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DMPO : 5,5-diméthyl purroline-N-oxyde

DO: densité optique
DTNB : acide 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoïque)

DTT: dithiotréitol
ESR : résonance électronique de spin

GCS : y glutamylcystéine synthétase

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase

GPx Se ind. : glutathion peroxydase sélénium indépendante

GPx tot. : glutathion peroxydase totale

GRd : glutathion réductase

GSH: glutathion réduit

GSSG: glutathion oxYdé

HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques

HzO z : peroxyde d'hYdrogène

HPLC : chromatographie liquide haute performance

K6 : constante cinétique d'une enzyme pour son substrat

MDA: malondialdéhYde
MnSOD : superoxyde dismutase à manganèse

NADP+ : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme oxydée

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate sous forme réduite

NaN3 : ande de sodium

NEM : N-éthYlmaléimide
OPA : ortho-phtalaldéhyde
PCBs : polychlorobiPhénYls
pCMB : acide p-chloromercuribenzoiQue

PLGPx : phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase

PMSF : phénylméthylsulfonylfl uorure

RPE : résonance paramagnétique électronique

S12000 : surnageant de centrifugation 120009 (fraction c}'tosolique)

SeGPx : gl utathion peroxydase sélé ni um-dépe ndante

SOD : superoxyde dismutase

TNB : acide thiobis-nitrobenzoiQue
UV : ultra violet
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I. INTRODUCTION



Cette étude s'inscrit dans le cadre de la recherche de biomarqueurs de toxicité permettant de

détecter I'altération précoce des organismes aquatiques vivant au sein d'écosystèmes

contaminés.

Un biomarqueur peut être défini comme tout changement physiologique, biologique ou

comportemental induit par I'exposition à des substances chimiques et pouvant être utilisé

comme indicateur précoce d'exposition ou de toxicité à des xénobiotiques.

Ses principales caractéristiques sont les suivantes : (1) il doit être facile à mesurer et Permettre

la quantification sur plusieurs individus afin d'évaluer la variabilité inter individus, (2) sa

réponse doit être dose-dépendante par rapport à la contamination, (3) il doit être sensible et la

variabilité due à des facteurs climatiques ou physiologiques doit être bien connue.

Nous nous sommes intéressés aux marqueurs de stress oxydant en étudiant d'une part les

activités d'enzymes impliquées dans la détoxification des cellules vis à vis de substances

oxydantes, comme les glutathion peroxydases, la gluthation réductase et la catalase localisées

au niveau cytosolique et mitochondrial pour les premières et principalement au niveau

peroxysomal pour la dernière, et les taux de glutathion réduit et oxydé d'autre part. l-es

mesures d'activités de ces enzymes et des taux de glutathion ont été associés aux mesures

d'activités superoxyde dismutases et des concentrations de malonaldéhyde, marqueur de

lipoperoxydation, réalisées simultanément par deux autres chercheurs afin d'étudier la réponse

des organismes aquatiques exposés à des polluants.

La finalité de cette recherche est de déterminer si les systèmes antioxydants des invertébrés

dulçaquicoles peuvent constituer des biomarqueurs de toxicité intéressants pour les études de

terrain et de bons indices reflétant l'éventuelle contamination d'un site.

On entend par stress oxydant un ensemble de phénomènes qui aboutissent à la formation de

peroxydes (peroxydes organiques et/ou peroxyde d'hydrogène), de radicaux libres (radical

hydroyle OH'), d'anions superoxydes (Oz'-) ou d'oxygène singulet (lOz). [-a respiration

cellulaire, les réactions de transformation de certains xénobiotiques tels que ceux capables de

se comporter comme des systèmes rédox peuvent générer des espèces très réactives capables

de détruire les structures cellulaires en I'absence de systèmes protecteurs.

Parmi les systèmes protecteurs antioxydants figurent (1) les glutathion peroxydases capables

de réduire les molécules de peroxyde d'hydrogène et les peroxydes organiques en présence de

glutathion réduit qui sera simultanément oxydé en glutathion disulfide, (2) la glutathion

réductase qui participe à la régénération du glutathion réduit, (3) le glutathion réduit qui sert

de substrat aux glutathion peroxydases, mais qui peut également se conjuguer aux molécules

toxiques en présence de glutathion transférases et permettre ainsi leur élimination.

Ces systèmes antioxydants ont été principalement étudiés chez les mammifères où il apparaît

que la cytotoxicité peut résulter de I'inhibition des enzymes participant au maintien des taux

de glutathion dans la cellule.



On ne relève encore que peu d'études des systèmes antioxydants chez les organismes

aquatiques. La plupart des travaux ont été conduits sur les poissons et seuls les bivalves

marins ont été étudiés. Ces travaux ont surtout été réalisés en laboratoire et les études de

terrain utilisant les bivalves restent à ce jour encore peu nombreuses.

Nous avons choisi de conduire nos recherches sur les bivalves dulçaquicoles, qui constituent

des organismes sentinelles des écosystèmes hydriques par leur capacité de filtration et

d'accumulation des polluants. [-eur mobilité réduite rend par ailleurs ces organismes

intéressants dans les études d'impact et les opérations de transfert en amont et en aval d'une

source de pollution, pour en étudier les effets.

Les mesures des activités enzymatiques antioxydantes et des taux de glutathion (réduit et

ôxydé) ont été réalisées sur les glandes digestives et les branchies de la moule d'eau douce

Unio tumidus.

Dans la perspective d'érudier les réponses des systèmes antioxydants chez les invertébrés

d'eau douce, nous avons dans un premier temps (1) optimisé les méthodes de dosage des

paramètres étudiés, (2) déterminé les conditions optimales de conservation des échantillons

(congélation des tissus dans I'azote liquide à -196'C immédiatement après échantillonnage) et

de préparation des homogénats (utilisation d'inhibiteurs de protéases pour préserver I'intégrité

des paramètres biochimiques étudiés).

Après avoir résolu ces quelques points techniques et méthologiques, nous avons entrepris :

(1) la détermination des concentrations et des activités basales des différents

paramètres afin d'étudier I'influence de la saison, du sexe des individus et de l'état

physiologique des femelles (absence ou présence de larves) sur les activités enzymatiques et

les taux de glutathion,

(2)la réalisation d'études de terrain en étudiant (i) I'impact de la mise en cage par le

transfert d'individus d'un site témoin vers un autre site témoin, (ii) la réponse des individus

transférés d'un milieu sain vers un milieu pollué (étude amont-aval d'une source de pollution)

en fonction de la durée de I'exposition et (iii) la sensibilité des différents paramètres étudiés

relative aux polluants des différents sites,

(3) I'intoxication des bivalves en laboratoire pour juger de la sensibilité des paramètres

antioxydants face à un stress chimique.



II. SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



II.1. MECAI{ISMES DE
EFFETS DES ESPECES

FORMATION, SYSTEMES DE DEFENSE ET
REACTIYES DE L'OXYGEI\E.

L'oxygène, nécessaire à toute forme de vie aérobie, peut se révéler toxique lors de sa

transformation en es$ces radicalaires très réactives. Ces composés sont formés par voie

endogène en petite quantité (moins de 57o) au cours de la respiration cellulaire mettant en jeu

un transfert d'électrons ; ils peuvent également être générés à la suite d'un stress oxydant ou au

cours de toute réaction mettant en jeu un transfert d'électrons.

Pour Halliwell (1987), "le stress oxydant implique la formation d'espèces réactives de

I'oxygène et est synonyme de dommages". Sies (1991) le définira comme "un déséquilibre

entre les systèmes prooxydants et antioxydants en faveur des premiers, et source d'effets

toxiques potentiels".

Sous le terme d'espèces réactives de I'oxygène, se trouvent regroupées les formes actives de

I'oxygène (anion superoxyde, radical hydroxyle, peroxyde d'hydrogène et oxygène singulet)

ainsi que les espèces radicalaires qui peuvent en être les initiateurs. Ces différents composés

plus ou moins réactifs peuvent attaquer les constituants cellulaires : protéines, lipides,

polysaccharides, acides nucléiques, et entraîner le dysfonctionnement, voire la destruction des

systèmes biologiques au niveau desquels ils ont été formés. Cependant, la réactivité des

espèces avec les constituants biologiques ne s'accompagne pas systématiquement de toxicité.

Les espèces réactives peuvent être neutralisées par les systèmes de défense présents dans toute

cellule aérobie, et les lésions réparées eUou compensées. l-orsque les systèmes de défense sont

débordés, la toxicité se manifeste avec I'apparition de dommages cellulaires plus ou moins

graves.

L'oxygène moléculaire est un biradical qui possède deux électrons non appariés sur son

orbitale moléculaire externe. Ces électrons ont le même nombre de spin et sont localisés selon

une configuration de spin parallèle, ce qui confère à la molécule sa stabilité et sa faible

réactivité.

[-a réduction de I'oxygène par un électron à la fois est donc plus facile, mais engendre la

production d'intermédiaires radicalaires très réactifs : I'anion superoxyde, le peroxyde

d'hydrogène, le radical hydroxyle et I'oxygène singulet.

ll.l.2.

x L'anion superoxydê Oz", probablement le plus connu des oxyradicaux, est formé par la

réduction univalente de I'oxygène moléculaire. [æs métaux de transition tels que le fer ou le

cuivre ont souvent des électrons non appariés et sont d'excellents catalyseurs de la réduction

de I'oxygène avec formation d'anion superoxyde : Fell + 02 ->Fe[l + Q'-



L'anion superoxyde peut être produit lorsque des quinones, composés électrophiles, sont

réduites en semiquinones par transfert d'électron au niveau des flavoprotéines (Cadenas,

1989). Il est également formé au cours de processus physiologiques par les cellules

phagocytaires pour la destruction des particules étrangères et des complexes immuns (Babior,

rw3).
Formé essentiellement au niveau des membranes biologiques (Gutterdge & Halliwell, l9g3),

il n'est pas I'oxyradical le plus réactif, mais peut endommager les structures cellulaires. Très

stable en milieu hydrophobe, il contribue à la destruction des phospholipides membranaires

par attaque nucléophile des liaisons esters entre les acides gras et le glycérol.

L'anion superoxyde peut se dismuter en peroxyde d'hydrogène (H2O2) en milieu acide. A pH

neutre, sa dismutation est catalysée par la superoxyde dismutase (Fridovich, I975).

Il peut également servir de précurseur pour la formation d'autres espèces radicalaires

beaucoup plus nocives : (i) lors de sa protonation, avec formation du radical hydroperoxyle

(HC2-) particulièrement toxique, (ii) en réagissant avec HzOz pour générer une molécule

d'oxygéne singulet ( 1Oz).

x Le peroxyde d'hydrogène HzOz est formé par dismutation de I'anion superoxyde et par

addition d'un second électron et deux protons.

