (1980) (cites par BAER et THOMAS, 19911, le Zn peut interagir avec 

les groupements carboxyliques mais avec une avidite moindre que pour la 

cysteine. Des proteines riches en ces acides amines pourraient donc être 
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'Oie 
MT2 

9,52 
8,03 
13,26 
7,ll 
6,92 
12,70 
2,96 

22,49 

2,36 
0,87 
O, 56 
O, 64 
0 
O 

0,61 
10,93 

O 

Carpe 1 

Foie 

Limande- 
sole 
Foie 
MT2 

9,49 
10,OS 
8,25 
7,66 
8,09 
10,lS 
2,76 

26,90 

3,19 
1,24 
0,61 
1,23 
0 
O 

O, 52 
9,86 
O 

MT1 
8,47 
7,lO 
11,23 
3,11 
4,89 
10,64 
5,82 

34,24 

1,98 
1,Ol 
0,11 

O 
0 
O 
O 

11,37 
O 

M T ~  
9,lO 
8,47 
10,13 
3,SO 
4,16 
11,13 
5,59 

31,90 

2,35 
1,68 
0,99 
O 
0 
O 
O 

10,09 
O 

Truite 2 

Foie 

Cachalot 3 

Foie 
MT 
12,4 
5,3 
8,2 
10,2 
3,3 
11,l 
9,2 

12.1 

4,6 
O 
1 ~ 9  
4 ~ 3  
Of3 
2,05 
O 

12,6 
2,4 

ml 
10,l 

6,8 
14 
4,2 
3,l 
9,6 
4,8 

32,8 

1,9 
1,3 
O 
O 
0 
O 
O 

10,4 
O 

MT2 

12,5 
7,3 
15,8 

3,5 
3,O 
9,8 
4,9 

28,4 

1,7 
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O 
O 

10,8 
O 

Rat 4 

Foie 

Cheval 1 
Rein 

MT 

5,0 
1t8 
11,9 
417 
2,9 
g f 2  
11,6 

33,9 

4t5 
l f 5  
O 
O 
O 
O 
O 

11,7 
1,9 

MP1 
7,11 
6,22 
16,38 
2,79 
3,99 
9,71 
5,56 

29,3 

3,17 
1,99 
0,34 
0,25 - 
O, 15 - 
11,86 
0,15 

Rat 5 
Foie 

Chelatine 
11,8 

7t8 
6,4 
13,6 

394 
9,4 
8,o 

6 ~ 8  

6 t 1  
0 t 4 
2,o 
6,5 
Or5 
3,s 
0, 9 
11,4 
1,8 

MTZ 
6,74 
3,86 
14,07 
6,32 
4,86 
7,34 
8,14 

27,2 

2,37 
1,75 
1,75 
1,03 - 
0,54 - 
12,49 

O 



qualifies de MP. RIDLINGTON et al., ont remarqué, en 1981, que les MP de 

differents organismes marins posshdent parfois une composition en acides 

amines qui se rapproche davantage de celle de la chelatine que de celle 

des MT. Cette similitude est etablie du fait que la chelatine est une 

proteine riche en acides amines dicarboxyliques (WINGE et al., 1975 ; 

IRONS et SMITH, 1977) . 
La teneur en cysteine du pic Blue en position A' peut varier même 

lorsqu'il s'agit d'echantillons provenant du même isoforme (tableau 28) . 
Il semblerait donc qu'une MT combinee d'autre(s) protéine(s) seraient 

BluBes à ce niveau, d'où des teneurs en cysteine plus faibles que dans le 

pic B', et une absorbance à 254 nm toujours persistante. On pourrait 

également envisager, comme l'a fait RIDLINGTON et al. (ci-dessus) que ces 

compos~s soient des proteines plus proches de la chelatine que des MT, 

du fait de leur richesse en acides amin6s dicarboxyliques. Cependant, le 

fait qu'elles soient Bluees sirnultanBrnent aux MT en DEAE et qu'elles 

presentent parfois un contenu Qlevé en cysteine chez la limande-sole 

(25%) font que cette hypothdse est peu vraisemblable. Des Btudes 

comp1Bmentaires seraient necessaires afin de caracteriser plus 

precisement ces proteines. 



T E C H N I Q U E S  D E  Q U A N T I F I C A T I O N  
D E S  M E T A L L O T H I O N E B N E S  
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Figure 60 : Profils d161ution de chromatographies de filtration sur 
gel Sephadex G75 de surnageants hBpatiques de poissons 
prBlev6s en milieu naturel. 
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Figure 61 : Teneurs en goupements SHI d6terminBs par colorim8trie, de 
surnageants hepatiques "t6moins" et chauffes provenant de 
poissons preleves en milieu naturel. 
(Les surnageants "t6moins" correspondent aux Bchantillons 
prBsent4s sur la figure 6 0 ) .  



CHAPITRE V : TECHNIQUES DE QUANTIFICATION DES METALLOTHIONEINES 

Dans ce chapître, sont prBsent6es les differentes techniques utilisées 

pour la quantification des MT. Le but de cette Qtude était d'utiliser une 

méthode rapide, facile à mettre en oeuvre car susceptible d'être employée 

ulterieurement dans le cadre de rBseaux de surveillance de la qualit6 du 

milieu naturel. Les techniques pour lesquelles les 6tapes de chromatographie 

sont indispensables ou ne permettant pas de quantifier l'ensemble des MT 

(telle que la technique de saturation des MT par le Cd) ont donc été 

exclues. Les m6thodes ne n6cessitant, prealablement au dosage, que la 

préparation de surnageants apparaissaient donc être les plus interessantes. 

1. RBsultats 

1.1. Dosase des MT Dar mesure colorimétriaue des SH 

Le but de ce dosage est de quantifier directement les groupements 

thiols presents dans des Bchantillons de surnageants hepatiques. Afin de 

doser exclusivement les groupements SH des MT, les surnageants sont chauffés 

puis filtr6s. Paralldlement aux dosages des SH dans les differents types de 

surnageants ("témoin", chauf f 6 ,  chauf f4 et f iltré) , ces mêmes Bchantillons 

sont chromatographi6s par filtration surgel et le dosage calorimétrique est 

rBalis6 dans chaque fraction afin de contrôler la repartition des residus SH 

dans les differentes gammes de PM. 

Deux surnageants hépatiques chromatographies sur colonne de gel 

filtration (figure 60) possddent au niveau des molecules de haut poids 

moléculaire (picl) de fortes teneurs en groupements sulfhydryles. La 

denaturation à la chaleur va avoir pour but d161iminer ces grosses 

mol6cules. La figure 61 illustre le fait que ce traitement provoque 

effectivement 1161imination d'une grande partie des groupements SH contenus 

dans les surnageants. Le premier échantillon (figure 60a) ne possdde pas de 

SH en quantite detectable dans les fractions contenant des mol6cules de PM 

moyen (pic2) et faible (pic3), c'est pourquoi 1'6chantillon chauffe (figure 

61a) contient trds peu de SH par rapport à 116chantillon t6moin. Par 

contre, le deuxidme Qchantillon analyse (figure 60b) presente des teneurs 

Blev6es en SH dans les fractions du pic3. Ces groupements SH doivent 

persister aprds le chauffage et correspondre aux teneurs Blevees dos6es dans 
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Figure 62 : Profils dfQlution de chromatographies de filtration sur 
gel Sephadex G75 d'un surnageant hepatique de limande. 

a -  Surnageant "t6moin" 
b -  Surnageant chauffe 
c -  Surnageant chauffe et filtre. 



le surnageant chauffé (figure 61b). Dans ces deux échantillons, les 

quantités de groupements SH représentant les MT sont en dessous du seuil de 

détection qui est de l'ordre de 0.62 pg de MT/ g de foie soit, dans le cas 

de ces échantillons chromatographies , environ 14 pg de MT/g de poids frais 

par fraction analysée. 

Sur la figure 62, les profils d'élution de chromatographies de surnageants 

"témoin", *chauf £6" et "chauf fé + f iltré" sont représentés. Le chauffage 

élimine bien les protéines de haut PM mais provoque l'apparition de 

groupements thiols dans le pic3 problablement par dégradation des molécules 

de haut PM (figure 62b) ; or ces groupements SH ne sont pas éliminés par la 

filtration (figure 62c) . 
Cette technique de filtration par centrifugation sur système 

Centrisart n'est pas adaptée pour les surnageants qui, bien que chauffés et 

limpides, colmatent la membrane. N'ayant pû disposer de système de 

filtration plus performant pour ce type d'analyse, la quantification des MT 

par dosage des groupements thiols n'a pas été poursuivie. 

1.2. Dosaaes des MT en immunoloaie 

Les expériences de radioimmunologie (RIA) ont été réalisées d'après le 

protocole et avec l'anticorps (Ac) qui a été utilisé pour le dosage des MT 

hépatiques de perche par HOGSTRAND et HAUX (1990). L'utilisation de ce même 

Ac en ELISA a n6cessité la mise au point de la technique dans notre 

laboratoire. 

La premidre étape consiste, bien sûr, & vérifier que l'Ac anti-MT de 

perche peut être utilisé pour quantifier les MT hépatiques de limandes, 

limande-soles et morues. L'utilisation de cet Ac pour doser des MT d'autres 

espdces de poissons sous-entend de se référer aux courbes étalons des 

espdces étudi6es. Les teneurs en MT des échantillons destinés à réaliser les 

courbes standards en immunologie ont été déterminées par DPP. 

1.2.1. Dosaaes en RIA. 

D'après la figure 63, les courbes de dilution des surnageants des 

trois espdces (limande- sole et morue) révdlent que l'Ac reconnait bien les 

MT de ces poissons tout en présentant une réactivité beaucoup plus 

importante vis à vis des MT de perche. 

En ce qui concerne les caractéristiques de la courbe standard d'échantillon 



- Perche 
.--- Limande 
- - Limande-sole 
-.- Morue 

O 2 4 
log M T  ( ng ] 

Figure 63 : Courbe de dilution de surnageant hepatique de perche en 
RIA et inter-réactivité de l'Ac anti-MT de perche avec les 
MT h6patiques de limande, limande - sole et morue. 
Donnees exprim6es en % de B/Bo, en fonction du log des MT 
contenues dans les échantillons. 
B = quantite de traceur liée à l'Ac en presence d ' ~ g  ; 
Bo = quantité de traceur liee l'Ac en l'absence d'Ag. 
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Figure 64 : Courbes de dilutions de surnageants hépatiques de perche 
et limande provenant du milieu naturel et de limande 
contaminée en laboratoire. 

Tableau 30 : CaractBristiques des courbes de dilutions de surnageants 
h6patiques de perche, limande, limande-sole et 
morue, obtenues en RIA. 
(DE 50 et gammes d'utilisation exprimees en ng de MT). 



de perche, la "dose effective 50%" ou DE 50 et la gamme d'utilisation sont 

respectivement de log1 (soit 10 ng) et de 0.15 à 250 ng de MT (HOGSTRAND et 

HAUX, 1990) . La courbe standard de perche apparaissant sur la figure 63 
possdde les mêmes caract6ristiques, ce qui prouve que nos experiences de RIA 

ont bien 6t6 realisees dans les mêmes conditions. 

Les courbes Btalon des trois autres espdces (figure 63) pressentent des 

DE 50 dont les valeurs varient entre log 2.5 et log 2.9 environ. Les 

quantites de MT correspondant aux DE 50 et les gammes d'utilisation sont 

citees dans le tableau 30. Les teneurs minimales de MT hépatiques que l'on 

peut detecter sont donc de l'ordre de 10 pg/g de poids frais de foie chez la 

limande, 3.6 pg/g pour la limande-sole et 5.8 pg/g poids frais pour la morue 

contre 9 ng/g de foie pour la perche. 

Les MT de limande, limande-sole et morue sont donc dosees avec une 

sensibilite et une precision moindres que les MT de perche. Les 

caract6ristiques des courbes standards sont, neanmoins, suffisamment 

satisfaisantes pour utiliser cet Ac, d'autant plus que les teneurs en MT de 

nos Bchantillons sfav6reront être bien sup6rieures aux limites de detection 

definies. Elles pourront donc être quantifiees sans probldme. 

D1aprBs la figure 64, on remarque que lorsque le poisson provient du 

milieu naturel ou lorsqu'il est issu d'une contamination en laboratoire, la 

reactivite de l'Ac vis-à-vis des MT hepatiques est differente. Alors que le 

DE 50 de la courbe de dilution du surnageant hepatique de 1'6chantillon 

provenant d'une contamination en laboratoire est 794 ng de MT (log 2.9) , 

celle de 1'6chantillon pr6lev6 en milieu naturel est de 100 ng de MT (log 

2). La gamme de détection des MT dans ce second Bchantillon varie entre 

11.22 ng et 457 ng environ. La quantité minimale de MT hepatiques detectee 

est de l'ordre de 0.67 pg/g de poids frais chez la limande prelevee en 

milieu naturel contre 10 pg/g de poids frais pour la même espdce intoxiquee 

en laboratoire. 

Il convient de rappeler que l'Ac utilise est sp6cifique des MT hepatiques de 

perche injectee par du Cd et du Zn, or 1'6chantillon de limande injectee par 

du Cd est essentiellement charge en Cd tandis que 116chantillon de limande 

du milieu naturel est riche en Cu et Zn. 

Le type de contamination subie par le poisson, c'est-à-dire la composition 

metallique des MT, influencerait donc la reponse irnmunologique. Par 

cons6quent, l'optimisation de la quantification des MT hepatiques de 
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Figure 65a : 
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Figure 65b : 
Optimisation de la dilution 
de l'Anticorps 2.(D.O. mesurdes 
en fonction de la dilution de 
1'~g, pour plusieurs dilutions 
d'Ac2, l'Ac1 Btant dilue au 
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Figure 66 : Optimisation de la dilution de l'Anticorps 1 
D.O. mesurées en fonction de la dilution de l'Ag pour 
plusieurs dilutions dfAcl, l'Ac2 Btant utilise h une 
dilution au 1/1000. 



poissons par dosage immunologique nécessite de se referer & une courbe de 

dilution de surnageant qui provienne, non seulement de l1esp8ce Btudiee, 

mais aussi d16chantillons ayant subi le même type d'intoxication que les 

Bchantillons & doser. Or pour des raisons techniques, les teneurs en MT de 

nos Bchantillons provenant du milieu naturel, ont 6té déduites de courbes 

Btalons realis6es à partir d'Bchantillons de poissons injectes en 

laboratoire. Etant donne le decalage entre les courbes de dilution des deux 

Bchantillons de limandes (figure 64), les teneurs en MT ont et6 surestim6es. 

Cependant, ces valeurs sont fiables et comparables dans leur ensemble 

puisqu'elles ont toutes et6 d6termin6es dans les mêmes conditions. 

D'autre part, nous avons montre (chapître IV) que l1immunor8action est 

faible vis-&-vis des proteines de PM égal & 10 kDa environ, ne complexant 

pas les metaux, et ayant et6 separees des MT par chromatographies HPLC sur 

colonnes DEAE et phase inverse ce qui demontre la specificite de l'Ac pour 

les MT. 