Modérément réactif, c'est un important oxydant des thiols et du pyruvate (Halliwell &

Gutteridge, 1989). Il diffuse facilement au travers des membranes hydrophobes à cause de son

état non ionisé et non chargé. Il participe à la production d'espèces très réactives comme le

radical hydroxyle (OH') et son action est plus importante comme initiateur de la cytotoxicité

des radicaux libres plutôt qu'en tant qu'espèce réactive (Yu, 1994).

x Le radical hydroxyle OH', est produit par réaction thermique, par radiations ionisantes ou

par réaction de type Fenton (1894) in vitro, en présence de métaux de transition sous forme

réduite et d'H2O2 comme précurseur. l-a première étape consiste en la réduction du métal (fer

ou cuivre) par I'anion superoxyde (équationl), la deuxième étape fait intervenir le peroxyde

d'hydrogène par une réaction de Fenton (équation2), le bilan de la réaction est appelée

réaction d'Haber Weiss :

FeIil + 01- -> FeII + 02 (1)

FelI + LbOz -> FeilI + OH' + OFI- (2) : râction de Fenton

Bilan des réactions

Oz'- + LbOz -> 02 + OH' + OFI- réaction d'Haber Weiss



Cette réaction dépend bien évidemment de la disponibilité des métaux de transition à l'état

libre et surtout du fer et du cuivre qui sont les candidats les plus actifs, probablement à cause

de leur abondance dans les systèmes biologiques. En présence de composés chélateurs de

métaux comme par exemple la ferrioxamine dans le cas du fer lFelII), la réaction d'Haber

Weiss est inhibee et la production d'ions hydroxyles supprimée. Par contre elle peut avoir lieu

en présence de FellI-EDTA (Mc Cord & Bay, IqTq et d'autres chélateurs physiologiques

comme I'ATP et I'ADP (Gutteridge & Halliwell, 1993).

Læ radical hydroxyle est extrêmement réactif. Il est faiblement diffusible et réagit avec les

premières cibles cellulaires rencontrées. Il peut attaquer tous types de constituants (1) par

addition sur la molécule cible, comme dans le cas des bases punques et pyridiques des acides

nucléiques, (2) par arrachage d'un atome d'hydrogène, ce qui peut initier la lipoperoxydation

des acides gras insaturés et la dégradation des acides aminés et (3) par transfert d'électrons

(Dodet, l99I ; Y u, 1994).

x L'oxygène singuletlDz est formé par activation photochimique de I'oxygène et lors de

réactions de thermolyse des endoperoxydes.

Il existe sous deux états d'excitation : (l) l'état delta (1^g 02) qui n'est pas un radical puisqu'il

n'a pas d'électrons non appariés, (2) l'état sigma (1Ig+ O2), radicalaire et très énergétique qui

se dégrade rapidement en l'état delta. L'oxygène singulet est d'ailleurs considéré comme entité

seulement dans l'état delta (Halliwell & Gutteridge, 1989).

Cette forme active de I'oxygène peut être générée lors de I'illumination de pigments

biologiques (chlorophylles, rétinol, flavine, porphyrine) (Dodet, 1991). L'oxygène singulet

peut également être produit au sein des organismes vivants en I'absence de lumière suite au

processus de lipoperoxydation et à certaines réactions catalysées par voie enzymatique. l-es

leucocytes humains sont connus pour le produire comme agent antibactérien (Joenje, 1989).

Il est moins réactif que le radical hydroxyle mais plus diffusible (Cadenas, 1989).

La détection des espèces radicalaires mises en jeu dans le processus de stress oxydant fait

appel aux techniques spectroscopiques de résonance paramagnétique électronique (RPE). Ces

techniques, basées sur la résonance électronique de spin (ESR) permettent d'étudier la nature

et la structure des radicaux libres puisqu'elles détectent la présence d'électrons non appariés.

Un électron célibataire (non apparié) a un spin de +Il2 ou de -712 et se comporte comme un

petit aimant. Lorsque le radical est exposé à une radiation électromagnétique, l'électron

célibataire peut s'aligner de façon parallèle ou antiparallèle par rapport au champ magnétique.

Si l'énergie de la radiation électromagnétique est adaptée à I'espèce radicalaire érudiée, celle ci

va absorber l'énergie et faire se déplacer l'électron célibataire de son niveau d'énergie le plus

bas l'ers son niveau d'énergie le plus haut. Un spectre d'absorption proche du spectre

électromagnétique sera ainsi obtenu. Tout radical pourra donc être identifié par rapport à son

spectre de résonance électronique de sprn.



Dans le cas des espèces réactives de I'oxygène qui sont des composés fugaces (leur demi-vie

est comprise entre 10-6 et lO9 secondes (Yu, 1994)) et présents à des concentrations très
faibles dans les milieux biologiques, on utilise une technique appelée "spin-trapping" qui

consiste à faire réagir les espèces radicalaires avec des molécules telles que le DMPO (5,5-

diméthyl purroline-N-oxyde) afin d'obtenir un complexe radicalaire de durée de vie plus

longue et donc plus stable pour l'érude spectrale (Halliwell & Gutteridge, 19t39).

Ces techniques ne peuvent toutefois être mises en oeuvre qu'in vitro sur des systèmes

réactionnels simplifiés : biomolécules, fractions subcellulaires ou cellules.

In vivo, les études consistent à évaluer les effets cellulaires et subcellulaires des espèces
radicalaires, qui témoignent indirectement de I'implication d'un stress oxydanl



Ir.1.3.

Les réactions radicalaires jouent un rôle important dans les systèmes biologiques car elles

interviennent dans les réactions métaboliques normales et la production d'énergie. Le

principal procédé biologique conduisant à la formation d'espèces réactives telles que I'anion

superoxyde est le système de transport des électrons associé aux membranes mitochondriales

(Mc Cord & Fridovich, 1969 ; Halliwell, 1989). En effet, la réduction de I'oxygène

moléculaire en eau par les oxydases au cours de la respiration cellulaire met en jeu un

transport séquentiel d'électrons accompagné de la formation d'espèces radicalaires réactives.

Ces espèces radicalaires sont donc des intermédiaires clés de la respiration cellulaire mais

également de la photosynthèse, de la synthèse des prostaglandines et des leucotriènes et aussi

de I'activité phagocytaire où les dérivés actifs de I'oxygène produits au niveau des

neutrophiles et des macrophages constituent une des armes majeures dans la défense

antibactérienne (Dodet, l99l).

Les enzymes comme la xanthine oxydase et la tryptophane dioxygénase sont reconnues pour

produire O2-, la prostaglandine synthétase, la guanylcyclase et la glucose oxydase pour

générer OH'. L'induction du système des monooxygénases associées au cytochrome P450

présente aussi un puissant potentiel de production d'espèces réactives (Kappus, 1987). l-a

formation d'intermédiaires réactifs peut également être consécutive à la métabolisation de

substances exogènes et à I'autooxydation spontanée des métabolites réduits. [æs substances se

comportant comme des systèmes rédox, réduites par voie enzymatique par un électron

peuvent ensuite transférer cet électron à I'oxygène moléculaire en I'activant sous forme

d'anion superoxyde. [.es dérivés quinoniques, aromatiques, nitroaromatiques et

hydroxylaminés, les diazoiques, les métaux de transition et les composés organiques rentrent

dans cette catégorie (Kappus, 1987 ; Winston & Di Guilio, 1991).

Qu'ils soient utiles sur le plan physiologique ou fortuits, ces processus doivent être

étroitement contrôlés. [-a production des intermédiaires physiologiques est réglée en fonction

des besoins et canalisée pour éviter tout dommage cellulaire. Ainsi, la formation d'anions

superoxydes lors du transfert d'électrons dans la chaîne respiratoire mitochondriale ne

dépasserait pas27o du processus global de réduction (Mc Cord, 1983).

Toutefois, les dommages oxydatifs sont inévitables en milieu aérobie où la vie n'est possible

qu'avec la protection d'antioxydants et de systèmes de réparation des cibles endommagées. De

ce fait, la surproduction d'espèces réactives ou le dysfonctionnement des mécanismes de

contrôle des réactions physiologiques ne présenteront d'effets néfastes que si les capacités

antioxydantes sont dépassées et les systèmes de réparation et de compensation devenus

inoperants.
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II.1.4. Systèmes de défense antioxvdants.

II. 1.4. 1. Présentation des svstèmes antioxvdants.

Les trois principaux mécanismes d'action antioxydante développes par les organismes vivants

aérobies consistent à (1) éliminer les espèces réactives et les catalyseurs de leur formation, (2)

induire les systèmes antioxydants, (3) augmenter I'activité des systèmes de réparation et

d'élimination des molécules endommagées.

Les systèmes antioxydants responsables de la protection cellulaire contre le stress oxydant

sont aussi diversifiés que les espèces radicalaires elles mêmes. [æs moyens mis en oeuvre

pour l'élimination des espèces réactives de I'oxygène sont les suivants :
x éliminer les métaux catalyseurs de la production d'OH' en les séquestrant par des

métalloprotéines - la transferrine au niveau extracellulaire et la fenitine intracellulaire jouent

ce rôle pour le fer, la céruIéoplasmine et les cupréines pour le cuivre,
* inactiver O2'- etHzOzà l'aide d'enzymes spécifiques,
x capter les radicaux libres responsables de dommages cellulaires à I'aide de piégeurs

moléculaires,
* casserla propagation des réactions en chaîne.

a" ltæs enzvmoes a^ntioxvdlantes.

Il existe trois enzymes antioxydantes majeures mises en oeuvre pour l'élimination des espèces

réactives de I'oxygène : les superoxyde dismutases, les glutathion peroxydases et la catalase.

Ces enzymes sont toutes des métalloprotéines et agissent de façon coordonnée (figure 1).

. Les superoxyde dismutases (SOD, EC 1.15.1.1) possèdent un métal de transition (cuivre,

manganèse ou fer) au niveau de leur site actif. Il existe plusieun formes de SOD :
x la CuZn SOD, isolée en 1968 par Mc Cord & Fridovich dans les

érythrocyes bovins. Cett€ euyme dimérique contient un atome de cuivre et un atome de zinc

par sous unité, elle est présente dans le compartiment cytosolique mais également dans les

peroxysomes, les lysosomes et le noyau des cellules eucaryotes (Beyer et al., 1991). On la

retrouve chez les organismes vivants aquatiques et terrestres vertébrés et invertébrés ainsi que

chez les plantes,
x la Mn SOD présente chez les eucaryotes et les bactéries au niveau de la matrice

mitochondriale,
x la Fe SOD trouvée chez les plantes et les bactéries,
* la SOD extracellulaire, tétramérique, qui contient du cuivre et du zinc. Elle a été

identillée par Marklund récemment (1982) et son rôle serait de protéger les parois

endothéliales vis à vis d'O2'- etH2O2produits par les phagocytes.



o La glutathion perorydase sélénium-dépendante (SeGPx, EC 1.11.1.9) découverte par

Mills en 1957 dans les érythrocyes bovins, catalyse la réduction glutathion-dépendante de

nombreux peroxydes allant du peroxyde dhydrogène (H2O2) aux peroxydes organiques

(RooH).
Cette enzyme est une métalloenzyme tétramèrique (80000 daltons) dont chaque sous unité

contient, au niveau de son site actif, un atome de sélénium sous forme d'un résidu

sélénocystéine (Paglia & Valentine, 1967 ; Tappel et al., 1982; Flohé & Gùnder,1984;

Mannervik, 1985 ; Rice-Evans et a1.,1991). læ sélénium d'origine exogène serait incorporé

dans le site actif de I'enzyme par un ARN de transfert sélénocystéine-specifique (Spallholz &

Boylan, I99L). L'enzyme est localisée dans le cytosol et la matrice mitochondriale. Elle est

retrouvée dans la plupart des tissus animaux et apparaît comme un système protecteur contre

le processus de lipoperoxydation endogène et exogène (Wendel, 1981).

Un déficit en sélénium entraîne une diminution de I'activité de la SeGPx qui est associée à

I'apparition de nécroses tissulaires, de réactions inflammatoires et de I'occlusion de

microvaisseaux (Flohé, Iy76 ; Dodet, 1991). Cependant, une déplétion en sélénium n'a pas

d'effets majeurs sur les activités SOD et catalase, ce qui implique que les enzymes

antioxydantes sont capables de s'adapter au manque en sélénium en minimisant les

changements dans les capacités de défenses antioxydantes (Yu, 1994).

Les inhibiteurs les plus connus de I'activité enzymatique de la glutathion peroxydase

sélénium-dépendante sont les thioloprives tels que le cadmium ou le plomb par exemple et

des composés organiques comme la N-éthylmaléimide ou I'octoxynol (triton X).

Il existe une autre sélénoglutathion peroxydase, découverte par Urisini et al. (1982) dans le

foie de porc : la phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase (PLGk, EC

1.11.1.12). Cette enzyme monomérique (22000 daltons) est localisée dans le cytosol et son

rôle consiste à protéger les liposomes et les biomembranes contre les dommages peroxydatifs.

Elle diffère de SeGPx par son exigence moins stricte en sélénium et son inhibition specilique

par I'iodoacétate (Spallholz & Boylan, 1991).

Cette enzyme possède dans son site actif un atome de sélénium sous forme d'un résidu

sélénocystéine, lequel est incorporé dans la chaine polypeptidique par un codon TGA

specifique de ce résidu. Sa competence comprend la réduction des hydroperoxydes

phospholipidiques, des hydroperoxydes solubles, du cholestérol et des esters de cholestérol

hydroperoxydes, dans les liposomes et les membranes. Ceci explique qu'elle peut réduire tous

les groupes hydroperoxydes générés dans les membranes microsomales au cours de la

lipoperoxydation, alors que la glutathion peroxydase classique est inefficace face à ces

espèces réactives. Il a été montré que la lipoperoxydation microsomale est inhibee par PLGhi

seulement quand les membranes contiennent des concentrations physiologiques en vitamine

E, ce qui suggère un mécanisme d'action conjoint de ces deux antioxydants (Roveri et aI.,

r994).
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En 1976 l-awrence & Burk ont découvert I'existence d'une glutathion peroxydase sélénium-

indépendante. Cette enzyme dépourvue de sélénium, ne peut réduire que les peroxydes

organiques. C'est un dimère (55000 daltons) localisé majoritairement au niveau du réticulum

endoplasmique (Flohé & Gtinzler, 1985 ; Mannervik, 198t.

Cette enzyme serait en fait une glutathion transférase à activité peroxydasique. Lors d'un

déficit en sélénium, la réponse cellulaire adaptative inclut une forte augmentation de I'activité

de cette enzyme ([:.wrence & Burk, 1976 ; Yu, 1994). Elle a également la particularité d'être

activée en présence de N-éthylmaléimide.

[-e maintien d'une activité glutathion peroxydasique implique le recyclage NADPH-dépendant

du glutathion réduit, par la glutathion rÉductase (GRd, EC 1.6.4.2), le NADPH étant lui

même produit par la voie des pentoses phosphates.

Cette enzyme est une flavoprotéine dimérique (100000 daltons) localisée dans le cytosol et les

mitochondries (Meister & Anderson, 1983).

Au niveau bactérien elle est contrôlée par le régulon oryR (Harris,1992), alors que chez les

eucaryotes elle peut être autorégulée par des espèces rédox comme le NADPH (l.opez-Baréa

et aL.,1990).

o La catalase (EC 1.11.1.6) est une hémoprotéine tétramérique (24O00O daltons) qui possède

un atome de fer par sous unité, chacune des sous unités contenant une molécule de NADPH

liée à elle pour stabiliser I'enzyme. Elle catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogène en eau

et en oxygène moléculaire, elle possède une activité double :

x une activité catalasique : catalase +IbOz -> composé I

composé I + H2O2 -> catalase + H2O + tt2 02

x une activité peroxydasique : catalase +H2O2 -> composé I

catalase + AH2 -> 2 H2O + catalase + A

(donneur O'g+)

Le composé I est un produit d'oxydation de la réaction entre le fer du site actif de I'enzyme et

le peroxyde d'hydrogène (Chance et al.,lW9).

[-a catalase est localisée majoritairement dans les peroxysomes, organites contenant des

enzymes génératrices de peroxyde d'hydrogène telles que la glycolate oxydase, I'urate

oxydase et les déshydrogénases impliquées dans la B-oxydation des acides gras (Aebi, 1984).
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Elle a un rôle complémentaire de celui de la glutathion peroxydase sélénium-dépendanûe

contre la lipoperoxydation induite par H2O2. Les principaux inhibiteurs de I'activité

catalasique sont I'azide de sodium, les cyanures et le 3-amino-l,2,4triazole (Simmons &

Jammal, 1988).

Ceriaines souches bactériennes (streptococcus ou lactobacillus) contiennent une "pseudo

catalase" capable de dégraderH2O2, mais insensible à I'inhibition par I'azide de sodium et les

cyanures. C'est en fait un héxamère (174000 daltons) dont chaque sous unité contient un

atome de manganèse (Halliwell & Gutteridge, 1989).

La figure 2 resume la répartition subcellulaire des principales activités antioxydantes.

b. Les antloxvciants non enzvnnatterues.

Ils agissent comme des réducteurs ou des piégeurs de radicaux et viennent renforcer I'action

des enzymes antioxydantes. Au sein des membranes biologiques, ils peuvent également

piéger les oxyradicaux dès leur formation, interrompre les réactions en chaîne et empêcher la

lipoperoxydation. Ces piégeurs de radicaux sont:

o lracide lipoirque, impliqué dans la formation de I'acéryI coenzyme A à partir du pyruvate, est

sous sa forme réduite un réducteur puissant capable de réduire le glutathion et les radicaux

peroxyles et de désactiver I'oxygène singulet.

r le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) est le thiol non protéique le plus abondant

dans les organismes vivants. Il est présent majoritairement à l'état réduit (GSH) dans les

cellules ; son groupement thiol et sa liaison y-glutamyl lui permettent d'être résistant à

I'attaque des peptidases. Toutefois, une augmentation de la forme oxydée (GSSG) est

indicative d'un stress oxydant (Akerboom & Sies, 1990).

Il agit à la fois comme nucléophile (donneur d'électrons) pouvant ainsi neutraliser des espèces

réactives telles que les radicaux hydroxyles ou phénoxy, et comme puissant réducûeur du

peroxyde d'hydrogène et des lipoperoxydes (Deneke & Fanburg, 1989 ; Mundays &

Winterbourn, 1989 ; De læve & Kaplowitz, Igm). A pH=7, GSH, sous sa forme anionique

(GS-), inactive I'oxygène singulet (Cadenas, 1989). Il intervient également comme substrat

des glutathion peroxydases ainsi que dans la conjugaison des substances électrophiles

catalysée par les glutathion transférases.

L-e glutathion joue aussi un rôle important dans de nombreuses fonctions cellulaires telles que

la synthèse des protéines, le transport des acides aminés, la réserve et le transport de la

cystéine, le métabolisme des prostaglandines et des leucotriènes, la réduction de

ribonucléotides en déoxyribonucléotides (Meister & Anderson, 1983 ; Cotgrave et a1.,1990 ;

Bray & Taylor, 1993).
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'la vitamine E est I'antioxydant le plus largement distribué dans la nature, aussi bien chez les

organismes animaux que végétaux. Parmi ses isomères structuraux, I'cr,-tocophérol est le plus

connu et possède le potentiel antioxydant le plus important Ses propriétés lipophiles font qu'il

se retrouve associé aux membranes intracellulaires, en particulier celle des mitochondries et

du réticulum endoplasmique. Il protège les membranes contre la lipoperoxydation en cédant

un atome d'hydrogène aux espèces radicalaires (Byczkowski & Gessner, 1988 ; Cadenas,

1989).

o la vitamine C est, au contraire de la vitamine E, hydrosoluble. Elle agit en ûant que

réducteur en réagissant directement avec I'anion superoxyde, le radical hydroxyle et de

nombreux hydroperoxydes lipidiques. De plus, elle permet la régénération de la vitamine E

oxydée et se comporte donc comme le relais de I'cr-tocophérol au niveau cytosolique

(Halliwell & Gutteridge, 1989).

o le B carotène (vitamine A) et les caroténoides protègent les lipides de la peroxydation par

quenching des oxyradicaux et plus particulièrement de I'oxygène singulet (Yu, 1994).

D'autres dérivés tels que I'ubiquinol, les flavonoides, I'urée ou le mannitol sont également des

piégeurs de radicaux, mais ils sont le plus souvent utilisés invitro.
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11.1.4.2. Méthodes de dosage des systèmes antioxydants.

Nous ne présenterons dans cette partie que le principe des méthodes de dosage des glutathion

peroxydases, de la glutathion réductase, de la catalase et des taux de glutathion, paramètres

antioxydants auxquels nous nous sommes plus particulièrement intéressés lors de notre étude

expérimentale.

a. Dosage de loaetnvnté glutathnon penox5rdase.

Les méthodes décrites dans la littérature sont de deux types : (i) des méthodes directes basées

sur la mesure de la disparition du substrat de I'enzyme, (ii) des méthodes indirectes faisant

intervenir des réactions couplées dont le produit de la réaction est quantifié.

x I.es méthodes directes.

Les glutathion peroxydases sont des enzymes possédant deux substrats, le glutathion réduit

(GSH) et un peroxyde organique ou inorganique. l-es méthodes de dosage décrites reposent

sur la mesure de la consommation :
. du glutathion réduit, soit après formation d'un complexe détectable en UV avec un

composé specifique des groupements thiols (l'acide dithiobis nitrobenzoiQue est le plus

couramment utilisé) (Griffith, 1980 ; Flohé & Gunzler, l9U), soit par polarographie (Wendel,

1981) ,

. du peroxyde et notamment du peroxyde d'hydrogène, mesuré à I'aide d'un composé

fluorescent (Giinder & Flohé, 19t35).

x Les méthodes indirectes.