1.2.2. Dosaaes en ELISA 

- Mise au point de la technique ELISA 

Afin de selectionner les conditions optimales du dosage en ELISA, des 

combinaisons variees de differentes concentrations des deux Ac ont et6 

testees avec le même Bchantillon de surnageant hépatique de limande (l'Ac1 

correspond & l'Ac anti-MT de perche et l'Ac2 est un Ac anti-Immunoglobuline 

G de lapin marque & la peroxydase). 

Des dilutions de 1000, 10 000 et 100 000 de l'Ac2 ont et6 testees. 

L'Ac1 Btait utilise au 1/2000 en RIA ; plusieurs dilutions, comprises entre 

1/500 et 1/8000 ont et6 test6es. L'ensemble des combinaisons croisees des 

differentes dilutions des deux Ac n'apparaît pas sur les figures 65 et 66. 

Les courbes pr6sent6es ont et6 s6lectionn6es pour la clart6 des 

explications, parmi celles ayant amené au choix definitif des dilutions des 

deux Ac. La mesure de 1' absorbance ref lete directement la quantité de 

complexes Ag-Ac formes dans le puits. 

Les r6sultats obtenus montrent que l'amplitude des variations de 

l'absorbance qui est mesuree en fonction de la concentration de l'Ac1 

(figure 65a) et de l'Ag (figure 65b), est plus importante lorsque l'Ac2 est 

dilue au 1/1000. Le même phenornene est observable lorsque l'Ac1 est dilue au 

1/1000 (figure 66) . 
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Figure 67 : Courbes de dilutions en ELISA de surnageants hepatiques de 
poissons pr6lev6s en milieu naturel et contamin6s en 
laboratoire. 
RQsultats exprimes en % de l'absorbante maximale à 405 nm en 
fonction du log des MT contenues dans les Bchantillons. 

Figure 68 : Droites de r6gression des courbes standards obtenues en ELISA 
(pr6sent6e.s sur la figure 67) et inter-r6activit6 du s6rum 
avec la MT commerciale de foie de lapin (surnageants de 
limande- sole (1) et de limande (2) contaminees en laboratoire, . 
surnageants de limande- sole (3) et de limande (4) 
pr6levees en milieu naturel, MT de foie de lapin). 



Les bruits de fond dûs & l'Ac1 dilue au 1/1000 et au 1/2000 (reactivité de 

l'Ac1 rev616e par l'Ac2 sans Ag "coat6") sont du même ordre de grandeur 

(0.13 et 0.10) (figure 65a) . On note les valeurs de l'absorbance non 

specifique de l'Ag sur la figure 65b. 

Les dilutions des Ac ont Bte selectionnées en fonction de la pente de 

la courbe de dilution de l'echantillon dans sa partie linéaire. Si cette 

pente est faible, de faibles variations d' absorbance entraînent de fortes 

variations dans les quantites de MT determinees. A l'inverse, les mêmes 

variations d'absorbance ne permettront pas de doser des quantites très 

différentes de MT. Lors des essais présentes sur les figures 65 et 66, 

l'échantillon utilise contenait des quantit6s de MT variant entre 3 et 30 ng 

environ.Ces gammes de détection étant en accord avec celles citees dans la 

litterature, nous avons s6lectionn6 des dilutions aux 1/1000 pour les deux 

Ac. Dans ces conditions, l'amplitude des variations de l'absorbance permet 

de quantifier les MT avec le maximum de precision. 

Lors des dosages en ELISA, les Bchantillons vont être dilu6s de telle 

sorte que leurs teneurs puissent être deduites de la partie lin6aire des 

courbes standards, reduite 2i la zone situee entre 20 et 80% des limites 

sup6rieure et infbrieure. Afin de proceder de façon comparable aux dosages 

faits en RIA, les teneurs seront d6duites des courbes standards realisées 

avec des échantillons de poissons contamines en laboratoire. 

- CaractBristiques du dosage en ELISA 

L'analyse de plusieurs surnageants hepatiques provenant de la même 

espèce (limandes ou limande-soles) ayant et6 affectée par une contamination 

du même type (contamination artificielle en laboratoire ou due & 

l'exposition en milieu naturel) a permis de constater que la reactivité de 

l'Ac vis-&-vis des MT presente une certaine variabilite. Toutefois, le 

comportement reproduit le plus souvent est explicite sur la figure 67 (a et 

b) . Pour une valeur de DO fixée, la quantité de MT correspondante dans des 
échantillons provenant du milieu naturel est inférieure à celle des 

echantillons ayant été contamin6s en laboratoire par du Cd. L'Ac anti-MT de 

perche a donc une affinite plus importante pour les MT hepatiques 

d18chantillons preleves en milieu naturel puisqu'il détecte des quantites 

plus faibles. La même observation a et4 faite lors des experiences RIA 

réalisées avec des echantillons de limande. 



Tableau 31 : CaractBristiques des courbes standards des 
surnageants hdpatiques de limandes et limande-soles, 
obtenues en ELISA. 

limande-sole 

milieu naturel 
limande-sole 

Tableau 32 : Comparaison des teneurs en MT hepatiques determinees 
par DPP chez des limandes contaminees en laboratoire et 
prelevdes en milieu naturel. 
(teneurs exprimees en yg/g de foie frais). 

Type d'exposition 

Contamination en 

Milieu naturel 

Tableau 33 : Rapports des teneurs en MT determindes par DPP dans des 
surnageants contenant des proportions differentes de foie. 
(100 mg, 200 mg su lg de foie dans 2 ml de tampon, soit 5 %,  

10% ou 50% (poids/volume)) 
R1 = 10% / 5% R2 = 50% / 5% 



D'autre part, la reaction immunologique r6alis6e avec des MT contenues 

dans des fractions Bluees par chromatographie de filtration sur gel est plus 

importante lorsque les MT sont natives (contamination par le milieu naturel) 

que lorsqu'elles sont issues de surnageants hepatiques ayant été saturés par 

du Cd (DO = 0,671 f 0,030 contre 0,263 f 0,016 pour une même quantite de 

proteines analysee). Ces r6sultats confirment donc le fait que 11affinit6 de 

l'Ac pour les proteines est differente selon la nature de la teneur 

metallique des MT. . 
Les valeurs des gammes d'utilisation repr6sent6es par les droites de 

regression (figure 68) et des teneurs minimales de MT détectees 

apparaissent dans le tableau 31. Il faut preciser que ces valeurs 

correspondent h celles des echantillons presentes sur les figures 67 et 68. 

En effet, elles peuvent varier pour differents échantillons de même nature 

mais restent de cet ordre de grandeur. Par exemple, la gamme d'utilisation 

de lr8chantillon de limande-sole "naturelle", presente ici varie entre 2.7 

et 14 ng. Pour un autre Qchantillon du même type, la gamme varie entre 4.8 

et 17.5 ng. 

D'autre part, lfimmunor6activité de l'Ac anti-MT de perche vis-&-vis 

des MT d'autres classes de vertebres (foie de lapin) est faible (figure 68). 

1.3. Dosaae des MT Dar DPP 

Les teneurs en MT hepatiques de poissons intoxiques par le Cd sont 

supérieures h celles de poissons provenant du milieu naturel (tableau 32) ; 

lf6chantillonnage est faible (n = 4) mais il permet, cependant, de constater 

que la synthdse de MT a bien 6th induite chez les limandes injectees. 

Chez des poissons contamines en laboratoire, les teneurs en MT 

hepatiques ont et6 determinees dans des surnageants contenant des quantites 

de foie difierentes. D'aprhs les resultats obtenus (tableau 33), on constate 

que la quantité de foie dans le surnageant n'influence pas la detection des 

MT. par DPP. 

1.4. Comparaison des differentes techniques 

1.4.1, Com~araison des techniaues RIA et DPP 

Les teneurs en MT d'une dizaine de surnageants hepatiques de poissons 

contamin6s en laboratoire ont et6 quantifiees en parallele en DPP et en RIA. 



Tableau 34 : Teneurs moyennes en MT hepatiques determinées en DPP et 
en RIA d'echantillons de poissons contamines en 
laboratoire et preleves en milieu naturel. 
(exprimees en pg/g poids frais) . 

Nature de la 

laboratoire 

I I I I 1 

Tableau 35 : Comparaison de la moyenne des teneurs en MT hepatiques 
determin6es en DPP et en ELISA, de poissons preleves en 
milieu naturel et correlation entre les teneurs 
determinees par les 2 techniques. 
Chaque échantillon a été tripliqué. L'écart type des 3 mesures est 
représenté par le coefficient de déviation standard intragroupe 
exprimé en % 
(les MT sont exprimées en pg/g poids frais). 

Tableau 36 : Comparaison des moyennes des teneurs en MT hepatiques de 
limandes prelevees en milieu naturel determines en DPP, 
RIA et ELISA (n = 8 ; MT exprimees en pg/g PF). 

Seuil 

P < 1 %  

coefficient 
de deviation 
standard 

intra-groupe 

5,22 f 2 

4,43 k 2,92 
4,68 f 1,64 

2,30 f 1,79 

- 
x f  0 

MT 

367,7 f 72,6 

1540 f 407 
365,2 f 92,6 

1751 f 326 

EspBces 

Limande 

Limande- 
sole - 

r 

O, 935 

O, 962 

n 

6 

6 

MT 

DPP 

EL1 SA 
DPP 

ELISA 



Les teneurs moyennes dosees par DPP et par RIA sont comparables (448 f 159 

pg/g poids frais en RIA et 471 f 153 pg/g PF ou DPP) (tableau 34). 

Lorsque ces teneurs mesurees par RIA sont repr6sent6es en fonction des 

teneurs obtenues par DPP (figure 69), le coefficient de r6gression lin6aire 

est significatif (r = 0.919 ; p < 0.1%) et l'equation de la droite s'ecrit 

RIA = 0.95 DPP - 0.47. Les techniques RIA et DPP permettent donc de 

quantifier les MT hepatiques de poissons contamines en laboratoire de façon 

corr616e et avec une sp6cificit6 et une pr6cision comparables. Ces r6sultats 

corroborent Bgalement le fait que l'Ac anti-MT de perche se lie 

exclusivement aux MT. En effet, les mol6cules de PM 6lev6 ont et6 d6natur6es 

par la chaleur pour le dosage par DPP et non pour la RIA mais les teneurs 

en MT obtenues par les deux techniques sont comparables. 

Figure 69 : Relatiori entro les teneurs en MT hepatiques de poissons 
contamines en laboratoire d6termin6es on RIA et en DPP. 
(Teneurs on M'P exprimeos en pg/g poids frais). 

Lorsque les dosages sont effectues par DPP et RIA dans des surnageants 

de foies de poissons provenant du milieu naturel, le coefficient de 

rhgression obtenu est 6galement significatif (r = 0.998 ; P < 5%) , ce qui 

confirme la validit6 de ces deux types de dosages. Par contre, les teneurs 

moyennes obtenues par DPP sont trds inf6rieures 2i celles obtenues par RIA 

(158 f 97 contre 970 f 365pg/gPF) (tableau 34) . Bien que les valeurs des MT 
determinees par les deux techniques soient corr616es, elles ne sont donc pas 



détectees dans les même gammes de concentration. 

Lors de la premidre comparaison des teneurs en MT obtenues en DPP et 

en RIA, les surnageants hepatiques provenaient de poissons contamines en 

laboratoire. Pour la seconde comparaison, il s'agissait d16chantillons du 

milieu naturel. La nature des elbments metalliques lies aux MT est donc 

differente dans les deux types de surnageants. 

Les differences observees entre les teneurs en MT determin6es par DPP 

et par RIA sont attribuables au dosage immunologique puisqu'il est defini 

que la composition metallique d'un échantillon n'intervient pas dans le 

dosage des MT par DPP (voir 1-51 . Ces resultats confirment les variations 
observees au niveau de lfimmunor6activit6 de l'Ac vis-h-vis de MT possedant 

des compositions metalliques differentes (voir V-1-2). 

1.4.2. Comparaison des techniaues ELISA et DPP 

Les seuils de detection des MT hepatiques sont plus BlevBs en DPP 

(environ 370 ng de MT en DPP contre 2 A 7 ng en ELISA) mais les teneurs en 

MT determinees par ces deux methodes sont correl6es de façon significative 

pour les echantillons de limandes (r = 0.935 ; P < 1%) et de limande-soles 
(r = 0.962 ; P < 1%) (tableau 35). Les coefficients de deviation standards 
intra-essais ont tendance h être plus Bleves 6galement en DPP. Les teneurs 

moyennes determinees en DPP sont inferieures celles determinees en ELISA ; 

cette difference a et6 observee pr6cedemment lors des comparaisons de 

dosages RIA/ DPP et a et6 expliquee par le fait que lraffinit6 de l'Ac 

diffdre selon la composition metallique des MT. 

1.4.3. Com~araison des techniaues RIA et ELISA 

La technique ELISA permet de detecter des quantites de MT hepatiques 

plus faibles que la technique RIA chez les espdces limande et limande-sole 

contre lesquelles l'anticorps n'est pas sp6cifique (167 ng de MT contre 4.5 

ng pour la limande et 60 ng contre 6.8 ng chez limande-sole) . Par contre, 
les teneurs moyennes obtenues par les deux techniques imrnunologiques sont du 

. même ordre de grandeur (605 pour RIA contre 636 pour l'ELISA). 

Par rapport aux teneurs de MT hépatiques des autres poissons, celles 

de perche, quantifiees en RIA, sont trds faibles. Il n'a pas et6 possible de 

verifier si leur seuil de detection est Bgalement plus faible en ELISA .(des 

problèmes techniques de surgelation A la station durant l'ét6 90 ont 



entraîne la perte des 6chantillons d'Ac et de surnageants de perche ramenes 

de SuBde. Le Dr C. HOGSTRAND n'a pu nous r6expedier que des Bchantillons 

d'Ac suite A des problèmes similaires de conservation). 

1.4.4. Com~araison des techniaues RIA, ELISA et DPP 

Les trois methodes utilisees pour quantifier les MT : DPP, RIA et 

ELISA, ont et6 compar6es pour l'analyse de MT h6patiques de limandes 

prelevees en milieu naturel (tableau 36) . 
Une regression linéaire multiple réalisée avec les valeurs obtenues 

par les diff6rentes techniques donne un coefficient de regression 

significatif (R = 0.93- P < 5%) . 

2. Discussion 

Diverses techniques ont dû être utilisees afin de quantifier les MT 

h6patiques dr6chantillons de limandes, limande-soles et morues, pr6lev6es 

en milieu naturel. Il est donc interessant de les comparer. 

Il aurait et6 possible de quantifier par colorimetrie l'ensemble des 

groupements SH contenus dans des surnageants comme 1' ont fait certains 

auteurs (WOFFORD et THOMAS, 1984 ; SPRY et WOOD, 1989). Cependant, 

l'intdrêt de la methodologie testee etait de parvenir à differencier les 

thiols des MT et les thiols provenant des compos6s de petit poids 

moleculaire (glutathion, cysteine, produits de degradation des mol6cules de 

PM QlevBs r6sultant de la degradation à la chaleur...). L'essai de 

s6paration des mol~cules appartenant à ces deux gammes de PM par un système 

de filtration par centrifugation n'a pas donne de r6sultats satisfaisants. 

En effet, des r6sidus SH ont encore et6 detectes après cette Btape dans les 

fractions contenant des compos6s de faible PM, obtenues par chromatographie 

de filtration sur gel. 