Toutes les méthodes relevées dans la littérature dérivent de la méthode décrite par Paglia

&Valentine (1967). Cette méthode est basée sur une réaction couplée : la réaction

enzymatique est initiée par I'introduction d'une quantité définie de peroxyde et du glutathion

réduit en excès dans le milieu réactionnel contenant l'échantillon biologique. [-a glutathion

peroxydase va oxyder ses deux substrats. Læ glutathion oxydé sera régénéré à l'état réduit, en

présence de NADPH, par la glutathion réductase ajoutée au mélange réactionnel. L'oxydation

des molécules de NADPH sera suivie au spectrophotomètre à 34O nm. Cette méthode permet

donc de ne mesurer que I'activité glutathion peroxydase présenûe dans I'extrait biologique.

L'utilisation de peroxyde d'hydrogène pour initier la réaction permet de mesurer

spécifiquement I'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante. [æs initiateurs tels que

I'hydroperoxyde de cumène ou I'hydroperoxyde de r-butyl, permettent de doser les activités

glutathion peroxydase sélénium-dépendante et sélénium-indépendante en même temps

([:.wrence & Burk, 1978; Burk er al.,1982).
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h. Dosage de loaativité glutathlon néductase"

L'activité de cette enzyme est évaluée par une méthode directe basée sur le suivi de

I'oxydation du NADPH par I'enzyme en présence de son second substrat, le glutathion oxydé.

I-a cinétique enzymatique est suivie au spectrophotomètre à34,iJ. nm (Carlberg & Mannervik,

r98s).

a. Dosage de loaatnvnté cahnasnque.

Les méthodes directes de mesure de I'activité catalasique sont basées sur le suivi de :
. la disparition d'H2O2 : cette technique directe développée par Beers & Sizer (1952)

est la méthode de référence pour l'évaluation de I'activité de la catalase. Elle consiste à suivre,

au spectrophotomètre à240 nm, la disparition du peroxyde d'hydrogène dégradé par I'enzyme

au cours du temps. L'activité de I'enzyme est proportionnelle à la quantité de peroxyde

d'hydrogène dégradé.
. la formation d'oxygène : I'oxygène formé au cours de la réaction enzymatique est

mesurée à I'aide d'une électrode de Clark (Del Maestro & Mc Donald, l9g7\. Cette méthode

reste cependant très peu souvent utilisée.

L,a méthode indirecte consiste à ajouter dans le milieu réactionnel contenant I'extrait

biologique un excès de peroxyde d'hydrogène. l-a réaction est stoppée par acidification au

bout d'un temps donné et une forte concentration de permanganate de potassium est ensuite

ajoutée dans le mélange réactionnel. [æ permanganate réagit avec le peroxyde d'hydrogène

qui n'a pas éte dégradé par I'enzyme (reaction d'oxydo-réduction). I-a quantité de

permanganate de potassium qui n'a pas réagit aveclI2O2 est mesurée au spectrophotomètre à

480 nm.

L'activité de la catalase est inversement proportionnelle à la quantité de permanganate de

potassium encore présente (Cohen et aI.,IWO).
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dl. Dosaee du elutathlon.

Les méthodes de dosage du glutathion sont soit des méthodes spectrophotométriques, soit des

méthodes chromatographiques.

x Les méthodes spectrophotométriques.
. [a méthode la plus couramment utilisée est une méthode enzymatique qui consiste à

utiliser le réactif d'Ellman (acide 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoiQue ou DTNB)) : le glutathion

réduit (GSH) est oxydé par le DTNB en glutathion dissulfide (GSSG) et en TNB (5-thio-2-

nitrobenzoate) ; le GSSG est à nouveau réduit par de la glutathion réductase ajoutée dans le

milieu réactionnel. [.a formation de TNB, proprotionnelle à la quantité de glutathion total

(GSH+GSSG) est suivie à412 nm (Mills, 195f ;Anderson, 1985).
. Le glutathion réduit peut être dosé (1) par une méthode utilisant la glyoxalase I et

dont la formation du produit de la réaction est suivie à 24 nm, (2) par la mesure de la

formation d'un complexe fluorescent entre le GSH et I'o-phtalaldéhyde. Ces deux méthodes,

bien que sensibles sont peu utilisées (Akerboom & Sies, 19Ul).

x Les méthodes chrommatographiques.

Depuis 10 ans, différentes techniques HPLC ont été développees pour l'évaluation des taux de

glutathion dans des échantillons cellulaires et tissulaires.

Le glutathion réduit et le glutathion oxydé peuvent être mesurés simultanément par détection

électrochimique à I'aide d'une double électrode or-mercure (Stein et al., 19t36 ; Morrier-

Tessier et al.,l9g3).

Le glutathion n'absorbe pas en UV : pour pouvoir le détecter, il est nécessaire de le faire

réagir avec un réactif chromophore. [-a complexation avec le chromophore, encore appelée

dérivation, peut se faire :
. avant injection de l'échantillon, on parle alors de dérivation pré-colonne. Les réactifs

les plus couramment utilisés dans ce Upe de procédure sont le 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène

(Reeds et al., 1980), le chlorure de dansyl (Martin & rilhite, l99l),le monobromobimane

(Anderson, l%t et I'o-phtalaldéhyde (Morineau et al., 1989 ; Neuchwander-Tetri & Roll,

1989).

. au fur et à mesure de la séparation des constituants de l'échantillon biologique sur la

colonne, on parle alors de dérivation post-colonne. L'o-phtalaldéhyde (Læroy et al., L993 a,b;

Fujita et aI., 1993) ou le pyrènemaléimide (Johansonn & l-enngren, 1988) couplé à une

détection fluorimétrique sont les plus couramment utilisés.
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II.1.5. Effets biologiques des espèces réactives de I'oxygène.

Les principaux effets toxiques des espèces réactives de I'oxygène sont : la fragmentation des

protéines, I'inactivation d'enzymes, la peroxydation des lipides, les dommages à I'ADN et la

mort cellulaire (figure 3).

Au niveau de la membrane, la peroxydation des acides gras polyinsaturés des phospholipides

entraîne un déficit de ses fonctions avec comme effets une diminution de sa fluidité et une

inactivation des récepteurs et des enzymes membranaires (Snell & Mullock, l99l), ainsi

qu'une augmentation de la perméabilité aux ions calciques en particulier (Gutteridge &

Halliwell, 1990). Dans les mitochondries, la lipoperoxydation se traduit par un gonflement

puis une lyse des organites ; il en est de même pour les lysosomes dont la rupture

s'accompagne de la libération d'enzymes catalysant I'hydrolyse des protéines, des acides

nucléiques et des polysaccharides cellulaires (Snell & Mullock, 1991 ; Pré, 1991).

Les aldéhydes issus de la décomposition des hydroperoxydes lipidiques sont responsables de

la cytotoxicité liée à la lipoperoxydation. l* 4-hydroxynonénal et le malondialdéhyde,

représentants les plus réactifs et les plus abondants des aldéhydes formés in vivo sont de

puissants alkylants : ils réagissent spontanément en formant des composés d'addition avec les

résidus cystéinyl des protéines et du glutathion (Benetti et a1.,1986 ; Esterbauer, 1993).

Les protéines et les acides aminés sont des cibles courantes de I'attaque des espèces réactives

de I'oxygène. Les protéines membranaires sont particulièrement sensibles aux radicaux

alcoxyle (RO') et peroxyle (ROO') générés lors de la peroxydation lipidique. L'oxydation des

acides aminés des protéines conduit immanquablement à des changements physiques des

protéines elles mêmes. I-es conséquences de telles lésions peuvent être des aggrégations, des

pontages ou des fragmentations protéiques se traduisant par la perturbation des transports

ioniques, des activités enzymatiques et de I'homéostasie calcique (Rice-Evans et a\.,1991).

Les acides nucléiques sont également la cible des oxyradicaux. Il a été démontré que les

dommages à I'ADN résultant du stress oxydant sont impliqués dans le vieillissement, la

cancérogénèse et les processus dégénératifs. L'anion superoxyde peut provoquer des coupures

des brins d'ADN et des lésions des bases, mais le radical hydroxyle et I'oxygène singulet sont

les formes réactives les plus génotoxiques (Joenje, 1989 ; Yu, 1994).

Les effets pathologiques sont loin d'être élucidés et dépendent beaucoup des tissus cibles et

des espces concernées (Stegeman et al.,199 2).
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II.2. FACTEURS MODTJLATEURS DES SYSTEMES ANTIOXYDAIYTS
CHBZ LES MAMMIIIERES.

Le stress oxydant a été beaucoup étudié in vivo et sur cultures de cellules in vito. Ces travaux

ont d'ailleurs été à I'origine des études sur les espèces aquatiques, les plantes et les insectes.

Il est maintenant bien établi que la vie des organismes dans un milieu oxygéné implique une

interaction complexe entre la formation des oxyradicaux au niveau biologique, responsables

de nombreux dommages cellulaires, et la capacité des organismes à contrôler les espèces

radicalaires par le biais de leurs défenses antioxydantes. Sachant que les espèces radicalaires

pouvant être générées en présence de composés chimiques tels que les métaux ou les

composés quinoniques, les auteurs se sont attachés entre autre à (1) étudier I'impact de ces

molécules sur les capacités antioxydantes, en I'occurence des activités glutathion peroxydases,

glutathion réductase et catalase, (2) démontrer le rôle proûecteur du glutathion réduit vis à vis

de la toxicité de certaines molécules et (3) étudier les modes d'action des substances

entraînant une déplétion du glutathion réduit.

Chez les mammifères, le foie est I'organe dans lequel les activités glutathion peroxydases,

glutathion réductase et catalase sont les plus élevées. [æ coeur, les reins, les poumons, les

muscles et le cerveau en contiennent également mais en quantités moindres (Tappel et al.,

1982.. Chien et al.,I994).

Les taux de glutathion réduit sont la plupart du temps plus élevés au niveau hépatique que

rénal (Cartafra et aI., 1994). Ces taux plus conséquents sont associés à une activité plus faible

de la y-glutamyltranspeptidase, enzyme qui hydrolyse le glutathion réduit en résidus cystéinyl-

glycine et y-glutamyl (Bray & Taylor, 1994)

Une grande partie des travaux réalisés sur les systèmes antioxydants porte sur l'étude de la

toxicité de métaux ou de composés quinoniques. L'intoxication des animaux se fait soit par

injection du toxique par voie intra péritonéale, soit par ajout dans la nourriture. la plupart du
temps, les auteurs ont mis en évidence une diminution des activités enzymatiques ou une

déplétion des taux de glutathion réduit.