Les r6sultats obtenus en DPP, RIA et ELISA ont montre que ces 

techniques pr6sentent differents avantages et inconv6nients pour le dosage 

des MT. Lors des dosages immunologiques, nous avons utilise un Ac anti-MT de 

perche (Perca f l u v i a t i l i s )  pour doser les MT de limande, limande-sole et 

morue. 

Alors que la DE 50 de la courbe de dilution de surnageant hepatique de 

perche est 6gale a log 1, les valeurs des DE 50 varient entre log 2.5 et log 
2.9 pour nos trois espdces. Néanmoins, les caracteristiques des courbes 



standards obtenues avec ces trois espdces etaient suf f i sammen t 

satisfaisantes pour doser les MT avec l'Ac dirige contre les MT de perche. 

Les valeurs des DE 50 sont d'ailleurs comparables h celles obtenues avec des 

4chantillons de foie de Haemulon sciurus, de Haemulon aurolineatum et de 

truite pour lesquels les DE 50 varient entre log 2.2 et log 2.8 environ 

(HOGSTRAND et al., 1989a). Même chez le poisson-ecureuil (Holocentrus rufus) 

dont la DE 50 est égale h log 4.3, les MT ont et6 dosees par RIA (HOGSTRAND 

et al., 1989a ; HOGSTRAND et HAUX, 1990). Les limites de detection des MT 

hepatiques déterminees en RIA sont de l'ordre de 167 ng pour la limande, 60 

ng pour la limande-sole et 100 ng pour la morue alors qu'elle est de 0.15 ng 

de MT pour la perche. L' Ac est donc plus sensible et avide pour le dosage 

des MT de perche que pour celles d'autres espdces. Le dosage RIA perd donc 

de son intêret, d'un point de vue limite de detection et pr6cisiont lorsque 

l'Ac est utilise pour quantifier les MT d' espdces vis-&-vis desquelles il 

n'est pas dirige à l'origine. 

Les quantites minimales de MT hepatiques determinees en ELISA sont de 

4.75 ng chez la limande et 6.8 ng chez la limande-sole. Les seuils de 

detection atteints en ELISA sont donc inferieurs ceux determin6s en RIA. 

Les gammes de linearite varient entre ces valeurs minimales et 17 ng pour la 

limande et 36 ng pour la limande-sole en ELISA ; en RIA, elles varient entre 

60 et 1880 ng pour la limande-sole et entre 167 et 3633 ng de MT pour la 

limande. L'utilisation de l'Ac anti- MT de perche en RIA permet de detecter 

de 20 h 2000 ng de MT dans les foies de Haemulon sciurus et de 80 A 5000 ng 

de MT dans les foies de truite (HOGSTRAND et HAUX, 1990 ; HOGSTRAND et al., 

1989). En ELISA, l'Ac anti-MT de moule d6tecte des quantites variant de 

1.06 & 21.2 ng de MT dans les branchies de moule (ROESIJADI et al., 1988) et 

l'Ac anti-MT de foie de rat detecte de 0.5 & 25 ng de MT dans le plasma et 

les lysats d'hematies de l'Homme (GHAFFAR et al., 1989). Les gammes de 

detection que nous avons determinees sont donc en accord avec celles de la 

litterature, bien que l'Ac utilise ne soit pas spécifique des espdces 

testees. 

L1immunor6activit6 de l'Ac anti-MT de perche n'a pû être testee sur 

des Bchantillons de perche en ELISA ; il aurait et6 interessant de 

contrôler si l'utilisation de cette technique permet d'abaisser le seuil de 

detection des MT de perche comme il l'a et4 pour les Bchantillons de limande 

et limande-sole. 



Les portions linéaires des courbes standards des echantillons de 

surnageants couvrent des gammes de dilution qui sont plus importantes en 

RIA qu'en ELISA et qui sont également plus importantes pour les Bchantillons 

de limande-sole que pour les echantillons de limande. L'Ac permet donc de 

doser les MT d'échantillons de limande- sole avec davantage de précision que 

celles des limandes (les limites inferieures et supérieures des zones 

linéaires des courbes standards diffdrent d'un facteur 10 pour les MT de 

limande et 30 pour les MT de limande-sole en RIA, et d'un facteur 4 et 5.5 

environ pour les MT de ces mêmes espdces en ELISA). 

Quelques donnees bibliographiques concernent la comparaison des deux 

techniques. Selon ROESIJADI et al. (1988) , l'Ac anti-MT de moule utilise en 

ELISA quantifie les proteines complexant le métal dans les branchies de 

moule avec des limites de detection comparables -3 celles determin6es en RIA 

par GARVEY et al. (1982). Or, les seconds auteurs quantifient des MT de rat 

avec un Ac specifique. 0.5 -3 25 ng de MT contenues dans le plasma ou les 

lysats d'hematies de l'Homme peuvent être quantifiees en ELISA avec un Ac 

dirige contre les MT de rat, alors qu'environ 0.1 ng de MT peuvent être 

detectees chez le rat avec le même Ac en RIA (MEHRA et BREMNER, 1983 ; 

GHAFFAR et al., 1989). Ici encore, la comparaison des deux techniques pose 

un probldme puisque les MT dosees ne proviennent pas des mêmes organismes. 

Par contre, des MT de foie de lapin peuvent être dosdes en ELISA et en RIA 

avec des limites de detection comparables (les gammes sont comprises entre 

0.31 et 20 ng de MT) (GARVEY et al., 1982 ; THOMAS et al., 1986) . 
Globalement, la technique RIA.est toujours sensiblement equivalente ou plus 

précise que la technique ELISA. Or, dans notre cas, les limites de detection 

atteintes en ELISA sont iriferieures à celles obtenues en RIA. Les 

m6thodologies utilisees en ELISA sont nombreuses et les protocoles utilises 

dans la litterature citée sont bases sur des méthodes compétitives ; la 

technique ELISA que nous avons utilisée est une methode non comp6titive, 

d'où peut -être, l'explication des di£ f erences observees lors de la 

comparaison des deux techniques immunologiques. 

Que ce soit en RIA ou en ELISA, l'Ac est plus avide vis-&-vis des MT 

dr échantillons provenant de poissons prélevés en milieu naturel Que de 

poissons intoxiques en laboratoire par du Cd. La composition metallique des 

MT influence donc la reactivite de l'Ac anti-MT de perche quand il est 



utilise pour quantifier les MT hepatiques chez des espdces autres que la 

perche. Or, pour doser les proteines contre lequel il est dirige, la 

composition metallique des MT n'influence pas ou peu sa repense. En effet, 

l'Ac anti-MT de perche presente la même reactivite envers les MT de perche 

injectees par du Zn du Cd ou du Cu (HOGSTRAND et HAUX, 1990) . L' inter- 

reactivite du sérum pour les apo-thioneines et holo-thion6ines de poisson- 

chat (Heteroptneus fossilis) fait suggerer que les metaux n' interviennent 

pas dans la nature des determinants antigeniques (CHATTERJEE et al. ,1990) . 
Chez la truite, les MT contenant des 616ments metalliques differents (apo- 

proteines, holo-prot6ines ou proteines recombinees par complexation avec le 

Cd) indiquent que la reactivite de l'Ac n'est pas dependante de la presence 

ou de la nature des metaux lies aux MT (NOREY et al., 1990). L'observation 

des courbes obtenues montrent pourtant que les MT recomplex6es avec du Cd 

n'ont pas un comportement strictement identique à celui des autres MT. 

GHAFFAR et al. (1989), signalent que l'Ac anti-MT de rat est utilisable pour 

doser les MT liees à des formes metalliques differentes mais qu'il est 

specifique pour l'isoforme MT1 du rat, ce qui sous-entendrait que la 

reactivite de l'Ac est modifiée par la nature des é16ments metalliques lies 

aux MT. D'aprds ces divers r6sultats, il apparaît donc delicat d'affirmer 

que la composition metallique intervient toujours ou non sur la reactivite 

des Ac anti-MT. 

Cependant, d'après nos dsultats, la composition metallique de la proteine 

influence la reactivite du serum. Il est donc necessaire, afin d'optimiser 

le dosage, d'utiliser des Bchantillons ayant subi le même type de 

contamination que les Bchantillons A doser, pour realiser les courbes 

standards. Lors du dosage par RIA de MT hépatiques d'espdces tropicales 

pr6lev6es en milieu naturel, les courbes standards ont 6t6 realis6es avec 

des Bchantillons de poissons injectes par du Cd chez certaines espdces et 

avec des Bchantillons provenant du milieu naturel pour d'autres. Il est 

probable que ces deux techniques ont induit des r6ponses immunologiques 

differentes qui ne s'expliquent pas syst6matiquement par l'influence du 

facteur espdce (HOGSTRAND et HAUX, 1990). L'Ac anti-MT de perche inter- 

r6agit avec les MT hepatiques de diverses espdces de poissons mais presente 

une trds faible avidite vis-à-vis des MT de foie de lapin. Cette 

observation est confirmee par les donnees de HOGSTRAND et HAUX (1990) et par 

d' autres donnees bibliographiques (voir 1.5) . 



Ces resultats s'expliquent par le fait que les MT de differentes espèces 

poissons sont relativement proches d'un point de vue immunologique mais 

diffhrent de celles des mammifères. Les changements survenus au cours de 

116volution, au niveau de la structure primaire des MT, se repercutent 

directement sur la nature des determinants antigeniques situes 

essentiellement dans la partie N- terminale de la proteine. Les MT de 

diverses classes de vertebres presenteront une reactivite differente envers 

un même serum. 

La DPP est utilide depuis de nombreuses annees pour quantifier les MT 

dans les tissus biologiques mais elle est moins sensible pour la détection 

des MT que les techniques immunologiques. Effectivement, les quantites 

minimales de MT quantifiees en DPP sont d'environ 10 pg/g foie frais alors 

qu'elles sont de l'ordre de quelques ng en immunologie (9 ng MT/g de foie 

chez la perche en RIA). 

A notre connaissance, aucune donnee bibliographique ne s i gna 1 e 

l'exploitation de resultats de dosages par DPP pour lesquels les MT 

hepatiques sont presentes en aussi faibles quantites. La sensibilite de la 

DPP a et6 suffisante pour doser les MT hépatiques des espèces étudiées ici; 

elle a et6 Qgalement suffisante pour doser les MT de foie de perche 

prelev6es en milieu naturel (OLSSON et HAUX, 1986) . Chez les mammifères, la 
DPP a et6 utilisee pour quantifier les MT dans les foies, reins et duodenum 

de souris ; par contre, les MT conte.nues dans le sang et le plasma de perche 

n'ont pû être detectées par cette technique (OLAFSON, 1981 ; OLAFSON, 1983 

cites par HOGSTRAND et HAUX, 1992). 

Bien que le seuil de detection des MT soit plus éleve en DPP qu'en 

immunologie, le dosage des MT hépatiques de poissons peut donc être realisé 

en DPP. Compte tenu des teneurs minimales détectees en RIA dans nos 

Bchantillons, les caracteristiques du dosage en DPP meritent que l'on porte 

a cette technique un interet tout à fait justifie. Les moyennes et 

déviations standards obtenues par DPP et RIA sont comparables et les teneurs 

en MT des Bchantillons determinées par les deux techniques sont corrdl6es. 

Les teneurs en MT dosees en ELISA et en DPP sont egalement corrélés. Si la 

technique electrochimique est moins performante que la RIA, d'un point de 

vue sensibilite (quand l'Ac utilise est specifique de l'espèce Btudiee) ou 

de l'ELISA, sa precision est comparable. Ces observations sont confirm6es 

par d'autres auteurs (HOGSTRAND et HAUX, 1992). Les teneurs en MT 



de foies de perches injectees d6terminees en DPP sont carrelées & celles 

mesurees en RIA (r = 0.92 ; P < 0.1%) . Les seuils de detection dif f hrent 
d'un facteur 1000 entre les deux techniques (7.2 pg/g contre 9 ng/g PF) mais 

les moyennes et les deviations standards sont comparables. 

En conclusion, parmi les quatre techniques testees, le dosage des SH 

par colorimetrie n'a pas donne de resultats satisfaisants. La methode DPP 

convient au dosage des MT dans des tissus contenant suffisamment de ce type 

de proteines. Les techniques imrnunologiques sont plus delicates & employer 

et limitees dans leur utilisation 6tant donne la specificit6 de l'Ac; 

l'immunor6activit6 d'un s6rum vis-&-vis des MT d'une même classe de 

vert6bres permet, cependant, de les quantifier de façon satisfaisante. Ces 

techniques, notamment l'ELISA, permettent d' atteindre des seuils de 

detection plus bas que la DPP. 





CHAPITRE VI : TENEURS HEPATIQUES EN METAL ET METALLOTHIONEINES DES 

DIFFERENTES ESPECES DE POISSONS 

Dans cette Btude, la liaison des MT h6patiques avec le Cu et le Zn 

a 6t6 etudi6e plus particulidrement car la region Nord-Pas-de-Calais est 

contamin6e par une multiplicit6 d1616ments m6talliques plutôt que par une 

contamination sp6cifique et le Cu y est relativement abondant (DELABRE, 

1985 ; DESSAINT, 1987) . 
D'autre part, chez des organismes qui ne sont pas soumis A une 

contamination particulidre, les MT sont impliquées dans la liaison du Zn 

et du Cu et interviennent dans la r6gulation de 11hom60stasie cellulaire 

(DUNN et al., 1987) . 

1. R6sultats 

Les teneurs en metallothion6ines (MT) h6patiques des poissons 

pr6levés en milieu naturel aux diff6rentes saisons de lfann6e 1989 ont 

6t6 d6termin6es en RIA avec un anticorps anti-MT de perche ; les MT des 

individus pr6lev6s en 1991 ont 6t6 quantifiées à l'aide du même 

anticorps, mais les dosages ont 6t6 r6alises en ELISA. 

Les r6sultats concernant les teneurs m6talliques h6patiques de 

poissons ont 6t6 pr6sentds dans le chapître III ; elles sont reprises ici 

et sont definies sous le terme de m6tal total (Cu total, Zn total . . .  ) . 
Les concentrations en Cu, Zn et Cd contenus dans la fraction 

soluble (compartiment cellulaire des MT), d6f inis sous le terme métal 

soluble (Cus, Zns, Cds), ont 6t6 d6termin6es par dosage au SAA en flamme 

(Cus et Zns) et en four (Cds). 

Les ACP sont pr6sent6es de la même manier8 que dans le chapître III 

(cercle des corr6lations des descripteurs et projection dans le plan 1.2. 

pr6sent6s ; matrice des corr6lations non pr6sentée). 

1,l. Com~araison des teneurs en m6tal et MT des trois es~dces 

L'ACP de la figure 70 a Bt6 r6alis6e en prenant en compte 

l'ensemble des individus de chaque espdce pr6lev6s en 1989, caract6rises 

par leurs teneurs en MT et en m6tal total soluble. 