Les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante, glutathion réductase et catalase sont

souvent diminuées suiæ à I'action de métaux.

Jamall & Smith (198t ont montré que le cadmium entraîne une cardiotoxicité chez des rats

intoxiqués pendant 35 jours avec 20O ppm de cadmium (CdCl2), associée à une forte

inhibition de I'activité glutathion peroxydase totale. Ils ont également noté I'absence totale

d'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante au niveau cardiaque, pouvant expliquer

les dommages peroxydatifs induits par le cadmium dans cet organe.
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In vitro,l'activité de la catalase peut être fortement diminuée en présence de nickel pour des

concentrations en métal inférieures ou égales à 25 mM. L'injection de nickel (105 pmoles/kg)

chez des rats entraîne une forte diminution de I'activité catalasique au niveau hépatique, 16

heures après injection du toxique, alors que I'activité est augmentée au niveau rénal
(Rodriguez et aI., 1S90). [-es susceptibilités rénales et hépatiques semblent donc différentes

vis à vis de la toxicité du nickel, les reins étant plus résistants malgré un stockage plus

important du métal à ce niveau. L'action toxique du nickel sur I'activité de la catalase

résulterait de liaison directe du nickel au niveau du site actif de I'enzyme, provoquant ainsi

une modification de la structure même de I'enzyme. Cependant le nickel ne semble pas se lier

aux quatres sous unités de Ia catalase, puisqu'in vivo l'activité de I'enzyme n'est jamais

totalement inhibée, même en présence de concentrations importantes.

Le paraquat (1,1'-diméthyl4,4'-bipyridium), herbicide connu pour induire un stress oxydant

chez les animaux, entraîne une inhibition des activités glutathion peroxydase sélénium-

dépendante et catalasique au niveau hépatique et sanguin pour la première et uniquement au

niveau sanguin pour la seconde lorsqu'il est incorporé à l'alimentation des souris à la

concentration de 200 ppm. Une expérience similaire réalisée sur des souris sénescentes

montre une plus grande susceptibilité de ces individus à I'action toxique du paraquat,

probablement due à la diminution des capacités antioxydantes chez les sujets âgés (He et al.,

1994).

Cependant, le paraquat n'entraîne pas systématiquement une inhibition de activités

enzymatiques antioxydantes. Certains auteurs ont montré que I'induction de I'activité

glutathion réductase mais surtout de celle de la glutathion peroxydase sélénium-dépendante

permettrait une protection et une résistance des organismes face à la toxicité du paraquat

(Kelner & Bagnel, 1990 ; Kelner et a1.,1995).

Des composés comme le ciprofibrate, proliférateur de peroxisomes, induisent I'activité de la

catalase mais inhibent celle de la glutathion peroxydase sélénium-dépendante au niveau

hépatique chez des rats alimentés avec une nourriture supplémentée avec 0,0257a de

ciprofi brate (Dhaunsi et aI., 1994).

L'adriamycine, substance benzanthraquinonique antitumorale génératrice d'espèces réactives

de I'oxygène, et la l3-bis (2-chloroéthyl)-1-nitrosourée (BCNU) inhibent I'activité de la

glutathion réductase, mais reste sans effets sur les activités glutathion peroxydase et catalase

mesurées dans des hépatocytes de rats incubés avec 10O;zM d'adriamycine ou 75 yM de

BCNU (Babson et a1.,1981).
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Les taux de glutathion réduit ont été très souvent étudiés, associés ou non à l'étude d'acûvités

enzymatiques antioxydantes. Le rôle protecteur du glutathion réduit face à I'action de

certaines molécules toxiques et sa déplétion en leur présence ont été I'objet de nombreux

travaux.

Le nickel (4 mg/kg) injecté par voie intra-péritonéale à des rats a peu d'effets sur les taux

rénaux de glutathion malgré une forte accumulation du métal dans cet organe. Par contre il

inhibe I'activité de la glutathion réductase et déplète les taux de glutathion réduit au niveau

hépatique (Cartafra et al.,1992).

Les taux de glutathion réduit sont diminués, au niveau hépatique et rénal, chez des rats

intoxiqués par du cuivre injecté par voie intraperitonéale à la concentration de 2mglkg. Une

augmentation simultanée des taux de glutathion oxydé ainsi que I'inhibiton de I'activité

glutathion réductase ont également été observées (Cartafra et al., 1992).l-a diminution des

taux de glutathion réduit peut s'expliquer par son implication dans I'excrétion biliaire du

cuivre. L'augmentation des taux de glutathion oxydé peut résulter de I'action oxydante du

cuivre sur le glutathion réduit (Christie & Costa, lgur-) et/ou de I'inhibition de I'activité de la

glutathion réductase (Cartafra et al.,1992).

L'incubation des cellules sanguines humaines avec l0 mM de diéthyldithiocarbamate (DDC)

entraîne une déplétion du glutathion réduit avec formation de méthémoglobine (Kelner &

Alexander, 1986). Une diminution en glutathion réduit a également été obsen'ée in vitro après

exposition de cellules myéloides (FII- 60) à des concentrations en DDC comprises entre 0,1 et

100 mM (Kelner et al., 1989). tæ diéthyldithiocarbamate peut se lier aux groupements

sulfhydryles des protéines. L'oxydation du glutathion réduit par le DDC est due à la liaison du

DDC avec le complexe fer-superoxyde (Fe2*-O2-) de I'oxyhémoglobine, avec production de

peroxyde d'hydrogène, de méthémoglobine, de sulfhémoglobine et de disulfiram (qui est la

forme oxydée du DDC). I-e peroxyde d'hydrogène et le disulfiram réagissent avec les

group€ments thiols du glutathion ce qui entraîne une déplétion en glutathion réduit.

[æ paraquat déplète le glutathion réduit avec augmentation simultanée de la forme oxydée

chez des hépatocytes isolés de rats exposés à des concentrations comprises entre 1 et 10 mM
(Palmaira et al., 1994).Il entraîne une forte induction de I'activité glutathion réductase de

cellules Vero (fibroblastes rénaux de singe) exposées pendant 24 heures à 10 mM de paraquat

(Garcia-Alfonso et al., 199t. L'hépatotoxicité du paraquat, composé quinonique, résulterait

( 1) de la réactivité des anions superoxydes, radicaux hydroxyles ou peroxyde d'hydrogène

formés au cours de sa métabolisation, (2) de la déplétion des taux d'ATP et de NADPH
(Bramble et al.,198,4; Palmeira et a1.,1994).
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Kang & Enger (1988) ont montré que le glutathion réduit avait un rôle protecteur contre la

cytotoxicité du cadmium. [-a déplétion du glutathion par la buthione sulfoximide (BSO)

entraînerait la sensibilisation de cellules pulmonaires humaines (AY9-TT) à la toxicité du

cadmium, ces cellules étant en temps normal résistantes à son action toxique. Cette résistance

serait due à la présence de taux de glutathion intracellulaire élevés. D'autre part, I'ajout de

glutahion exogène à des fibroblastes rénaux de rats (NRK49D intoxiqués in vitro par 0,5 pM

de cadmium (CdCl2) permet de bloquer les effets toxiques du métal, en I'occurence

I'inhibition de la synthèse d'ADN. L'apport de glutathion permet d'augmenter le taux de

glutathion réduit intracellulaire et de diminuer fortement I'accumulation du cadmium dans les

cellules (Kang, 19E2).

Les travaux sur le glutathion réduit ont permis d'identifier de nombreuses molécules

chimiques pouvant entraîner une déplétion du glutathion intracellulaire in vivo et in vitro. Ces

composés peuvent dépléter le glutathion réduit en :

* agissant directement au niveau du cycle cellulaire du glutathion : c'est le cas de

molécules comme la D,L-buthionine-S,R-sulfoximide (BSO) qui inhibe la y-glutamylcystéine

synthétase et empêche donc la synthèse du glutathion (Andreoli et aI.,19912 ; Applgate et al.,

lD2 ; Liebross & Wetterhahn, 1992) ou comme la N-glycylglycine, qui inhibe la y-

glutamyltranspeptidase (Plummer e t al., 1 98 1 ).

x se conjuguant avec Ie glutathion : des composés comme le diéthylmaléate (Casini er

al., 1984; Deneke et al., 19135; Maellaro et aL, 1992; Tate & Rory, 1993),la phorone

(Plummer et a1.,1981 ; Romero & Roma, 1989) ou la N-éthylmaléimide (Hugues et a1.,1990)

peuvent dépléter les taux de glutathion réduit intracellulaires en se conjuguant avec la

molécule, cette conjugaison étant catalysée par les glutathion transférases.

x oxydant Ie glutathion réduit : (i) le diamide, I'azoester (méthylphényl diazène

carboxylate), la tétrathionate de sodium , I'allylalcool (Plummer et aI., 1981 ; Romero &

Roma, 1989 ; Romero & Galaris, 1990), la ménadione ou le r-buthyl hydroperoxyde

(Comporti, 19S7) qui vont oxyder directement les groupements thiols libres, (ii) le

bromobenzène ou I'acétaminophène (Comporti, 1987 ; Maellaro et al., IryD qui vont, lors de

leur mét;abolisation, générer des réactifs électrophiles, oxydants du glutathion, (iii) le BCNU

(13-bis (2-chloroéthyl)-l-nitrosourée) qui agit comme un agent alkylant (Romero & Galaris,

19e0).
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Si de nombreux métaux comme le cuivre, le cadmium, le fer ou le nickel ont souvent été

étudiés pour leurs actions toxiques chez les mammi{ères, une carence en métal au niveau

cellulaire peut, sur le plan physiologique, être à I'origine de pathologies graves.

En effet, des rats nourris avec une alimentation carencée en cuivre ont des activités glutathion

peroxydase sélénium-dependante, glutathion réductase et catalase cardiaques et hépatiques

endogènes plus faibles que les individus témoins. Cette diminution des capacités

antioxydantes se traduit par des dommages oxydatifs importants au niveau cardiaque (Chien

et al., t994). Moriarry et aI. (1994) suggèrent qu'un déficit en cuivre pourrait diminuer la

concentration en ARNm responsables de la synthèse de la glutathion peroxydase sélénium-

dépendante. Ainsi, la diminution de I'activité mesurée chez les rats alimentés avec un

nourriture carencée en cuivre résulterait d'une réduction de la synthèse de I'enzyme.

Chez les rats, une nourriture dépourv'ue de fer a montré, au niveau hépatique, des diminutions

de I'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante et de la concentration en sélénium.