On note, sur le cercle des corrélations, que les variables 

repr6sentant les teneurs m6talliques determinent l'axe 1 (Ctb = 42%) , 

exept6 le Cd soluble (corr616 à l'axe 3 1 ,  alors que la variable MT est 

independante puisqu'elle determine l'axe 2 (Ctb = 17%) . D'ailleurs, dans 
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Figure 70 : ACP r6alis6e sur les teneurs en metal et MT de l'ensemble 
des individus des trois espdces pr6lev6es en 1989. 
(n = 36 individus environ par espace). 
(limande-soles et morues provenant du large et limandes 
de la côte , site de Calais) 



la matrice des correlations (non pr6sent6e), les coefficients de 

corr6lation1 concernant la relation entre la variable MT et les 

differents metaux sont faibles, même vis-A-vis du Cu et du Zn qui, parmi 

les BlBments metalliques etudiés, sont pourtant ceux qui sont lies 

pr6f6rentiellement aux MT d'après la litterature. 

D'après l'observation de la repartition des nuages d'individus des trois 

espdces sur le diagramme (projection dans le plan 1-21, les limande-soles 

présentent les teneurs m4talliques les plus eleves, les morues pr6sentent 

les teneurs métalliques les plus faibles tandis que le nuage de points 

representant les limandes est situ6 en position intermediaire sur l'axe 1 

et est "attire" par la variable "MT", le long de l'axe 2. 

Le fait que les trois esphces soient integrdes dans cette analyse 

explique donc que les coefficients de correlation entre les variables 

lIMT II et "m6ta11' soient faibles car les rapports teneurs en MT/teneurs en 

Cu ou Zn diffhrent selon l'espèce. 

D'aprds la figure 71, on note que les teneurs moyennes en MT 

hepatiques des limandes sont significativement plus Blevees que celles 

des autre esphces ; les morues ont tendance A posseder plus de MT que les 

limande-soles. 

Qu'elles soient dosees dans les fractions totales ou solubles, les 

teneurs metalliques les plus importantes sont detectees chez la limande- 

sole et les teneurs les plus faibles apparaîssent chez la morue. Les 

teneurs moyennes en metal soluble se repartissent donc de manidre 

comparable aux teneurs en metal total chez les differentes espdces. Les 

teneurs m6talliques moyennes des limandes, limande-soles et morues sont 

souvent significativement differentes, excepte pour le Cds ; il faut 

remarquer qu16tant donne la variabilite des mesures, d'éventuelles 

tendances seraient difficiles à mettre en evidence. 

Le Cu et le Zn solubles representent respectivement environ 79% et 3 3 %  du 

Cu et Zn total chez la morue, 69% et 4 3 %  chez la limande-sole, 70% et 65% 

chez la limande. 

En r6sum6, l'espdce qui contient le maximum de MT (limande) ne 

correspond pas A celle qui contient le maximum de metal (limande-sole). 

L'analyse des teneurs hepatiques en Cd total ne permet pas de modifier 

cette observation car le nombre d'individus ayant du Cd en quantite 

superieure la limite de detection en SAA flamme est du même ordre de 

grandeur chez les deux espdces (voir 111.2). 
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(M) prblevbes en 1989. 
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Figure 72 : Influence du sexe sur les teneurs en MT et metal soluble 
de limandes (a) , de limande - soles (b, b' ) et de morues (c, c f  ) , 
(a et c : printemps 1989 ; b' et cd : hiver 1989 et b : 
aleatoire dans le temps). 
( * t significatif au seuil de 5%) . 
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Figure 73 : Influence de l'âge sur les teneurs hepatiques en MT et 
metal soluble de femelles, de limandes (a) , limande-soles 
(b) et morues (c) . 
(pr6lev6es en automne 1989 (a), au printemps 1989 (b) et 
en hiver 1989 (cl). 
( * t  significatif au seuil de 5%). 



1.2. Influence du sexe sur les teneurs en metal et MT 

Nous avons constate que chez la limande et la limande-sole, le sexe 

n'influence pas de façon significative les teneurs en métal total (voir 

III). Pour les mêmes Qchantillonnages, les teneurs en Zns et Cus chez la 

limande ainsi que les teneurs en Zns chez la limande-sole sont 

significativement sup6rieures chez les femelles (figure 72 b et b'). 

Chez la morue, il a et6 montre que les teneurs en Zn , Mn et Fe total 

peuvent être plus importantes chez les femelles que chez les mâles . Pour 
ces mêmes groupes d'individus, aucune difference significative n'est mise 

en Bvidence en ce qui concerne les teneurs en Cu, Zn et Cd soluble et MT 

(figure 72 c et cf). 

1.3. Influence de l'âae sur les teneurs en metal et MT 

L'influence de l'âge sur les teneurs en metal total des foies de 

poissons a et6 6tudi6e dans le chapître 111.2. 

Les limandes femelles de 3 ans possddent des teneurs en Fe 

significativement plus 6lev6es que celles de 2 ans, mais les teneurs en 

métal soluble et MT ne diffdrent pas significativement (figure 73). 

Les limande-soles femelles présentent non seulement des teneurs en Fe 

significativement plus Blev6es chez les individus les plus jeunes, mais 

egalement des teneurs en MT et Cd soluble plus importantes (figure 73). 

Le facteur "âge" 6tudi6 à partir de morues femelles n'a d'influence ni 

sur les teneurs en metal total, ni sur les teneurs en metal soluble et MT 

(figure 73). 

1.4. Com~araison des teneurs en metal et MT de m ois sons ~relev6s 

sur differents sites 

L'influence du facteur site de pr6lAvement sur les teneurs 

hbpatiques en metal et MT a Bte testee chez des morues prélev6es en 

automne 1989 à la côte et au large de Calais ainsi que chez les limandes 

et limande-soles, capturees simultanément sur les sites de Boulogne et de 

Calais en 1991. 

Chez la morue (figure 74) , davantage de metal a et6 d6tecte dans 

les foies des individus preleves au large voir 1 1 1 . 1 2 ;  ces même 

Bchantillons presentent aussi des teneurs en MT et metal soluble plus 

importantes mais seul le Cu soluble est significativement plus abondant. 

Au printemps (figure 751, les limandes femelles se repartissent 
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Figure 7 5  : ACP r6alis6e sur les teneurs hepatiques en MT et metal 
(total et soluble) des limandes prelevees au printemps 
1991 sur les sites de Calais et Boulogne. 
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Figure 76 : ACP realisee sur les teneurs hepatiques en metal (total et 
soluble) et MT des limande-soles prélevées au printemps 
1991 sur les sites de Calais et Boulogne. 



essentiellement le long de l'axe 1 (déterminé par les teneurs en métal 

total et Zn soluble ; Ctb = 48%) ; le Cu soluble détermine l'axe 2 

(Ctb = 20%) . Les points représentant les limandes prélevées à Calais se 

positionnent vers les variables "métal" a l'opposé de celles provenant de 
Boulogne. Quant à la variable MT, elle détermine 1' axe 3. Les nuages de 

points se distinguent peu par rapport h cet axe (projection dans le plan 

1.3 non représentée) . Les teneurs métalliques (métal total et métal 

soluble) des individus prélevés A Calais, sont significativement plus 

élevées que celles des individus provenant de Boulogne ; cependant, les 

proportions de métal soluble par rapport au métal total sont du même 

ordre de grandeur pour les échantillons des deux sites (tableau 38). Les 

teneurs moyennes en MT ont également tendance à être supérieures pour les 

échantillons prélevés A Calais (figure 6 annexe). 

Chez la limande, les teneurs en MT et métal soluble n'étant pas affectées 

par l'âge des individus, les variations des teneurs sont donc liées au 

facteur "site de pr618vementsn. 

Par ailleurs, les limandes prélevées en 1991 présentent des teneurs en MT 

qui sont corrélées à celles du Cu soluble et du Zn soluble (notamment en 

automne) ; les teneurs de ces deux métaux présents dans la fraction 

soluble sont également corrélées. 

En ce qui concerne les échantillons de foies des limande-soles 

(figure 76), on note sur le diagramme que les échantillons prélevés à 

Calais se répartissent vers les variables "métal" et que ce nuage de 

points s'oppose à celui des individus prélevés a Boulogne. 
Les teneurs en MT ne sont corrélées ni à celles du Cu et Zn total, ni a 
celles du Cu et Zn soluble. 

D'apr8s la figure 6 (annexe) ,bien que les teneurs métalliques soient 

significativement plus élevées (exept6 le Mn) chez les individus prélevés 

à Calais, les teneurs en MT sont du même ordre de grandeur, voire plus 

élevées chez les poissons provenant de Boulogne. D'autre part, les 

proportions de métal soluble sont du même ordre pour les deux groupes 

d' individus (tableau 38) . 
Le facteur "sexe" de l'individu ne doit pas intervenir puisque la 

proportion de mâles est comparable dans les deux Bchantillonnages (voir 

111.2) . On a déterminé que les teneurs en MT sont plus importantes chez 
les individus les plus jeunes. La prédominance des teneurs en MT dans les 

échantillons provenant de Boulogne n'est donc pas liée au facteur "âge" 

car les individus sont plus âgés que ceux de Calais. Les teneurs 
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Figure 77 : ACP realisee sur les teneurs hepatiques en MT et metal 
(total et soluble) des limandes pr6lev6es diff6rentes 
saisons de l'ann6e 1989. 
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Figure 79 : ACP rhalishe sur les teneurs hepatiques en MT et metal 
(total et soluble) des limande-soles pr6levhes à 
diffhrentes saisons de l'annhe 1989. 



metalliques plus importantes chez les individus de Calais seraient liees 

en priorite au facteur "site de pr6ldvements" mais aussi secondairement 

au facteur "age" qui favorise l'augmentation des teneurs en Fe et Cds 

chez les individus les plus jeunes. 

1.5. Variations des teneurs en metal et MT en fonction de 1'6~osue 

de ~r6lBvements 

Les ACP present8es ont et6 r6alis6es sur les teneurs en métal 

(total et soluble) et MT des poissons prélev6s à diverses saisons de 

11ann6e 1989. 

Sur 1'ACP (figure 77) concernant les limandes, les variables Cu et 

Zn determinent l'axe 1 (Ctb = 35%). Les variables MT et Cu soluble 

Bvoluent de façon opposee aux variables Fe et Mn : l'ensemble de ces 

paramdtres determine l'axe 2 (Ctb = 30%) . Les variables (Cu et Cus) , 

(Cu et Zn) , (MT et Cus) sont correlees signif icativement deux à deux 

(respectivement r = 0,707 ; P < 0,1%; r = 0,508 ; P < 1% ; r = 0,504 ; 

P < 1%) ainsi que (Mn-Fe-Zn) . D'aprds la repartition des nuages 

d'individus, les limandes pr6levées en automne auraient tendance à 

posseder des teneurs 6lev6es en MT, Cus et Cu et faibles en Zn, Mn, Fe 

contrairement aux echantillons prelevés au printemps et en hiver. Cette 

augmentation des teneurs en Cu et MT durant l'automne ne peut être li6e 

au facteur hge puisqu'il n'influence pas ces pararndtres. 

Les teneurs moyennes en MT hépatiques des limandes prélev6es en 

1991 ont tendance à être plus Blevees en automne qu'au printemps quel que 

soit le site de pr6ldvements (Calais ou Boulogne) (figure 78). Les 

teneurs en Cu soluble sont superieures à cette Qpoque Bgalement 

(t significatif au seuil de 1%) ainsi que les teneurs en Zn des 

echantillons de Boulogne. Les teneurs en metal total ne sont pas 

presentees car elles n'ont pas et6 d6terminées pour les preldvements 

d'automne. Pour les 6chantillons pr6levé.s à Calais, les teneurs en MT et 

Cu soluble sont correlees de façon significative (r = 0,505 ; P < 5%). 

Pour 1'ACP (figure 79) concernant la limande- sole, la variable MT, 

qui n'est correlee significativement qu'au Cd soluble (r = 0,39 ; 

P < 5%), determine l'axe 4 (Ctb = 15%) (projection dans le plan 1.4 non 

présentee), alors que les variables "m6tal" determinent les trois 

premiers axes (les variables Mn, Fe et Cds sont li6es). Sur la projection 

correspondant aux axes 1 et 2, les limande-soles pr6levees en automne 
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Figure 80 : ACP r6alis6e sur les teneurs hepatiques en MT, metal 
(total et soluble) des morues pr6lev6es a ditferentes 
saisons de l'ann6e 1989. 



possedent des teneurs hepatiques en Cu et Cus variees mais globalement 

plus importantes que les individus prelev6s en hiver ou au printemps. On 

a constate que ni l'âge ni le sexe ne modifient ces teneurs. Les points 

ne sont pas discrimines par rapport à l'axe 3 (projection dans le plan 

1.3 non présentée) ; les individus ne se différencient donc pas par des 

teneurs en Zn soluble particulieres. 

Chez la morue (figure 801, le Zns determine l'axe 2 (Ctb = 20%) et 

les autres variables determinent l'axe 1 (Ctb = 48%). Les MT sont 

corr61ées en priorite au Cu et Cus (r = 0,56 ; P < 1%) puis au Zn 

(r = 0,465 ; P < 5%) et au Cds (r = 0,38 ; P < 5%) . Des coefficients de 
correlation significatifs relient toujours les variables Fe, Mn et Zn 

ainsi que les teneurs en métal total (Cu et Zn) aux teneurs en metal 

soluble (Cus et Zns) (Cu-Cus : r = 0,672 P < 0,1% ; Zn-Zns : r = 0,546 

P < 1%). Les variables Cu et Zn sont Bgalement corr4lQes de façon 

significative (r = 0,536 ; P < 1%) . 
Les nuages des individus se demarquent peu en fonction de leur époque de 

pr6levements. Les individus prelevés au printemps semblent toutefois 

poss6der les teneurs en mQtal et MT les moins Blevees. Ces variations de 

teneurs ne sont influenc6es ni par le facteur âge ni par le facteur sexe: 

.nous avons montré que l'âge n'influe pas sur les teneurs en métal 

et MT de foies de morues ; 

.dans ces groupes d'individus, le parametre sexe n'intervient pas 

car les trois Qchantillonnages sont constitu6s de proportions comparables 

de males et femelles ( 3 ,  2 et 4 mâles sur 11 individus respectivement 

pour les Bchantillonnages de printemps, d'automne et d'hiver). 

L'observation de la figure 81 montre que : 

- pour chaque espece, l'automne (pr6ldvements en Octobre et 

Novembre) est la saison pour laquelle les teneurs en MT sont les plus 

6levBes et ceci de façon significative par rapport aux Bchantillons 

prelevés en hiver. 

- pour chaque espece, les teneurs moyennes en Cu total et Cu 

soluble Qvoluent parallelement au cours des saisons ; elles sont toujours 

maximales durant l'automne. 

- selon les saisons,*les proportions de Cu soluble par rapport au 

Cu total varient peu chez la limande-sole et la morue. Par contre, chez 

la limande, cette proportion est plus importante en automne (95 f 45% 

contre 53 f 31% au printemps et 70 f 30% en hiver). 
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Figure 81 : Teneurs hepatiques moyennes en MT et metal (total et 
soluble) des limandes, limande-soles et morues 
pr6lev6es au printemps (P) , en automne (A) et en hiver 
(H) de l1ann6e 1989. 
(n = 12 individus environ par Qchantillonnage). 
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- 116volution des teneurs en Zn (Zn total et Zn soluble) au cours 

des saisons diffdre selon l'espdce consid6r6e. 