En présence de desferrioxamine, chélateur du fer, la concentration en ARNm pour la synthèse

de glutathion peroxydase sélénium-dépendante est diminuée, ce qui suggère que le facteur

modulateur des ARNm pour la glutathion peroxydase sélénium-dépendante serait un pool de

fer libre intracellulaire (Moriarty et aI.,1994).
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II.3. LE STRBSS OXYDANT CHEZ LES ESPECES AQUATIQIIES

L'étude du stress oxydant chez les espèces aquatiques a débuté par la mise en évidence des

capacités antioxydantes chez les poissons dans les années 80. l-es travaux sur les invertébrés

aquatiques, bivalves ou crustacés, concernant la production des espèces réactives et ses

conséquences ont été entrepris depuis une dizaine d'années. t-a distribution des systèmes

antioxydants, leurs niveaux d'activités et leurs réponses face à un stress chimique ont été

étudiés chez les vertébrés et les invertébrés aquatiques. [æ rôle de la pollution au sein de

I'environnement commence à être étudié en tant que facteur de stress oxydant.

II.3.1. Activités antioxydantes endosènes chez les espèces aquatiques

D'un point de vue qualitatif, les organismes aquatiques sont dotés des mêmes capacités

antioxydantes que les mammifères. Les taux élevés en oxygène dans les branchies et dans la

vessie gazeuse des poissons, les variations intertidales de pression en oxygène (identique au

mécanisme d'hyperoxie-anoxie) chez les invertébrés des zones côtières marines ou les taux

élevés en acides gras polyinsaturés chez les poissons sont des facteurs susceptibles d'entraîner

un stress oxydant, voire des facteurs pouvant rendre les espèces aquatiques plus sensibles à

I'action d'oxyradicaux.

Chez les poissons, les activités glutathion peroxydase et catalase sont présenûent dans tous les

tissus, avec une prédominance au niveau hépatique et sanguin ; le muscle rouge, les branchies,

le coeur et la rate possèdent des activités moindres mais non négligeables (Aknes & Njaa,

1981). Chez la morue, ces activités antioxydantes sont majoritaires au niveau branchial

(læmaire et a1.,1993). Aknes & Njaa (l%1) ont trouvé des variations allant jusqu'à un facteur

4 pour I'activité catalasique mesurée sur différentes espèces d'une même famille.

Les activités antioxydantes mesurées chez les espèces aquatiques sont en général inférieures à

celles des mammilères. Dans une étude comparative des activités glutathion peroxydase

sélénium-dépendante mesurées dans plusieurs tissus pour 5 espèces de mammifères et 4

espèces de poissons, Tappel et aI. (1982) ont montré que les activités trouvées chez les

poissons étaient en général bien inférieures à celles des mammifères, à I'exception de la carp€

pour laquelle elles sont du même ordre.

Les activités glutathion peroxydases et catalase ainsi que les taux de glutathion réduit et

oxydé chez la truite, la grenouille et le xénope sont 5 à 10 fois plus faibles que chez le rat et le

cochon d'Inde selon les paramètres et les tissus (foie, cerveau, poumon ou branchies) étudiés

(L-oppez-Torres et aI., 1993).
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Une étude comparative sur les activités glutathion peroxydases totale et sélénium-dépendante

mesurées dans différents tissus (glande digestive, tissus respiratoire et musculaire) chez la

moule (Mytilus edulis\,la pétoncle (Pecten maximus),le crabe (Carcinus maenas) et l'étoile

de mer (Asterias rubens) a montré que les activités étaient les plus élevées au niveau digestif

chezla moule, la petoncle et l'étoile de mer et au niveau du tissu respiratoire chez le crabe

(Gamble et a1.,199t.

Les activités enzymatiques mesurées dans les glandes digestives des bivalves sont du même

ordre de grandeur qu'au niveau hépatique chez les poissons. Chez Mytilus edulis et Mytilus

galloprovincialis, bivalves les plus couramment étudiés, les activités dans les glandes

digesûves sont inlluencées par :
x la ponte, qui entraîne chez Mytilus galloprovincialis, une augmentation des activités

antioxydantes en mars-avril, suivie d'une diminution progressive tout au long du printemps

alors que les conditions climatiques s'améliorent et la disponibilité des nutriments augmente

(Solé er al.,199),
* l'âge, qui sensibilise les bivalves (Mytilus edulis) aux effets oxydants. En effet, les

organismes âgés de 10 ans et plus ont des activités glutathion peroxydases et catalase ainsi

que des taux de glutathion beaucoup plus faibles, ce qui explique que les effets des

oxyradicaux soient plus importants chez les bivalves plus âgés, surtout en ce qui concerne la

lipoperoxydation (Viarengo et al., 199 1),
x la teneur en orygène : les activités antioxydantes sont diminuées en conditions

d'anaérobiose, alors qu'elles retrouvent leurs taux initiaux lorsque les conditions

d'oxygénation sont rétablies (Viarengo et aL.,1989).
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11.3.2. Réponses des organismes aquatiques lors d'expositions à des
xénobiotiques.

Les principales études relevées dans la littérature concernant le stress oxydant chez les

espèces aquatiques sont répertoriées dans les tableaux l, 2, 3 et 4, avec le rappel des

conditions d'exposition, des espèces utilisées, des paramètres contrôlés et des réponses

qualitatives obtenues. Le tableau I correspond aux études expérimentales réalisées in vitro

avec des métaux, les tableaux2 et3 aux essais réalisés invivo avec des substances minérales

et organiques et le tableau 4 aux études réalisées in situ ou au laboratoire avec des sédiments

provenant de sites naturels contaminés.

[-a réponse de I'activité de la catalase est souvent précoce. L'augmentation de cette activité

enzymatique, observée en présence de sédiments contaminés par les HAPs et les PCBs

(Livingstone et al., 1993 ; Rodriguez-Aiza et al., 1993) semble dûe à la surproduction

d'oxyradicaux induiæ par les xénobiotiques. Cependarfi, in sfrz les relations doses-effets sont

loin d'être évidentes. [-es réponses semblent être influencées par d'autres facteurs que les

teneurs en polluants : les taux de contaminants mesurés dans les tissus varient selon les

saisons, d'où une probable variation concernant le métabolisme des contaminants

(Livingstone et aI., 1995). Une augmentation de I'activité de la catalase a également été

observée lors d'expositions d'organismes aquatiques (i) au paraquat (Gabielak & Klékot, 1985

; Wenning et a1.,1988) ou à un mélange de plomb et de zinc (Dimitrova et al.,1994) in vivo,

(ii) au chrome (Roche & Bogé, I9g3), au cuivre ou au mercure (Gwozdzinski er al.,1992) in

vitro.

Les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendanûe et catalase sont toutes deux

augmentées en présence d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (FIAPs) et de

polychlorobiphényls (PCBs), in situ ou en laboratoire (Rodriguez-Aiza et a1.,1993 ; Solé er

al., 199) ou de paraquat ( 10 ppm) in vivo (Gabrielak & Klékot, 198t.

Chez des limandes prélevées en mer du Nord au niveau de sites pollués par des hydrocarbures

et des métaux (Livingstone et al.,1993), ainsi que chez des carpes exposées au laboratoire à

du cuivre (25 ppm) et à du zinc (10 ppm) (Radi & Matkovics, 1988),I'activité de la glutathion

peroxydase sélénium-dépendante était augmentée tandis que celle de la catalase était

diminuée. Ceci peut s'expliquer par une surproduction de peroxyde d'hydrogène capable de

stimuler la glutathion peroxydase sélénium-dépendante et d'inhiber la catalase.
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TSTANCE ETUDIEE
nàce

CONC. DI.JREE
(msÂ) D'EXPOSITION

SOD GPxtot CAT MDA CSH GCS DT
+GSSG dlaPborase

AUTEURS

clor 1254

oisson/marin
cronooonias undulalus

0,5mg/g l7 jours
nourriture

+ (f,o) - (l)

# (o)

= (b) Thomas et
Woiford,
1993

ivalve/marin
,tilus edulis

0,05 6 jours # Li vingstone
et a l . ,
1990

4

ivalve/marin
tilus edulis

I 6jours # Ribera
e l a l ,
t99r

Dnotnatonu

risson/eau douce
'talurus punclatus

U
0,G42 24 heures'72

l4l

= ( l b )  = ( l b )

#(f, b) = (f, b)

+ (D  #O)  + ( t )  = (b )

Gal lagher
e l a l ,
t (x)a

F a
utylmercaptan (nBM)

oisson/eau douce

DEF: I à.lo7o
de la CL5l3 2l iours
nBlvl:1 à457o
de la CL5o

N,lather-
lvfi haich
et  Di  Giul io,
1986

edulis

I 6jours # Liv ingstone
e t a l ,
1990

n
edulis I 6jours i 1

Ribera
et  a l . ,
l+) l

/eau douce

s Purrctalus

s nebulosns

.10
2 jours

injection i p * 1

* 1

Hasspieler
et  a l . ,
199-l

rquaa

valve/marin
tkensia clemissa

? 6à36heures # t # t # t > contrôle Wenning
et  a l . ,
1988

10 96 heures
- t

- t

#

# +

# t

* 1

Gabnelali
et Klekot,
1985

yl hydropcroxydc

isson/eau douce
ilurus punctalus

zriurus nebulosus

125 8 heures

injection i.p
# t

- t

I Iasspir:lcr
e l a l ,
199-l

rcnt d'uslnc de pâte à
er

risson/eau douce
alurus Dunctalus

n-z0-n% +

lvtathcr-
I  { ihaich
ct  I ) i  Giul io,
l,/I

Tableau 2 : Modifications d'activités ou de concentrations des paramètres antioxl'dants et du
malonaldéhyde de poissons ou de bivalves exposés à des com1rcsés organiques lors
d'expérimentations au laboratoire: augmentation (+), diminution (-) Par ftlPPort au\
témoins.

anchies, (fr): foie, (o) : ovaires.
lue que la variation est transitoire.
: S,S,S-tri-n-butyl phosphotrithioate (herbicide organophosphoré) : CL50 entre 5,6 et 18,8 mg/l.
mersrpr.an : métabolite du DEF : cLjo entre l10o et 3600 mg/l
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La glutathion peroxydase sélénium-dépendante a un rôle protecteur important contre la

lipoperoxydation (Winston & Di Giulio, 1991). Cependant, I'augmentation de son activité

n'est pas toujours suffisante pour éviter des effets de lipoperoxydation induits par les

contaminants. Certaines études ont mis en évidence une diminution de I'activité glutathion

peroxydase sélénium dépendante associée à une lipoperoxydation importante chez des

limandes esposés à des sédiments fortement contaminés par les FIAPs et les PCBs

(Livingstone et al., 1993) ou chez Micropogonias undularzs, poisson marin, lors d'une

exposition à long terme (33 jours) au cadmium (1 mg/l) (Wofford & Thomas, 19q3).

[.a mesure des taux de glutathion réduit est souvent associée à celles des activités glutathion

peroxydases et catalase.