Chez la morue, ces teneurs ont tendance a être plus importantes en 

automne. 

Chez la limande-sole, le Zn soluble est significativement moins abondant 

en automne qu'aux autres saisons alors que les variations du Zn total 

sont peu marquees. 

Chez la limande, le minimum de Zn total d6tect6 en automne, correspond au 

maximum de Zn soluble ; la proportion de Zns est significativement plus 

6lev6e en automne qu'au printemps. 

Les variations des teneurs mbtalliques ne sont pas li6es à 

des modifications des compos6s du foie puisque les rapports poids 

frais/poids sec sont stables au cours du temps (tableau 39). 

En r6sum6, on constate que chez les trois espdces, les variations 

globales des teneurs en MT, en Cu total et Cu soluble sont li6es : elles 

augmentent en automne (MT est corr616 à Cu chez la morue, à Cus chez la 

morue et la limande). 

Les teneurs h6patiques en MT, en Zn total et Zn soluble 6voluent de façon 

plus ind6pendantes. Seule la correlation entre MT et Zn chez la morue est 

significative (r = 0,465 ; P < 5%) . Le Zn soluble n' est pas corr616 aux 
MT de façon significative mais c'est chez la limande que la liaison des 

deux variables est la plus marqu6e, surtout en automne. D'autre part, le 

Cu est corr616 de façon significative au Zn chez la limande et chez la 

morue. 

Le Cd dos6 dans les surnageants (Cd soluble) est corrd16 de façon 

significative (au seuil de 5%) aux MT chez la limande-sole et la morue. 

La morue repr6sente donc l'espdce pour laquelle les variables 

6tudi6es sont les mieux corr616es ; la limande - sole repr6sente 1' espdce 

pour laquelle les teneurs en MT sont peu corr616es aux metaux. 

1.6. Com~araison des r6sultats concernant les ~r6ldvements de 

11ann6e 1989 et 1991 

Il existe des similitudes entre les résultats obtenus partir des 

Bchantillons pr6lev6s à Calais et ceux pr6lev6s à Boulogne en 1989 et 

1991. 

Pr6lev6es simultanément sur le site de Calais, les limande-soles ont 

toujours des teneurs mhtalliques sup6rieures et des teneurs en MT 



Tableau 38 : Rapports poids frais/poids sec des foies de limandes, limande- 
soles et morues prelevees à differentes saisons de l'annee 1989. 

Tableau 39 : Quantite minimales et maximales de Cu et de Zn liees aux 
pics 1 et 2 isoles par chromatographie de filtration sur gel 
Sephadex G7 5. 
(exprimees en pg/g foie frais) 

Tableau 40 : CorrBlations entre les teneurs hepatiques en MT et metal de 
diff6rents compartiments cellulaires, de limandes prelevees 
en milieu naturel. 
(n = 81, 
(metal total (t) , metal soluble (s) , metal lie aux proteines 
du pic 2 (2)) . 
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inferieures à celles des limandes ; 

Les teneurs des foies de limandes en MT et en Cu soluble sont toujours 

plus 6lev6es en automne qu'au printemps (Cu total non dos6 pour les 

pr6ldvements d'automne 1991) ; 

Les corr6lations obtenues sont du même type pour les limande-soles 

prelevees à Calais en 1989 et en 1991 : les MT ne sont pas corr6lees au 

metal (total et soluble) ; 

Quelle que soit 11ann6e de pr61dvement, les teneurs en MT sont correlees 

à celles du Cus chez les limandes. En automne 1991, elles sont egalement 

corr616es à celles du Zns. En 1989, cette correlation n'etait pas 

significative mais les deux variables avaient tendance à être davantage 

liees en automne qu'aux autres saisons. 

On constate donc que les corr6lations entre MT et metaux, et que les 

variations observees en fonction des espdces et de la saison sont bien 

reproductibles au cours du temps ce qui demontre une relative stabilité 

des phénomdnes que regissent ces tendances. 

Par contre, d'un point de vue quantitatif, des différences sont 

observees entre les resultats des preldvements de 1989 et ceux de 1991. 

Chez les deux espdces, les teneurs en metal total sont du même ordre de 

grandeur pour les pr6ldvements faits à Calais durant l'année 1989 et 

l'annhe 1991. Par contre, les teneurs en metal soluble ont tendance à 

être plus Blevees en 1991. 

Les teneurs moyennes des echantillons de limande-soles prelevees aux 

printemps 1991 et 1989 sont respectivement de 7,l f 3,6 pg/g poids frais 

(PF) contre 5,4 f 2,6 pg/g PF pour le Cu soluble et 54,7 f 8,6 pg/g PF 

contre 29,2 I 11,7 pg/g pour le Zn soluble. 

Chez la limande, en automne, les teneurs moyennes de Cu soluble sont de 

10,61 f 5,92 pg/g en 1991 contre 8,41 f 6,69 pg/g en 1989 et celles de Zn 

soluble, au printemps, sont de 28,8 f 4,s pg/g contre 12,6 f 6,7 pg/g PF 

en 1989. 

Les teneurs en MT sont egalement plus importantes pour les Bchantillons 

pr61eves en 1991 que pour ceux de 1989. Ces teneurs superieures peuvent 

être libes, en partie, à l'augmentaton des teneurs en metal soluble. 

Cependant, il faut signaler que la durée du stockage entre les 

preldvements et l'analyse des teneurs en metal soluble et en MT a BtB 

beaucoup plus longue pour les Bchantillons preleves en 1989 que pour ceux 

pr6leves en 1991.Les compos6s du cytoplasme ont pu subir une alteration, 

ce qui expliquerait les teneurs inferieures en MT et metal soluble 



observees pour les pr6ldvements de 1989. 

D'autre part, les teneurs en MT ont Bte determinees en RIA pour les 

preldvements de 1989 et en ELISA pour ceux de 1991. Nous avons bien 

montre que ces 2 techniques donnent des resultats correles (voir V), h 

partir d'6chantillons de limandes. Cependant, il ne faut pas exclure 

1' 6ventualit6 que les dif f kences observees au niveau des limande - soles 

puissent être liées, en partie, aux m6thodologies utilisees. 

1.7. Re~artition des metaux dans différentes aammes de poids 

moleculaire 

La chromatographie de filtration sur gel Sephadex G75 des 

surnageants hepatiques permet de determiner la repartition des metaux (Cu 

et Zn) definis precedemment sous le terme de metal soluble, dans les 

differentes gammes de poids moleculaire (PM). 

Quelle que soit 1' espdce, les mol6cules de PM 610~6 (PM > 60 kBa, 

Bluées au niveau du picl) lient toujours beaucoup plus de Zn que de Cu. 

La proportion de Cu lie au pic2 (pic contenant des proteines de 8 A 12 

kDa enviton, PM des MT) est toujours beaucoup plus importante que celle 

du Zn : elle varie entre 53 et 100% pour le Cu et d'une quantite non 

detectable A 29% pour le Zn. 

Chez la morue, c'est essentiellement du Cu qui est Blue au niveau du pic2 

alors que chez les deux espdces de pleuronectides, le Cu et le Zn sont 

lies au pic2-en proportions variables. 

Les teneurs moyennes en Cu soluble sont significativement plus 

importantes chez les limande-soles que chez les limandes alors que les 

teneurs de Zn varient peu entre les deux esphces (voir figure 71). 

L'analyse des profils d'blution des echantillons des deux espdces 

montre que la limande-sole a tendance contenir des quantites plus 

importantes de Cu que de Zn au niveau du pic2 et inversement chez la 

limande (7 profils d'elution sur 13 chez la limande présentent, en effet, 

une dominance des quantites de Zn liees au pic2 par rapport aux quantites 

de Cu contre 1 seul profil sur 6 chez la limande-sole) (voir tableau 40). 

Ces differences sont, toutefois, trop peu marquees pour expliquer la 

predominance des MT chez la limande. 

Pour certaines chromatomatographies realisees avec des Bchantillons 

de limandes et limande-soles pr6levees en automne 1991, les proportions 

de Cu et de Zn eluees au niveau du pic2 sont differentes de celles 

decrites pricedenment . 



D'aprds ces r6sultats, l'augmentation de la proportion de Zn soluble chez 

la limande en automne serait accompagnee par une augmentation de la 

proportion de Zn li6e au pic2 (40 et 56%). L'augmentation des teneurs en 

metal soluble (et des proportions par rapport au metal total) selon les 

saisons, se repercuterait donc au niveau des teneurs m6talliques du pic2. 

Bien que les MT ne soient pas corr616es significativement au Zn soluble 

chez la limande, c'est chez cette espèce cependant que le coefficient de 

corrBlation est le plus BlevB, notamment en automne. 

Chez la limande-sole, bien que la proportion de Zn soluble diminue en 

automne par rapport aux autres saisons (determin6 pour les Bchantillons 

prBlev6s en 1989), des quantites de Zn superieures à celles du Cu sont 

liees au niveau du pic2 : le contenu en Cu des pics 2 est important 

(environ 15 pg/g foie) mais celui en Zn l'est encore davantage (24 et 37 

pg/g de foie soit 45 et 68%). Ces Bchantillons ont et6 preleves en 

automne 1991 et c'est dans ces 6chantillons que les teneurs de Cus sont 

pr6sents en quantités plus importantes (12,61 pg/g) . 
Chez la morue, la proportion de Zn lie au pic2 est plus faible que 

chez les deux autres espdces (maximum 11%). Les teneurs en Cu soluble 

sont faibles compar6es à celles d'autres espèces mais une quantité 

importante est li6e au pic2 (52,8 à 100%). 

Les rapports Znt/Cut et Zns/Cus sont environ de 3,33 et 1,153 pour 

la morue ; 4,61 et 4,05 pour la limande ; 4,48 et 3,20 pour la limande- 

sole. On remarque que ces valeurs illustrent le fait que la proportion de 

Cu par rapport au Zn, disponible pour se lier au pic2, est plus 

importante chez la morue que chez les deux autres espdces. 

A partir d'un Bchantillonnage constitue de 8 limandes prelev6es en 

1989, les csrrBlations entre les teneurs en metal total, metal soluble, 

metal lie au pic2 et MT ont et6 6tudi6es (tableau 41). Les resultats 

obtenus montrent que les MT sont corr616es au Cut -Cus-Cu2 (R = 0,92 ; 

P = 4,56%) mais pas à l'ensemble Znt-Zns-Zn2, ni au Cds. Les teneurs en 

MT ne sont pas correlees significativement aux teneurs de Cu de la 

fraction totale, mais le sont vis-à-vis des teneurs en Cu de la fraction 

soluble (et des teneurs en Cu lie au pic2). En ce qui concerne le Zn, 

aucune de ces corr6lations n'est significative. Ces resultats sont en 

accord avec les donnees obtenues lors de 1'6tude des corrBlations entre 

metal total, metal soluble et MT, r6alisBe sur les preldvements de 1989. 

Ils montrent Bgalement que les quantités de Cu liees au pic2 sont 



proportionnelles aux teneurs en Cu soluble et aux MT alors que pour le Zn 

aucune de ces corrélations n'est significative. 

2. Discussion 

- Com~araison des teneurs movennes en metal et MT des trois 

es~dces de   ois sons 

Les teneurs hepatiques moyennes en MT sont differentes chez les 

trois espdces BtudiBes. En effet, les teneurs en MT des limandes, espdce 

pr6levBe à la côte, sont plus Blevees que celles des limande-soles et 

des morues, espdces pr6levBes au large. De nombreux auteurs ont montre 

que l'exposition des poissons à un environnement pollue provoque une 

augmentation des teneurs en MT dans les tissus (HAMILTON et MEHRLE, 

1986). D'aprds nos resultats, les limandes seraient exposées à un 

environnement plus contamine que les limande- soles et les morues. Or, 

les poissons presentant les teneurs en MT les plus élev6es ne 

correspondent pas à ceux possedant les teneurs metalliques les plus 

importantes : en effet, les teneurs en metal des foies de limande-soles 

sont plus importantes que celles des limandes, elles- mêmes suphrieures 

aux teneurs des morues. 

La comparaison du taux de MT chez des espdces differentes ne 

suffit donc pas pour estimer le degré de contamination du milieu auquel 

elles ont et6 soumises puisqu'il apparaît que le rapport teneur en 

MT/teneur en metal varie selon l'espdce consid6r6e. 

D' ailleurs en milieu tropical, le poisson- écureuil (Holocentrus ruf us) 

possdde des teneurs moyennes en MT hepatiques nettement plus 6levBes que 

deux autres espdces prelevees sur le même site : Haemulon sciurus et 

Haemulon aurolineatum. Même chez ces deux esphces qui sont trds proches 

phylogBnetiquement, les teneurs moyennes en MT di£ f drent : elles sont 

respectivement Qgales 196 i 145pg MT/g foie pour Haemulon sciurus et à 

345 f 25 pgMT/g foie pour Haemulon aurolindatum (HOGSTRAND et HAUX, 

1990). 

Chez une même esphce (Salmo gairdneri) , provenant de deux zones 

considBr6es corne saines et dont les teneurs en MT ont et6 determinées 

par la &me technique de dosage, les teneurs moyennes en MT hhpatiques 

varient Bgalement (respectivement 26 f 4 nmole MT/g et 52 i 8 nrnole/g 

foie) (ROCH et MC CARTER, 1984b ; OLSSON et al., 1988). 

Les teneurs en MT diffdrent donc d'une espdce à l'autre et il 



apparaît que chez une même espdce, les quantites varient Bgalement. Pour 

comparer des teneurs en MT, il est donc necessaire de se reférer a une 

espdce precise prélevée dans des conditions semblables. 

Bien que les proportions de metal soluble par rapport au metal 

total dans les foies varient selon le métal et l'espdce consid4r6s, la 

répartition des teneurs metalliques solubles est globalement comparable 

à celle des teneurs métalliques totales. Chez d'autres espdces les mêmes 

remarques ont et6 faites : les teneurs des foies en Zn total sont plus 

importantes chez Haemulon sci urus que chez Haemulon aurolinea t um. Il en 

est de même pour les teneurs en Zn soluble et inversement pour les 

teneurs en Cu de la fraction totale et soluble (HOGSTRAND et HAUX, 

1990). 

- Influence de diff6rents  aram mètres (âae, sexe. saison) sur les 

teneurs en métal et MT 

A partir d'6chantillons prélevés au printemps et en hiver, il a 

6t6 montre que chez les trois espdces les teneurs en MT ne sont pas 

affectées par le sexe de l'individu. 

Chez la limande et la morue, comme chez la perche (HOGSTRAND et 

al., 1991), les teneurs en MT ne varient pas en fonction de l'âge 

(limande et morue) ou de la taille (perche) des poissons. Par contre, 

chez les limande-soles les plus jeunes, les teneurs en MT sont plus 

QlevBes . 
Selon 1' 6poque de pr6ldvements, il existe des modifications au niveau 

des teneurs metalliques et des MT. Les teneurs en Cu (fractions totales 

et solubles) et en MT augmentent en automne chez toutes les espdces. A 

cette epoque, chez la limande, les proportions de métal soluble par 

rapport au metal total augmentent egalement alors que chez les deux 

autres espdces, en ce qui concerne le Zn, elles diminuent ou restent 

stables. 

Ces modifications ne peuvent être consider6es objectivement comme le 

resultat d'une pollution ponctuelle car les augmentations des teneurs en 

métal et MT ont et6 observees chez les trois espdces et toujours en 

automne. D'ailleurs, les teneurs metalliques des branchies, organe en 

contact avec le milieu exterieur et le plus representatif d'une 

pollution à court-terme, ne refldtent pas une augmentation des teneurs 

en Cu du milieu environnant des trois espdces (l'augmentation de ces- 



teneurs n'est detectable que chez la limande-sole) (voir III). 

Si ces variations ne sont pas le r6sultat d'une augmentation de la 

contamination dans le milieu environnant, d'autres facteurs (endogdnes 

ou exogdnes) doivent influencer les paramdtres que nous consid6rons. 

Les Bchantillons ont été pr6lev6s " in situ" et la baisse de temperature 

du milieu environnant survenant en automne peut entraîner une 

augmentation des teneurs en MT hepatiques. En effet, ce phenomdne a ét6 

observe chez la truite et interpréte par le fait que des substances 

endogdnes telles que le glucagon ou les glucocorticoïdes provoquent 

des alterations dans le m6tabolisme des carbohydrates pendant 

l'acclimatation A une diminution de temperature ; ces substances 

pourraient être des inducteurs potentiels de la synthdse des MT (OLSSON, 

1987) . Or, dans ce cas, 1'616vation des teneurs en MT hepatiques n'est 
pas accompagnee d'une augmentation des teneurs en Cu et en Zn. Cette 

hypothdse ne pourrait donc expliquer nos résultats que partiellement. 

Le cycle de reproduction influence non seulement les teneurs hbpatiques 

en metal (voir III) mais aussi les teneurs en MT. 

Chez la truite (Salmo gairdneri), les quantites de MT varient 

entre 160 et 580 pg/g environ pendant le cycle de reproduction de la 

femelle et augmentent de façon moins significative chez les males. Chez 

cette espdce ainsi que chez Cynoscion nebulosus, les teneurs en Zn et MT 

augmentent sirnultanement mais les variations des teneurs en Cu n' ont pu 

être mises en évidence a cause de leur taux et leur variabilité élevées. 
Chez ces espdces, les MT seraient donc impliquees dans la régulation du 

Zn pendant le cycle annuel de reproduction. Elles permet traient à 

l'organisme d'avoir un mecanisme de contrôle pour conserver un pool de 

Zn disponible en quantite appropriee (OLSSON et al., 1987 ; BAER et 

THOMAS, 1990). 

Certaines hormones modulent les quantités de MT. L'oestradiol, hormone 

produite par les ovaires, va stimuler la synthdse de vitellogenine au 

niveau du foie, constituant majeur des ovocytes. Le traitement par cette 

hormone provoque la synthdse des MT chez la truite juvenile (OLSSON et 

al., 1989) 

Chez le carrelet (Pleuronectes platessa), les plus importantes 

concentrations en MT hepatiques et les plus grandes vari a t ions 

individuelles sont mesurdes durant les premiers stades de d6veloppement 

des gonades et de croîssance des ovocytes (OVERNELL et al. ,1987). Ceci 

est probablement lié au moment où le taux de synthdse de la 



vitellogenine dans le foie est maximal car les teneurs maximales de 

cette proteine chez le poisson Leptocottus armatus sont atteintes quand 

les ovaires ne représenteng que le cinquième de leur taille finale (DE 

VLAMING et al., 1984) . 
Nous venons de rappeler que chez les trois espèces, les teneurs en 

MT et Cu sont plus 6levBes en automne. Cependant, la limande est 

l'espdce pour laquelle les augmentations en MT, Cu et proportion de Zn 

soluble sont les plus importantes et les corr6lations entre le Zn 

soluble et les MT sont les plus marquees, noCamment en automne. Les MT 

ont donc la capacite de séquestrer davantage de Cu et de Zn d cette 

saison. D'ailleurs, des quantites plus importantes de Zn sont associ6es 

aux proteines de moyen PM chez des poissons préleves en automne. A cette 

Qpoque, le debut de la phase de maturation des gonades provoquerait des 

changements metaboliques avec une mobilisation des Qlements métalliques. 

Compte tenu des caract6ristiques des Bchantillons prelevés en automne 

(age, sexe) , nous n'avons pû verifier si, durant cette saison, les 

teneurs en MT sont plus importantes chez les femelles. 

Cependant, la limande est Bgalement la seule espèce pour laquelle 

l'echantillonnage est constitue presque exclusivement de femelles ce qui 

nous conforte dans l'idée que les variations des teneurs doivent être 

liées au phenomène de maturation des gonades. Le facteur "sai~on'~ 

associe au facteur "sexe" de l'individu doit donc induire des 

modifications des teneurs en métal et MT hbpatiques lors du cycle de 

reproduction. 

- Relations entre metal et MT 

L' Btude de la repartition des metaux de la fraction soluble dans 

les différentes gammes de poids moleculaire (PM) montre que le Zn est 

toujours abondant dans les fractions qui correspondent au volume 

d161ution des proteines de PM 6lev6 (>60 kDa) . Chez la morue, ce metal 
est souvent presque exclusivement distribue au niveau de ces proteines. 

Par contre, chez les trois espdces, la proportion de Cu li6e aux 

proteines dont le volume d'elution equivaut un PM moyen (10 kDa 

environ), est generalement plus importante que celle li6e aux plus 

grosses proteines. 

Cette repartition des metaux dans les diffbrentes gammes de PM est 

comparable a celles observees chez de nombreuse espdces telles que 

l'anguille (NOEL-LAMBOT et al 19781, la carpe (KIT0 et al, 19821, le 

flet (DELVAL, 1984), la perche (OLSSON et HAUX, 1986). Les rdsultats ont 

montré que les quantites relatives de Cu et Zn solubles dosees au niveau 



des proteines de PM moyen varient selon les espdces et semblent liees au 

rapport Zns/Cus : les quantith de Zn situees à ce niveau ont tendance à 

être supc5rieures à celles du Cu chez la limande (Zns/Cus = 4,05) et 

inversement chez la limande-sole (Zns/Cus = 3,20). 

La composition metallique des MT, chez diff6rentes espèces, peut 

pr6senter des variations consid6rables; elles peuvent être des Cu- 

thioneines (Salmo gairdneri) (OLSSON et HAUX, 1985) ou des Zn- thionbines 

(Haemulon sciurus) (HOGSTRAND et HAUX, 1990) . Dans le second cas, les 
auteurs suggèrent qu'il s'agit d'une Zn- thionbine car le contenu en Zn 

hepatique est environ 5,5 fois superieur à celui du Cu. 

La morue pr6sente le rapport Zns/Cus le plus faible (1,63) et l'on 

constate qu'au niveau des proteines de PM moyen, c'est essentiellement 

du Cu qui est 6 1 ~ 6 .  Les MT de morues possdderaient donc des 

caract6ristiques proches de celles des Cu-thion6ines. 

Chez la limande, la correlation entre les variables "Cu soluble" 

et "MT1' est significative. La relation entre les teneurs en MT et celles 

du Zn soluble n'est pas significative mais elle est plus marquee lorsque 

les individus sont pr6lev6s en automne. 

Les quantit6s de Cu 6lu6 au niveau des protéines de PM moyen (environ 

10kDa) sont Qgalement corr616es aux teneurs en MT, ce qui confirme que 

les metalloprotéines sont bien des MT. Une augmentation des teneurs 

hepatiques en Cu soluble entraîne donc une augmentation d e  

l'incorporation du Cu au niveau des MT. 

Les quantites de Zn lie aux MT sont souvent superieures a celles du Cu. 
Bien que la complexation du Zn soit suppos6e être li6e a un besoin de 

detoxication de l'organisme ou/et au maintien de 11hom60stasie 

cellulaire, cela n'implique pas que les teneurs soient corr616es a 
celles des MT. 

Chez- la morue, les teneurs en Cu total et en Cu soluble sont 

corr616es significativement aux teneurs en MT (P<l%) ainsi que les 

teneurs en Zn. Cette dernidre relation est toutefois moins marquee que 

celle observee avec le Cu (P< 5%). 

Il apparaît donc que chez ces deux espdces, ce sont les teneurs en Cu 

qui sont les mieux corrblees aux MT. 

Les Btudes concernant les relations entre les MT et les metaux 

realisbes "in situ" confirment le fait que les teneurs des foies de 

poissons en MT et en metaux sont plus ou moins fortement liees selon le 



metal consideré. 

En effet, la perche prélevee dans differents sites de la rivière 

Gusumsan (Suède) repartis le long dl un gradient de pollution metallique 

(rejets de Cu et Zn), possdde un taux de MT hepatiques correle en 

priorite au Cu hepatique (r = 0.85) , puis au Zn (r = 0.75) et peu 

corr6le au Cd (r = 0.48). L'analyse de la distribution des metaux montre 

que des niveaux 6levés de metaux dans les individus se reflètent par une 

incorporation plus importante au niveau des MT, en particulier pour le 

Cu (HOGSTRAND et al. , 19 91) . 
Chez le flet (Platichtys flesus) et la truite (Salmo gairdneri) prélev6s 

dans des sites contamines h des degres diff6rents par une pollution 

metallique non sp6cifique, les teneurs hepatiques en Cu et MT Bvoluent 

de façon plus comparables que les teneurs en Zn et MT (OVERNELL et 

ABDULLAH, 1988 ; ROCH et a1.,1982). Alors que les quantites de Cu 

complex6es aux proteines de PM moyen sont liees aux quantites de MT et 

sont aussi fonction du degr6 de contamination metallique h laquelle la 

truite a et6 exposée, celles du Zn ne le sont pas. Pourtant, la 

concentration en Zn de l'eau Btait 20 fois sup6rieure h celle du Cu 

(ROCH et Mc CARTER, 1984) . Il faut noter, cependant, que les MT de 
truite ont et6 definies comme Btant des Cu-thioneines et donc, par 

definition, elles lieront preferentiellement du Cu plutôt que du Zn 

(OLSSON et HAUX, 1985). 

Une contamination par 10 ppm de Zn dans l'eau provoque une augmentation 

des quantites de Zn dans les proteines de haut PM et de moyen PM chez la 

carpe. Cette augmentation des quantites de Zn s' accompagne d' une 

redistribution du Cu, initialement present dans les deux types de 

proteines, vers les proteines de moyen PM exclusivement. L'exposition au 

Zn stimulerait donc le metabolisme du Cu (KIT0 et a1.,1982). 

Par contre, aprds contamination des carrelets (Pleuronectes platessa) 

par injection de Zn, les teneurs hepatiques en MT et en Zn augmentent et 

sont corr616es de façon significative (OVERNELL et al, 1987 ; OVERNELL 

et al, 1988) . 
Ces divers rbsultats montrent qu'en milieu naturel, ii l'inverse 

des experiences en laboratoire, les corr4lations entre les teneurs en MT 

et en Zn hepatiques sont rarement mises en Bvidence, même lorsque le 

milieu (ROCH et al, 1982) ou les foies (OVERNELL et ABDULLAH, 1988) 

presentent des concentrations 6levBes en Zn. Par contre, les 

correlations entre les teneurs en MT et en Cu hepatiques sont souvent 



significatives. La liaison privilegiee du Cu avec les MT existe chez de 

multiples espdces, même lorsque le Zn a et6 le paramdtre inducteur de la 

synthdse des MT. Cette correlation est li6e au probldme de compétition 

entre les metaux pour la fixation au niveau des groupements sulfhydryles 

des MT et s'explique par le fait que le Cu a une af finite sup6rieure h 

celle du Cd, elle-même superieure a celle du Zn pour la liaison avec les 
MT (KAGI et NORBERG, 197 9) . 

Chez la limande-sole, les variables Cu et Zn (total et soluble) ne 

sont pas corr616es de façon significative h la variable MT. Les 

variations des teneurs en Cu soluble et MT sont toutefois comparables 

car elles augmentent en automne. 

Dans une 6tude concernant le flet capture en milieu naturel, il a et6 

montre egalement que les MT ne sont pas carrelées aux concentrations de 

Cu dans les organes (ADDISSON, 19881, alors que d'aprds OVERNELL et 

ABDULLAH (1988) cites ci-dessus, il existe chez cette espèce une 

relation entre les teneurs en MT et Cu. L'environnement du poisson 

influence donc fortement la nature des corr6lations mises en évidence 

qui ne sont pas li6es uniquement au facteur "espèce". 

Nos resultats ont montre Bgalement que les teneurs hepatiques en 

Cu varient en fonction de celles du Zn chez les limandes et les morues. 

Lorsque des flets ont et6 pr6lev6s en milieu naturel dans des sites 

contamines par du Cu (BRYAN et GIBBS, 1983) ou du Zn (OVERNELL et 

ABDULLAH, 1988), les teneurs hepatiques du contaminant augmentent alors 

que celles des autres metaux restent stables. Ces observations 

demontrent que les limandes et les morues n'ont pas dû être soumises h 

un environnement pollue specifiquement par l'un de ces deux m6taux. 

Chez les limande-soles pr6levees h Calais, les teneurs en Cu et 

Zn ne sont pas corr616es : cette espdce de fond a dû être soumise h un 

environnement dont les caract6ristiques diffdrent de celui des autres 

espdces . 
Seules les deux espdces prelevees au large (morue et limande- 

soles) prbsentent des correlations significative entre les teneurs en MT 

et celles en Cd soluble. Cependant, les teneurs hepatiques moyennes en 

Cd soluble sont du même ordre de grandeur chez les trois espdces et le 

nombre d16chantillons dont les teneurs en Cd total atteignent le seuil 

de detection au SAA en flamme est comparable chez les deux espdces de 

poissons plats. D'aprds ces r6sultats, on ne peut attribuer cette 



difference à une contamination par du Cd plus prononcee au large qu'à 

la côte. Pourtant, d'aprds les bilans du "projet mer" de la Belgique 

(1976), les concentrations de Cd dans l'eau de mer seraient plus elevees 

au large qu'a la côte et liees aux apports provenant de la Manche. Le 

site de chalutage "large" ne doit pas faire partie de la zone contaminée 

car des concentrations Blevees en Cd sont géneralement refletées dans 

les organismes. 

Selon l'hypothèse du "spillover" 6mise par WINGE et al. (1973), la 

toxicite des metaux n'intervient que quand la capacit6 de liaison des MT 

est saturee car les metaux excedentaires sont alors transf6res vers 

d'autres mol6cules telles que les enzymes. D'aprbs nos r&sultats, les 

limande-soles et les morues presenteraient une tolérance superieure à 

celle des limandes vis-&-vis du Cd puisque les teneurs en Cd sont 

reliees aux teneurs en MT. On sait que l'affinit6 du Cu pour les MT est 

superieure à celle du Cd. Des teneurs hepatiques Blev6es en Cu peuvent 

impliquer une complexation importante de ce m6tal au niveau de la 

proteine et limiter le nombre de sites disponibles pour la liaison du 

Cd. Ceci expliquerait que les teneurs en MT ne soient pas corr6lees à 

celles du Cd soluble. Or, c'est pr6cisement llesp&ce "limande" qui 

presente les rapports teneurs en MT/teneurs en Cu les plus Bleds et 

donc une potentialite plus Blevee pour la complexation du Cd. 