Une augmentation des taux de glutathion réduit a été observée chez des organismes

aquatiques en réponse à une contamination expérimentale par des sédiments provenant de

sites naturels contaminés (Di Giulio et aI., 1993), par la ménadione (4O mg/l) (Hasspieler er

al., l9E4) ou le mercure (0,1 mg/l) (Patel et aI., 1990). Cette réponse peut résulter d'une

augmentation de I'activité de Ia y-glutamylcystéine synthétase, enzyme qui synthétise le

glutathion, comme dans le cas de poissons chats exposés au chlorothalonil, un biocide

cancérigène éliminé sous forme de conjugué aux glutathion transférases (Gallagher et al.,

1992). Cependant I'induction de la synthétase n'explique pas toujours I'augmentation du taux

de glutathion réduit : Nishimoto et al. (199) n'ont pas d'explications aux teneurs hépatiques

en glutathion réduit parlois plus élevées chez les soles Pleuronectes vetulus, prélevées sur un

site connu pour la pollution importante de ses sédiments par les HAk par rapport aux soles

témoins.

In siltt, Rodriguez-Aiza et al. (1993) ont observé une augmentation des taur de glutathion

oxydé, traduisant un stress des poissons prélevés dans les sites contaminés par des HAR et

des PCBs, par rapport aux individus témoins. L'augmentation du glutathion oxydé, observé

également par Di Giulio et aI. (1993) lors de I'exposition au laboratoire de poissons chats à

des sédiments contaminés par le même type de polluants pourrait résulter de I'oxydation

directe du glutathion réduit par les xénobiotiques.

Les teneurs individuelles endogènes des paramètres antioxydants sont importantes et sont

souvent à I'origine des réponses différentes observées selon les espèces exposées à des

contaminants.

Hasspieler et al. (1994) ont montré que le poisson à tête boule (Ameriurus nebulosus)

possédait une activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante élevée et une activité

glutathion réductase et un taux de glutathion réduit très faibles. Cette présence élevée

d'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante suggère une capacité plus importante de

défense contre la toxicité des hydroperoxydes. Pourtant ces poissons sont plus sensibles à
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I'action toxique de polluants organiques. Cette susceptibilité s'explique par une déplétion

importante du taux de glutathion réduit suite à I'exposition aux polluantrs, ce déficit ne peut

pas être rapidement comblé du fait de I'activité glutathion réductase trop faible.

L'inhibition des taux de glutathion réduit est souvent associée à des effets de lipoperoxydation

importants, comme cela a été observé lors de I'exposition de bivalves marins (Mytilus edulis)

à du cuivre (n pgll) (Viarengo et al., 1988).

L'activité de la glutathion réductase serait un paramètre intéressant à suivre dans le contexte

de l'étude du stress oxydant induit par les xénobiotiques, mais elle reste encore très peu

étudiée. Paæl et al. (l9X) ont montré une inhibition importante de cette activité chez des

clams (Anadra granosa) exposées à 100 pgll de mercure, accompagnée d'une augmentation

du glutathion réduit Mais, en I'absence d'informations sur les autres enzymes impliquées dans

le métabolisme du glutathion, il est difficile d'expliquer I'augmentation du tripeptide.
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II.3.3.

Il existe 3 grands types de biomarqueurs : (i) les biomarqueurs d'exposition, indicateurs de

I'apparition et de I'exposition prolongée des organismes aux polluants, (ii) les biomnrqueurs

d'effets, indicateurs des dommages pathologiques et des réponses biologiques suite à

I'exposition à des toxiques et (iii) les biomarqueurs de susceptibilité, indicateurs du rôle des

variations génétiques dans les réponses toxiques enregistrées (Speakall,1994;Trimbell et al.,

1994).

L'intérêt des paramètres antioxydants réside dans le caractère aspecifique de leur réponse, ce

qui est un avantage dans le cadre de la contamination multiple des écosystèmes. [-a réponse

des systèmes antioxydants aux xénobiotiques peut consister dans un premier temps en une

augmentation d'activité. Ce phénomène traduit I'adaptation des individus à un nouvel

environnement, la phase d'augmentation reste cependant modérée et de courte de durée

comparativement aux augmentations d'activités EROD (éthoxyrésorufine O-dééthylase)

observées suite à I'exposition à des composés orgaruques.

Les réponses des systèmes antioxydants peuvent être transitoires : les niveaux d'activités

peuvent retrouver leurs taux initiaux après une première phase d'induction, alors que les

conditions d'intoxications ne semblent pas avoir été modifiées, comme I'ont montré les études

de Solé et al. (1995) sur bivalves prélevés in situ de janvier à juin sur des sites contaminés et

celles de Livingstone et aI. (1993) sur poissons exposés pendant 144 joun au laboratoire à des

sédiments comtaminés par les HAPs et les PCBs.

L'induction d'activité peut n'intéresser qu'un seul paramètre et traduire ainsi un effet

compensatoire. L'activation des systèmes antioxydants peut, dans un premier temps, permettre

de limiter la surproduction d'oxyradicaux et empêcher leun effets, mais ce n'est pas toujours

le cas, car ces systèmes de protection peuvent être débordés permettant ainsi I'apparition de

dommages oxydatifs importants.

Les composants du système antioxydant peuvent également être inhibés, comme dans le cas

d'intoxications aiguës. Ce phénomène d'inhibition est, la plupart du temps, associé à des effets

de lipoperoxydation traduisant des effets de toxicité et un état de non compensation des

lésions cellulaires.

Les sytèmes antioxydants pourraient être plus que de simples indicateurs de la contamination

du milieu. Ils pourraient également servir comme biomarqueurs de toxicité, leur inhibition ou

leur déplétion pouvant être la traduction des effets de toxicité en réponse à un stress

environnemental.
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I-e glutathion semble être un bon indicateur de I'altération précoce des individus, sa déplétion

traduisant un état instable et précaire. Cependant une diminution du taux de glutathion réduit

peut résulûer (i) de la mobilisation du tripeptide pour la conjugaison de métabolites toxiques

catalysée par les glutathion transférases ou (ii) de la réduction du glutathion par certains

toxiques. I-a diminution du taux de glutathion réduit sera sans effets cellulaires majeurs si les

enzymes impliquées dans la synthèse sont suffisamment actives pour combler un déhcit qui

ne sela donc que transitoire. Dans le cas contraire, elle sera synonyme de dommages

cellulaires importants pouvant conduire à la mort cellulaire.

Notre étude expérimentale portera sur l'étude du glutathion et des enzymes associées à son

métabolisme, telles que les glutathion peroxydases et la glutathion réductase. Cette dernière

est encore très peu étudiée chez les organismes aquatiques, mais elle nous a panr

particulièrement importante à cause de son rôle de régénération du glutathion réduit. Nous

avons associé à ces differents paramètres l'étude de I'activité catalasique afin de comparer sa

réponse à celle des glutathion peroxydases.

L-a plupart des études relevées dans la littérature portent sur l'étude de paramètres

antioxydants chez les poissons et chez quelques bivalves marins. Nous avons choisi de

travailler sur des bivalves d'eau douce, Unio tumidus, qui peuvent se révéler d'intéressants

indicateurs pour le contrôle des écosystèmes aquatiques dulçaquicoles. Nous avons tout

d'abord étudié I'influence des saisons, de la periode de reproduction et du sexe des individus

chez ces bivalves. Nous avons ensuite étudié si les paramètres biologiques antioxydants

décrits précédemment pourraient constituer des biomarqueurs d'exposition voire de toxicité

intéressants chez des bivalves exposés à des polluants dans I'environnement.



III. MATERIEL
ET

METHODES



III.1.

III. 1.1. Matériel biologique.

Les dosages des différents paramètres enzymatiques et des taux de glutathion ont été réalisés

sur les glandes digestives et les branchies d'un bivalve d'eau douce, Unio tumidus.

a. Systématique.

Embranchement : Mollusques

Classe : l-amellibranches

Ordre : Eulamellibranches homomyaires

Famille: Unionidés

Genre et espèce : Unio tumidus

b. Morphologie et habitat.

Les bivalves sont des mollusques caractérisés par une masse viscérale symétrique aplatie

transversalement et enveloppée par le manteau qui forme deux grands lobes dont chacun

sécrète une valve de la coquille.

Ils possèdent, situées de part et d'autre de la masse viscérale, des branchies lamellaires à

l'épithélium pourvu de puissants cils vibratils dont les battements génèrent un courant d'eau

contlnu.

Unio tumidus vit dans les écosystèmes dulçaquicoles à I'interface eau-sédiment, plus ou moins

enfoui dans le sédiment. Sa coquille, fortement nacrée intérieurement est recouverte d'une

épaisse cuticule très foncée de couleur brun-vert. Ce mollusque se déplace lentement dans le

sédiment par contraction du pied et se nourrit de microalgues par filtration continue du milieu

aquatlque.

Pendant la periode de reproduction qui débute à I'automne, les larves ou glochidiurn sont

logées dans une poche incubatrice, ov nursupium, formée par une partie des branchies. En

effet, pendant cette periode, les branchies perdent une partie de leur fonction respiratoire pour

acquérir un rôle incubateur. Au printemps quand la température de I'eau remonte, les larves

sont expulsées par les orifices siphonaux. [æ développement des larves comporte une phase

parasitaire au cours de laquelle elles se lixent aux branchies ou à la peau de poissons hôæs à

I'aide de crochets dont elles sont pourvues ; elles se nourrissent grâce à un faux manteau, ou

pseudopallium qui fonctionne comme un appareil absorbant. Arrivées à maturation, les larves

se détachent du poisson hôte et commencent leur vie de bivalve à proprement parler.
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Unio nmidus nous est apparu comme un organisme de choix car:

(1) sa taille importante (6,5 cm de long et3,5 cm de large en moyenne) permet le dosage de

plusieurs paramètres biochimiques antioxydants sur un même individu, ce qui évite d'avoir à

pooler les tissus ; l'évaluation de la variabilité inter-individu est donc possible,

(2) sa situation à I'interface eau-sédiment est intéressante, ainsi il peut être contaminé à la

fois par les xénobiotiques de I'eau et du sédiment,

(3) sa faible mobilité permet la mise en cage des individus et des études de transfert sur des

sites pollués. l-a mise en cage ne devrait pas induire de stress majeur, au contraire de ce qui

peut être observé avec les poissons.

lll.l.2.Edrantillonrye - Consrration - hQaratftm des édlantillons

a. Echantillonnage.

Notre étude a été réalisée à I'aide d'organismes prélevés sur deux sites contrôles :

x un étang (Gavisse) qui a servi à l'évaluation des niveaux de base des activités

enzymatiques antioxydantes et des taux de glutathion au printemps et à I'automne pour les

periodes situées entre mai 1993 et octobre 1994,

x un second site plus étendu (Manom), sur lequel ont été prélevés les organismes utilisés

pour les études de transfert réalisées entre Octobre I9P'4 et Octobre 1995.

Nous avons utilisé deux sites différens afin d'étudier une éventuelle variabilité des "témoins"

liée au site de prélèvement. I-es analyses physicochimiques des sédiments prélevés sur les

deux sites (Annexel) a montré que ces deux sites étaient de qualité équivalente.

b. Conservation.