ROCH et MC CARTER (1984) remettent en cause 1' hypothèse du "spillover" 

car, d'après ces auteurs, le taux de synthdse des MT, et non pas leur 

concentration ni les metaux associ6s, serait essentiel pour 1 a 

protection contre la toxicite metallique. En effet, des niveaux Blevés 

de MT sont trouves chez des animaux qui n'ont pas et6 acclimatés à une 

contamination par les metaux lourds (ROCH et MC CARTER, 1984a ; 1984b). 

Selon cette observation, il est possible que les quantites importantes 

de MT induites chez les limandes soient liees au fait que cette espdce 

est moins tolerante vis-à-vis des metaux que les limande-soles . 

- Relation entre les teneurs en metal et MT et le dearé de 

contamination des sites de or~lévements 

Dans le chapître III, nous avons montre que les teneurs 

m6talliques des foies de poissons varient lorsque les teneurs du milieu 

environnant diffhrent, et qu'entre les trois organes Btudies (foie, 

branchie, muscle) , le foie ref lète davantage le degr6 de contamination 

du milieu. 



En effet, les teneurs hepatiques en métal des morues prelevees au large 

de Calais ont tendance A être plus Blevees que celles des individus 

pêches A la côte, site relativement moins contamine que le large. 

Le site de Calais est plus pollue que le site de Boulogne et les 

poissons plats préleves A Calais presentent davantage de metal total que 

ceux captures A Boulogne. Les teneurs hepatiques en Cu et Zn du flet 

prBlev6 dans les mêmes zones en 1984 variaient de façon similaire 

(DELVAL, 1984) (voir III). Lorsqu'ils sont preleves sur le site de 

Calais, ces poissons possddent Bgalement des teneurs en metal soluble 

plus importantes. 

Bien que les teneurs en metal total et en metal soluble varient, les 

proportions de Zn et de Cu solubles par rapport au Zn et au Cu total 

restent comparables chez les individus d'une même esphce préleves dans 

deux sites differents. Chez la perche, la repartition du Cu et du Zn 

h6patiques dans les differents compartiments cellulaires (isolés par 

centrifugation et ultracentrifugation) n'est pas modifiée même si le 

degr6 de contamination par le Cu et le Zn subi par le poisson varie 

(HOGSTRAND et al. , 1991) . L' exposition de Catostomus commersoni A des 
concentrations Blevees en Cd, Zn ou Hg ne modifie pas la capacite de 

liaison du dans les surnageants mais modifie sa répartition au 

niveau des mol6cules des differentes gammes de PM (KLAVERKAMP, 1987). 

Le degr6 de contamination du milieu n'intervient donc pas sur la 

répartition des metaux dans la fraction soluble et totale. 

Chez les limandes et les morues provenant des sites les plus contamines, 

non seulement les teneurs hepatiques en metal augmentent mais Bgalement 

les teneurs en MT. Les teneurs en metal et M'ï' des poissons prelev6s en 

milieu naturel varient donc avec le degr6 de contamination du milieu. 

Ces r6sultats sont en accord avec l'hypothdse 6mise par divers auteurs 

demontrant, apres intoxication des poissons en laboratoire, que la 

synthhse des MT est induite par exposition aux métaux lourds et que la 

quantification de cette grotdine devrait être utilisBe pour Bvaluer le 

degr6 de pollution du milieu environnant (KIT0 et al., 1986 ; OLSSON et 

al., 1987 ; OVERNELL et al., 1988). Quelques Btudes ont eu pour but de 

verifier "in situ" si l'utilisation de cet indicateur biochimique est 

reellement envisageable. 

Chez la perche prelevee dans un environnement contamine par le Cd, la 



majorité du Cd hépatique est lie0 aux MT et l'accumulation du Cd est 

corrélée avec les teneurs en MT hépatiques (OLSSON et HAUX, 1986) . Une 
relation similaire existe entre les teneurs hépatiques en MT , en Cu et 

en Zn chez la même espdce capturée dans un secteur contaminé par du Cu 

et du Zn (HOGSTRAND et al., 1989). 

Chez une espdce tropicale (Haemulon sciurus), il a Bté montré que 

lorsque les concentrations de Cu et de Zn augmentent dans le foie, une 

proportion plus importante de ces métaux est séquestrée par les MT, ceci 

en fonction du degré d'exposition (HOGSTRAND et HAUX, 1990). 

Chez la truite capturée dans une série de lacs pollués par un mélange de 

Cu, Zn, et Cd, les teneurs en MT hépatiques sont corrélées celles du 

Cu dans le foie et du Zn dans l'eau (ROCH et al., 1982). 

On constate donc que chez des individus prélevés en milieu 

naturel, les teneurs en MT sont plus importantes chez les poissons 

provenant des sites les plus contaminés. Cependant, selon la nature de 

la pollution, la relation MT/métal dans les organes n'est pas toujours 

mise en évidence notamment lorsqu'il s'agit de contamination par le Zn. 

D' aprds nos résultats, il serait envisageable d' utiliser les MT 

pour estimer le degré de pollution auquel ont été soumises les limandes 

et les morues. D'ailleurs, rappelons que ce sont chez ces espdces 

qu'ont Bté détectées les meilleures corrélations entre les teneurs en MT 

et celles du Cu et du Zn. D'autre part, chez la limande prélevée sur le 

deux sites différemment contaminés, les teneurs en Cu et Zn diffdrent de 

façon significative (d'un facteur 1,7 et 1,44 environ respectivement) 

mais pas les teneurs en MT (variant d'un facteur 1,21 environ) . A 
l'inverse des tendances observées chez la perche (HOGSTRAND et al., 

1991), une augmentation relativement marquée des concentrations 

métalliques résulte en de faibles variations des teneurs en MT. Chez la 

morue prélevée sur les sites de "réfBrence" et "contaminé", les teneurs 

hépatiques moyennes en métal et MT varient d'un facteur équivalent 

(environ 1,251. 

Par contre, chez la limande-sole, bien que les teneurs 

métalliques soient plus Blevées chez les individus prélevés dans le site 

le plus contaminé, les teneurs en MT sont du même ordre voire plus 

faibles que chez les individus prélevés dans le site le moins contaminé. 

Ces résultats ne sont pas expliqués par l'influence de facteurs 

biologiques tels que le sexe ou l'âge des individus. Il faut noter que 

chez cette espdce, les relations teneurs en MT/teneurs en metal total et 



soluble n'ont pu être mises en 6vidence. D'autre part, contrairement aux 

deux autres espbces BtudiBes, les teneurs rnetalliques branchiales et 

h6patiques etaient plus 6levBes chez les individus du site le plus 

contamin6 mais le muscle pr6sentait des teneurs plus faibles. Des Btudea 

compl6mentaires seraient necessaires afin d161ucider les probldmes 

soulev6s lors de l'analyse des r6sultats concernant cette espdce. 





CHAPITRE V I  I : BILAN ET CONCLUSIONS 

Dans ce travail concernant l'impact de la contamination du 

milieu marin par les métaux lourds sur les organismes vivants, nous 

nous sommes consacrés h traiter des données provenant de prél8vements 

"in s i t u " .  

Le littoral de Calais h Dunkerque est pollué par des rejets 

provenant essentiellement de Calais. Cette zone a donc été comparée h 

celle de Boulogne, secteur défini lors de travaux antérieurs, comme 

Btant moins pollué (DELABRE, 1985 ; DELVAL, 1984). Les concentrations 

m6talliques mesurées dans les sédiments ont confirmé ces données et 

ont permis de préciser que les degrés de contamination des deux sites 

du large sont plus diff6rents ceux des deux sites de la côte. D'autre 

part, les sites du large présentent une charge métallique globalement 

supérieure h ceux de la côte, résultat probablement lié h l'impact des 

dépôts de dragages. 

L'6tablissement des niveaux de concentration en contaminants 

métalliques dans les tissus d'organismes marins avait deux objectifs : 

le contrôle de la salubrité des produits de la mer qui constituent des 

vecteurs de substances potentiellement toxiques pour l'homme et le 

suivi de la contamination du milieu. Le premier objectif peut être 

facilement atteint puisque le tissu choisi (muscle) est consomm6. 

Cependant, la réalisation du second objectif est plus difficile dans 

la mesure où il repose sur l'hypothdse de l'existence d'une 

proportionnalité entre la concentration en éléments métalliques dans 

l'organisme et celle du milieu environnant. 

Les poissons pr6lev6s sur le littoral Nord-Pas-de-Calais se 

caractérisent par des teneurs particulidrement élev6es en Pb au niveau 

du muscle. Il avait 6té montre précédemment que dans cette région le 

Pb est effectivement abondant dans l'environnement ainsi que dans le 

muscle de morue (COLAS, 1980). D'un point de vue sanitaire, ces 

résultats sont donc intéressants. En ce qui concerne les autres métaux 

étudiés, les teneurs mesurees sont dans la gamme des niveaux de 

référence établis par le CIEM (CIEM, 1988 cité par COSSA, 1990). 



Parmi les trois organes consider6s (branchies, foie et muscle), 

c'est le cortdge metallique des branchies qui refldte le mieux 

l'importance respective des differents metaux presents dans 

l'environnement, observation explicitee par le fait que cet organe est 

en contact direct avec l'extérieur. 

D'autre part, les individus prelevés au large de Calais 

presentent au niveau des branchies des teneurs 6levBes en Mn et Pb 

tandis que le Fe et le Zn sont plus abondants chez les individus 

provenant de la côte. Ces teneurs (excepte le Fe) sont representatives 

de la charge metallique des milieux environnants respectifs. 

Les teneurs métalliques des foies varient en fonction du degr6 

de contamination du milieu. En effet, les poissons preleves sur les 

sites les plus contamin6s presentent les teneurs les plus 6lev6es en 

metal. D'autre part, les concentrations hepatiques sont globalement 

plus importantes chez les poissons plats que chez la morue, ce qui est 

li6 au mode de vie des poissons. Les premiers sont en contact avec le 

fond et sont donc soumis à une source de contamination plus importante 

que la morue vivant davantage dans la colonne d'eau, observation 

confirmee par les r6sultats de BARAK et MASON (1990) concernant 

l'anguille (Anguilla anguilla) et le gardon (Rutilus rutilus). 

Les teneurs m6talliques des muscles ne sont pas liees aux 

variations des degres de contamination auquel ont et6 soumis les deux 

espdces de poissons plats. Le muscle de flet, espece presentant un 

caractere de sedentarite plus marque que les limandes et limande- 

soles, est d'aprds COSSA (1990!, un bon indicateur de la contamination 

du littoral. Le mode de vie des poissons est donc determinant quant à 

l'utilisation et à la qualit6 de l'indicateur "teneurs m6talliques du 

muscle". 

Suite à ces analyses, il est donc apparu que les contenus en 

metal des foies et des branchies sont, dans l'ensemble, lies à la 

charge en polluants du milieu environnant. Les modifications des 

teneurs m6talliques hepatiques semblent amplifiees par rapport aux 

variations observees dans les branchies. Ceci s'explique par le fait 

que le foie est un organe accumulateur (notamment de Cu) et constitue 

le site ultime de stockage de nombreux metaux. Les branchies 

constituent une voie de contamination importante pour les metaux en 



solution. En effet, une contamination par l'eau se ref lBte d'abord au 

niveau des branchies (WESTERNHAGEN et al., 1 9 8 0  ; LAUREN et MC DONALD, 

1 9 8 5 ) .  Les metaux absorbes sont ensuite transferes vers les organes 

internes tandis que le tractus digestif represente la voie majeure 

d'assimilation pour les metaux fournis par la nourriture (DALLINGER et 

al., 1 9 8 7 ) .  En milieu naturel, dans des conditions qui sont 

assimilables & une "intoxication" chronique via l'eau et la 

nourriture, le foie et les branchies sont donc impliques dans 

l'absorption et doivent être representatifs de la pollution du milieu 

environnant. 

Le foie est un organe qui intervient non seulement dans 

l'accumulation des metaux mais Bgalement dans la detoxication. La 

complexation des metaux par des ligands organiques peut les 

rendre biochimiquement moins actifs. Des proteines intracellulaires 

sp6cifiques, les m6tallothion6ines (MT) agissent comme des agents 

protecteurs vis-&-vis de la toxicite de ces elements. La presence de 

MT a et6 mise en Bvidence chez de nombreux organismes incluant 

differentes espBces de poissons (KLAVERKAMP, et al. 1 9 8 4  ; KRESOSKI et 

al., 1 9 8 8 ) .  Cependant, il existe des m6talloprot6ines differentes des 

MT (STONE et OVERNELL, 1 9 8 5 ) .  C'est pourquoi la caracterisation des 

proteines complexant les metaux d'un poids mol6culaire de 1 0  kDa a et6 

n6cessaire avant d'adopter une technique de dosage adaptee pour 

determiner les teneurs hepatiques des m6talloprot6ines dans l'ensemble 

des Bchantillons preleves en milieu naturel. 

Des MT ont et6 detectees dans les foies de limandes (OVERNELL et 

MC INTOSH, 1 9 8 8 ) .  Par contre, & notre connaissance, aucune donnee 

bibliographique ne concerne la presence des MT chez les esphces 

limande-sole et morue. La caracterisation des m6talloprot6ines de PM 

de 1 0  kDa environ a permis de montrer que chez les pleuronectidBs, les 

mBtalloprot6ines hepatiques sont bien des MT. Comme chez d'autres 

esphces ( S a l m o  g a i r d n e r i  ; C a r a s s i u s  a u r a t u s )  , deux isoformes de MT 

sont presents chez chacune de ces especes (OLSSON et HAUX, 1 9 8 5  ; 

YAMAMURA et SUZUKI, 1 9 8 3 ) .  D'aprBs la position des pics visualisBs sur 

les profils df61ution obtenus par chromatographie HPLC en DEAE après 

filtration sur gel Sephadex G 7 5 ,  l'un des deux isoformes est commun 

aux deux espèces. Ces isoformes sont tous subdivis6s en 2 pics majeurs 



sur colonne en phase inverse comme chez le flet (Platychtys flesus) 

(RICHARD et al., à paraître) et l'une des proteines isolees, 

presentant les propriet6s d'absorbance des MT, contient 22% de 

cyst6ine chez la limande et 27% de cyst6ine chez la limande-sole. La 

teneur en cyst6ine des proteines contenues dans le second pic varient 

selon les Bchantillons. On peut Bmettre l'hypothdse que ce pic est 

consti tu6 d'une MT associ6e à d'autre (SI prot6ine (s) . Cependant, des 
6tudes compl6mentaires seraient n6cessaires afin de pr6ciser la nature 

de ces prot6ines. 

A l'inverse de certains r6sultats obtenus chez la truite (THOMAS 

et al., 1985 ; KAY et al., 1986), le type de contamination subie par 

le poisson (contamination artificielle par injection de Cd ou 

contamination par exposition en milieu naturel) n'intervient pas sur 

la nature des m6talloprot6ines induites par le poisson. 

Les deux isoformes de MT separes sur colonne DEAE ne se 

distinguent pas par une liaison pr6f6rentielle pour un Blement en 

particulier car ils complexent aussi bien le Cd que le Cu ou le Zn. 

Cependant, l'isoforme 2 est souvent pr6dominant ce qui est en accord 

avec les donnees de DUNN et al. (1987) . 
Les m6talloprot6ines h6patiques de morue n'ont pas 6t6 

caracteris6es de façon aussi pr6cise que celles des poissons plats. 

Toutefois, les dosages r6alis6s par polarographie à impulsions 

dif fbrentielles (DPP) et par immunologie avec un anticorps anti-MT de 

perche ont montre que des MT sont Bgalement pr6sentes chez cette 

espdce . 
Afin de quantifier les MT dans l'ensemble des Qchantillons 

prelev6s "in situ", nous avons voulu utiliser une technique qui soit 

adapt6e au suivi de "routine" c'est-à-dire susceptible d'être employ6e 

ulterieurement dans le cadre de r6seaux de surveillance des milieux 

naturels. La technique ideale devait donc rassembler les avantages 

suivants : fiabilite, rapidit6 et facilite de mise en oeuvre, D'aprds 

ces critdres, les techniques immunologiques paraissaient donc, à 

priori, les plus appropri6es, notamment l'ELISA, technique plus rapide 

que la RIA et ne n6cessitant pas l'utilisation de produit radioactif. 

La RIA a 6t6 la premidre technique qui a pÛ être utilis6e. Les 

MT hhpatiques des trois espdces de poissons ont 6t6 quantifides avec 



un anticorps (Ac) polyclonal anti-MT de perche mis à notre disposition 

par le Dr C. HOGSTRAND (Suède) . Bien que cet Ac presentait une 

sp6cificit6 moindre vis-à-vis des MT hepatiques des trois espèces 

etudi6es que vis-à-vis de celles de perche, les caractéristiques des 

courbes standards permettaient de quantifier les MT de nos 

Bchantillons dans de bonnes conditions. Ulterieurement, cet Ac a été 

utilis6 en ELISA et la methode que nous avons mise au point a permis 

d'abaisser le seuil de detection de ces prot6ines. D'aprhs WINGE et 

GARVEY (1983) , les changements intervenant au niveau de la partie N- 

terminale de la structure primaire des proteines seraient davantage 

impliques dans 1' immunor6activit6 de l'Ac que la compos i t ion 

metallique des MT. C'est pourquoi les Ac diriges contre les MT de 

poissons ne detectent pas les MT de mammifères (NOREY et al., 1990 ; 

CHATTERJEE et al., 1990), ce que nous avons egalement vérifie. 

Cependant, d'après les resultats obtenus en RIA et en ELISA, 

l'immunor6activit6 de l'Ac anti-MT de perche diffbre selon la nature 

des Qlements metalliques lies aux MT contrairement à diverses donnees 

de la litterature (GHAFFAR et al., 1989 ; HOGSTRAND et HAUX, 1990 ; 

CHATTERJEE et MAITI, 1990 ; NOREY et al., 1990) . Dans leurs 

experiences, ces auteurs disposaient d'Ac diriges contre les MT 

analysees. Le fait que nous ayons utilise un Ac non spécifique lors 

des dosages des MT peut être un paramètre à prendre en compte pour 

expliquer ces differences. 

L'utilisation de la DPP pour le dosage des MT hepatiques des 

deux espèces de poissons plats a donne des resultats corr616s ceux 

obtenus en RIA, comme chez la perche (HOGSTRAND et HAUX, 1992). Bien 

que le seuil de d6tection de la DPP soit plus 6lev6 que celui de la 

RIA (lorsque l'Ac utilise est sp6cifique des MT consid6rBes) et de 

l'ELISA, cette technique est suffisamment sensible pour détecter les 

MT pr6sentes dans des tissus tels que le foie ou les reins. 

Etant donne que l'utilisation d'un Ac est limitee du fait de sa 

specificite et que, d'après nos rbsultats, l'immunor6action peut 

varier selon la nature des Blements m6talliques cornplex6s aux MT, la 

DPP apparaît comme une technique relativement interessante bien que 

plus fastidieuse d'un point de vue pratique. 



La determination (par immunologie) des teneurs hepatiques en MT 

des poissons preleves en milieu naturel a montre que la comparaison du 

taux de ces protéines chez des espdces differentes ne suffit pas pour 

estimer le degré de contamination du milieu auquel elles ont et6 

soumises puisque le rapport teneurs en MT/teneurs m6talliques varie 

selon les espdces. En effet, la limande possdde davantage de MT que la 

limande-sole et la morue ; or, c'est la limande-sole qui présente les 

plus importantes concentrations metalliques. 

Dans cette etude, la liaison des MT hepatiques avec le Cu et le 

Zn a ét6 Btudi6e plus particulidrement et ce, pour deux raisons : 

- la region Nord-Pas-de-Calais n'est pas polluee par un metal 

spBcif ique mais plutôt par une multiplicite d'elements metalliques ; 

d'autre part, le Cu y est relativement abondant (DELABRE, 1985 ; 

DESSAINT, 1987) ; 

- chez des organismes qui ne sont pas soumis à une 

contamination particulidre, les MT sont impliquées dans la 

regulation de l'hom6ostasie cellulaire du Cu et du Zn (DUNN et 

al., 1987). 

Selon 1' époque de preldvement , les teneurs hepat iques en metal 

et MT varient : les concentrations en Cu (total et soluble) et MT sont 

maximales en automne chez les trois espdces ; l'evolution des teneurs 

en Zn diffdre selon l'espdce, le Fe et le Mn diminuent en automne chez 

les deux esp8ces de poissons plats. Diverses Btudes ont montre que les 

teneurs hepatiques en metal et MT sont modifiees durant le cycle 

annuel de reproduction et que ces variations sont généralement plus 

marquees chez les femelles (FLETCHER, 1978 ; DELVAL, 1984 ; OESSON et 

al., 1987). Des transferts de metaux qui ont un rôle dans le 

developpement embryogenique surviennent au niveau du foie (MIRAMAND et 

al., 1991) et le traitement par l'oestradiol, hormone provoquant la 

synthdse de vitellog6nine, provoque la synthdse de MT chez la truite 

juvenile (OLSSON et al., 1989) . La limande est la seule espdce dont 
116chantillonnage soit constitue presque exclusivement de femelles et 

-la periode de maturation des gonades débute en automne (TASSEL, 1985); 

c'est Bgalement l'espdce pour laquelle les variations de ces teneurs 



sont les plus marquees. Le cycle saisonnier influence donc les teneurs 

hepatiques en metal et MT par le biais du paramdtre "reproduction". Il 

s'agit d'un facteur important à prendre en compte dans le cadre de 

suivis reguliers de la qualit6 des milieux naturels. 

D'autre part, nous avons montre que les corr6lations entre les 

teneurs hepatiques en MT et en Zn sont rarement mises en Bvidence 

alors que les teneurs en Cu sont gdneralement liees à celles des MT. 

Chez diverses espdces de poissons, en particulier lorsqu'ils sont 

contamines par voie naturelle ("in situ" ou en laboratoire), la 

liaison privil6giee du Cu avec les MT existe même lorsque le Zn a 6t6 

le paramdtre inducteur de la synthdse des MT (KITO et al., 1982 ; 

ROCH et al., 1984) . De plus, nous avons observe chez la limande que 
l'augmentation des teneurs hepatiques en Cu soluble est associee à une 

augmentation de l'incorporation du Cu au niveau des MT. Ces donnees 

sont en accord avec celles d'autres auteurs concernant la perche 

(Perca fluviatilis) et la truite (Salmo gairdneri) (HOGSTRAND et al., 

1991 ; ROCH et al., 1984) . 
Ces resultats sont lies au probldme de cornpetition entre les 

metaux pour la fixation au niveau des groupements sulfhydryles des MT 

et s'explique par le fait que le Cu a une affinitb sup6rieure à celle 

du Zn pour la liaison avec les MT (KAGI et NORDBERG, 1979) . 

Suite à l'induction de la synthdse de MT par intoxication de 

poissons en laboratoire, diff6rents auteurs ont 6mis l'hypothdse que 

la quantification de cette proteine devrait être utilisee pour Bvaluer 

le degr6 de pollution des milieux naturels (KITO et al., 1986 ; OLSSON 

et al., 1987 ; OVERNELL et al., 1988). 

La relation dose-r6ponse li6e au degr6 de pollution, est un 

critdre indispensable pour l'utilisation d'un biomarqueur. Un 

bioindicateur doit 6galement être suffisamment sensible pour que sa 

repense soit detectable avant que l'ensemble de la population ne soit 

soumise à des conditions de toxicite trop s6vdres. 

Par rapport aux teneurs hepatiques des poissons provenant des sites de 

"ref6rence", les limandes et les morues capturees sur les sites les 

plus contamines presentent des teneurs en metal et MT plus Blev6es. 

Les teneurs h6patiques moyennes en MT et metal (Cu et Zn) des morues 



provenant de ces deux sites varient d'un facteur Bquivalent. Par 

contre, chez les limandes pr6lev6es sur le site le plus contamine, les 

teneurs en m6tal augmentent davantage que les teneurs en MT. 

Dfapr&s les r6sultats expos6s, la relation dose-r6ponse existe 

et serait propre A chaque espdce. 

Chez la morue et la limande, l'augmentation des teneurs en MT 

est dBtectable alors que les teneurs en Cu et Zn varient relativement 

peu (elles ne dif f Arent que d'un facteur 1,7 maximum) . Le marqueur 
"MT" est donc relativement sensible. En ce qui concerne lfesp&ce 

limande-sole, des Btudes compl6mentaires seraient n6cessaires afin de 

cerner davantage les phe5nomdnes r6gissant l'accumulation m6tallique et 

la synthese des MT. En effet, les r6sultats dont nous disposons n'ont 

pas permis df6tablir, comme chez les deux autres espèces, une 

relation de cause A effet entre le degr6 dfimpr6gnation en polluants 

du milieu environnant et celui de certains tissus des individus 

(muscle) ou les teneurs en MT hbpatiques. 

Enfin, un bioindicateur doit être assez specifique pour que sa 

rbponse permette d'identifier un toxique ou une cat6gorie de toxiques. 

L'influence d'autres paramdtres susceptibles dfinterf6rer tels que des 

facteurs environnementaux ou biologiques doit donc être definie (HAUX 

et FORLIN, 1988 ; COSSON et al., 1991) . Bien que les metaux lourds 
soient les inducteurs les plus puissants des MT (KLASSEN et 

LEHMANN-MC KEEMAN, 1989), d'autres paramdtres peuvent induire la 

synthdse de ces prot6ines chez les poissons tels que le stress 

physiologique provoque5 par un manque de nourriture ou la temperature 

du milieu environnant (BREMNER et DAVIES, 1975 ; OH et al., 1978) . 
D'autre part, le cycle de reproduction entraâne des modifications des 

teneurs de ces proteines (OVERNELL et al., 1987 ; OLSSON et al., 1987 

; OLSSON et al., 1989), ce qui a d'ailleurs e5t6 constat6 lors de cette 

Btude chez les poissons pr6lev6s en automne, phriode correspondant au 

d6but de la pBriode de maturation des gonades. Chez la limande et la 

morue, le facteur " âge" ainsi que le facteur "sexe" (test6 chez des 

individus pre5lev6s au printemps ou en hiver) n' influencent pas les 

teneurs he5patiques en MT. 

Diffbrents auteurs ont propos6 d'exploiter le bioindicateur 

"MT" pour le suivi de la contamination des poissons par les metaux 



lourds (KLAVERKAMP et al., 1984 ; HAUX et FORLIN, 1988 ; HOGSTRAND et 

al., 1991). Par rapport aux 6tudes anterieures concernant des milieux 

naturels plus ou moins confines (voir introduction), ce travail a et6 

réalise h partir de poissons preleves en milieu marin dans un secteur 

soumis h un fort hydrodynamisme. Bien que les polluants rejetes dans 

l'environnement soient relativement disperses, les zones d'étude 

présentaient des degrés distincts de contamination et nous avons 

montre que les limandes et les morues pr6levées sur ces sites 

pr6sentaient des teneurs variables en MT. Compte tenu de ces 

resultats, il apparaît que l'utilisation des MT en tant que marqueur 

de pollution est donc effectivement envisageable. Il faut, cependant, 

tenir compte du cycle de reproduction des poissons voire exclure le 

suivi de ce marqueur lors de la période de maturation des gonades. La 

notion de bioindicateur de la pollution par les metaux lourds a Bté 

limite0 aux elements Cu et Zn. Comme les MT sont impliquées dans le 

mecanisme d'horn6ostasie du Zn et secondairement du Cu, elles ne 

peuvent être qualifiees uniquement de proteines de d6toxication, ce 

que COSSON et al. ont d'ailleurs signalé (1991) . Ces metaux Citant 
biologiquement essentiels, il est difficile, vu l'état actuel des 

connaissances, d'interpréter l'augmentation des teneurs en MT en terme 

d'6tat de sant6 des poissons. Des Btudes ulterieures devraient être 

entreprises pour preciser le diagnostic lie5 h la valeur du paramètre 

"MT". 

La toxicité des metaux lourds est probablement réduite par 

complexation avec les MT. Cependant, la liaison de certains metaux qui 

bouleversent les complexes Zn-MT (tel que le Cd), modifie le pool de 

Zn maintenu disponible par la presence de cette proteine. Ces 

desequilibres peuvent entraîner des perturbations physiologiques. 

Les avantages de la detoxication qu'offrent les 

m6tallothionéines doivent donc être relativisés, en tenant compte des 

constantes dtaffinit6 du métal pour les MT (Hg>Cu>Cd>Zn) et des délais 

de biosynthèse de ces proteines en repense aux inducteurs. 
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LISTE DES ABREVIATIONS 

: Analyses en Composantes Principales 

: Colonne échangeuse d'anions 

: Polarographie à impulsions différentielles 
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: Métal soluble 

: Métal total 
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: Poids Moléculaire 

: Poids sec 
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F i g u r e  1 : Teneurs  r n b t a l l i q u e s  d e s  o r g a n e s  d e  l imandes  
annexe p r b l e v 6 e s  a u  p r i n t e m p s  1991 A C a l a i s  (CL)  e t  

Boulogne (BL) . 
( * :  t s i g n i f i c a t i f  a u  s e u i l  d e  5%)  
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Figure 2 : Teneurs m6talliques des organes de limande-soles 
annexe pr6lev6es au printemps 1991 à Calais (CL) et Boulogne 

(BL) . 
( r : t significatif au seuil de 5%) 
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Figure 3 : Teneurs mbtalliques moyennes des branchies de poissons 
annexe prblevbs à diffdrentes saisons de l'annbe 1989. 

(t significatif au seuil de 5% entre printemps et automne * 
, automne et hiver , printemps et hiver O ) .  
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Figure 5 : Teneurs m6talliques moyennes des muscles de poissons 
annexe pr6leves a diffbrentes saisons de 11ann6e 1989. 

(t significatif au seuil de 5% entre printemps et automne 
, automne et hiver , printemps et hiver O ) . 
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Figure 6 : Teneurs hepatiques moyennes en MT, metal total et metal 
annexe soluble des limandes et limande-soles prelevees au 

printemps1991 sur les sites de Calais (C) et Boulogne (B) . 
(+: t significatif au seuil de 5%) 