Dans tous les cas, les organismes ont été disséqués sur place, immédiatement après

échantillonnage. [æs branchies et les glandes digestives ont été placées individuellement dans

des cryotubes et congelées directement dans l'azote liquide à -196"C. l-es tissus sont

conservés au laboratoire dans ces conditions jusqu'au moment des dosages.

[.ors des expérimentations, les tissus sont décongelés rapidement et pesés avant

homogénéisation.
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c. Préparation des échantillons : protocole de fractlonnement.

Les enzymes antioxydantes et le glutathion sont localisés dans des compartiments cellulaires

différents, soit au niveau cytoplasmique, soit au niveau mitochondrial ou peroxysomal.

Afin d'évaluer les niveaux et les éventuelles différences de sensibilité des différents

paramètres en fonction de leur localisation cellulaire, nous avons choisi de réaliser les

différents dosages sur la fraction cytosolique et la fraction des organites. Le fractionnement

subcellulaire a été réalisé selon le protocole (figure 4) suivant:

l). homogénéisation des tissus: après décongélation et pesée, les tissus sont homogénéisés

dans du tampon phosphate 50 mM pH=7,60 auquel sont ajoutés du

phénylméthylsulfonylfluorure (PMSF, inhibiteur des sérine protéases) et un mélange sérine-

borate (inhibiteur de la y-glutamylcystéine transpeptidase qui hydrolyse le glutathion) à des

concentrations finales dans le tampon de I mM. L'homogénéisation se fait manuellement, à

4"C,à I'aide d'un potter Elvehjem.

Afin de préserver I'intégrité des organites cellulaires, les glandes digestives sont

homogénéisées par 3 coups de potter à raison de 2 ml de tampon d'homogénéisation pour 500

mg de tissu. Pour les branchies, 6 coups de potter sont nécessaires et I'homogénéisation se fait

dans 2 ml de tampon pour 1000 mg de tissu.

2). frac tio nne me nt s ub c e llulaire:
. I'homogénat précédent est centrifugé à 5@g pendant 15 minutes à 4oC, afin

d'éliminer les débris cellulaires, les noyaux et les fragments membranaires qui se retrouvent

dans le culot de centrifugation. I-e surnageant (5500) renferme le cyoplasme avec les

mitochondies,les microsomes, les peroxysomes et les lysosomes.
. le surnageant S50O est centrifugé à 120009 pendant 30 minutes à 4"C pour séparer le

surnageant (fraction cy'toplasmique, 512000) du culot (fraction des organites, C120O0). Le

culot 120009 sera repris et les organites cassés (broyage manuel, 30 coups de potter) afin

d'accéder aux enzymes contenues à leur niveau.

I-a qualité des fractions subcellulaires a été vériliée lors d'une étude en microscopie

électronique des culots de centrifugation 120009 et 105O0Og de glandes digestives après une

homogénéisation douce (3 coups de potter manuel) et une homogénéisation poussée (potter

motorisé, l0 aller-retour à 300 tours/minute).

Les images obûenues en microscopie électronique ont montré que I'homogénéisation douce

retenue pour le protocole de fractionnement permenait de préserver I'intégrité des organites

contenu dans les deux culots de centrifugation (photos Iaet2a), alors qu'ils étaient détruits

lors d'une homogénéisation plus poussée (photos lb et 2b).
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fII. 1.3. Méthodes analJrtiques.

III. 1.3. 1. [,es enzymes antioxydantes.

a. Les slutathion peroxYdases.

Principe de la méthode :

L'activité glutathion peroxydasique est évaluée à I'aide de la méthode décrite par Paglia &

Valentine (1967) modifiée par l-awrence & Burk (lW6).

Le principe de cette méthode est le suivant : en présence de ses deux substrats (le glutathion

réduit et un peroxyde) la glutathion peroxydase contenue dans l'échantillon biologique va

oxyder le glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG), lequel sera à son tour réduit

en présence de NADPH par la glutathion réductase (GRd) ajoutés dans le mélange

réactionnel.

[-a réduction du NADPH est suivie au spectrophotomètre à34,0 nm pendant 5 minutes.

.""11- 2*II*oo*
GPX GRd

RoH . ll- cssc -J l- *oor"

Comme il existe deux principales formes de glutathion peroxidases, une sélénium-dépendante

et une sélénium-indépendante, il est important de pouvoir différencier ces deux activités

enzymatiques pour déterminer si une forme semble plus sensible aux xénobiotiques que

I'autre. l-a différence entre les deux glutathion peroxydases se fait à I'aide du substrat de

l'enzyme ajouté au mélange réactionnel : I'hydroperoxyde de cumène est un substrat pour les

deux formes de glutathion peroxydases ; le peroxyde d'hydrogène (H2O2; est un substrat

specifi que de la glutathion peroxydase sélénium-dépendante.

l-orsque HzOz est utilisé comme substrat, la mesure se fait en présence d'azide de sodium

pour inhiber la catalase dont le rôle est aussi de décomposer H2O2.
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L'activité de la glutathion peroxydase sélénium-indépendante peut être obûenue de deux

façons : soit directement en utilisant I'hydroperoxyde de cumène comme substrat, après avoir

inhiæ la glutathion peroxydase sélénium-dépendante avec de la N-éthylmaléimide, soit par

différence entre les activités glutathion peroxydase totale et sélénium-dépendante.

Ces deux modes de détermination de I'activité glutathion peroxydase sélénium-indépendante

ont été utilisés simultanément.

Réactifs utilisés :

x Tampon phosphate de potassium 50 mM pH='7,60 + 0,02
x Solution tamponnée de glutathion réduit (GSH) 30 mM (Sigma G 425I)
x Solution de NADPH 3,6 mM (Boehringer no 107 824) dans NaHCq 0,5 7o

x Solution de glutathion réductase de levure de boulanger (GRd) 30U/ml (Sigma G 475I)
x Solution aqueuse d'hydroperoxyde de cumène (CuOOFI) 6 mM (Sigma CO 524)
* Solution tamponnée de peroxyde d'hydrogène (H2O2) 3 mM (Prolabo n" ?3 619231)
x Solution aqueuse d'azide de sodium (NaN3) I mM (UCB 8513)
x Solution aqueuse de N-éthyl maléimide (NEM) l0 mM (Sigma 83976)

Protocole expérimental :

BLANC

23 ml tampon phosphate

+ 100 pl GSH

+ 100 pl NADPH

+ 100 pl GRd

+ 300 pl tampon phosphate

+ l00pl de substrat

(CuOOH ou H2O2)

ESSAI

2,3 ml tampon phosphate

+ 100pI GSH

+ 100 pl NADPH

+ 100,pI GRd

+ 300 pl échantillon dilué dans tampon

+ l0O pl de substrat

(CuOOH ou H2O2)

. mélange des cuves par retournement, puis incubation dans le

spectrophotomètre à25"C pendant 5 minutes

. mélange puis lecture de la diminution de la densité optique (DO) à 340 nm

toutes les 12 secondes pendant 5 minutes.



Remarques : (1) quand le substrat est H2O2 on met dans chaque cuve 2,2 ml de tampon (au

lieu de 2,3 ml) et 100 pl de NaN3. (2) pour le dosage de la glutathion peroxydase sélénium

indépendante, 300 7rl d'échantillon seront préalablement incubés en présence de l0O pl de

NEM 10 mM à température ambiante pendant 30 minutes, puis l'échantillon sera dosé comme

décrit précédemment avec CuOOH comme substral

b. La slutathion réductase.

Principe de Ia méthode :

L'activité de cette enzyme est évaluée à I'aide d'une méthode directe décrite par Carlberg &

Mannervik (l%t. Cette technique est basée sur le suivi, à 340 nm, de la réduction du

NADPH par I'enzyme en présence de son deuxième substrat le glutathion oxydé (GSSG).

Réactifs utilisés :

x Tampon phosphate de potassium 5O mM, pH='7,6O + 0,02
x Solution de NADPH 2mM (Boehringer no 107 824) dans NaHCO3 0,5 7o
x Solution tamponnée de GSSG 20 mM (Sigma G 4501)

Protocole expérimental :

BLANC

2,4mltampon phosphate

+ 150pIGSSG

+ 150 pl NADPH

ESSAI

2,4mltampon phosphate

+ 150 pl GSSG

+ 150 pl NADPH

. mélange des cuves par retournement, puis incubation dans le

spectrophotomètre à25"C pendant 5 minutes

+ 300 pl tampon phosphate + 300 7zl échantillon dilué dans tampon

. mélange des cuves par retournement puis lecture de la diminution de la

densité optique (DO) à 34O nm à 25"C toutes les 12 secondes pendant

5 minutes.
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c. La catalase.

Principe :

l-a méthode de référence pour évaluer I'activité de la catalase est celle décrite par Beers &

Sizer (1951). Elle est basée sur le suivi, à240 nm, de la consommation d'HzOz par I'enzyme.

L'activité enzymatique est directement proportionnelle à la cinétique de dégradation d' HzOz

au cours du temps.

Le seul inconvénient de cette méthode est le dégagement d'oxygène au cours de la réaction, ce

dernier pouvant inhiber I'enzyme. On peut pallier à ce problème en mesurant la cinétique

enzymatique pendant la première minute de la réaction, alors que le dégagement d'oxygène

n'a pas encore lieu.

Réactifs utili#s :

x Tampon phosphate de potassium 5O mM, pH='|,û + 0,O2
x Solution tamponnée de peroxyde d'hydrogène (H2O2) 21 mM (Prolabo n" ?3 619 ?31)

Protocole expérimental :

BLANC

1,9 ml tampon phosphate

+ I mlH2O2

ESSAI

1,9 ml tampon phosphate

+ 1 mlH2O2

. mélange des cuves par retournement, incubation pendant 5 minutes à25"C

dans le spectrophotomètre, puis ajouter

+ l00pl tampon phosphate + 100 7rl échantillon dilué dans le tampon

. mélange des cuves par retournement puis lecture de la diminution de la

densité optique (DO) à 24Drwtàzs"C toutes les 12 secondes pendant

5 minutes.

Remarques:

(1) Dans tous les cas, les solutions doivent être préparées quotidiennement et celles de

NADPH, glutathion réductase, hydroperoxyde de cumène et peroxyde d'hydrogène doivent

impérativement être conservées à I'abri de la lumière.
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(2) L'échantillon à doser sera dilué dans du tampon phosphate afin d'obtenir une

cinétique enzymatique exploitable, car avec l'échantillon non dilué la cinétique enzymatique

est trop rapide et le substrat est consommé en quelques secondes ce qui ne permet pas de

calculer la variation de densité optique en une minute. De plus il est nécessaire de procéder à

la dilution des échantillons pour éviter des interférences liées à la coloration des fractions

subcellulaires, surtout lors des dosages sur glandes digestives.

III.I.3 .2. [-e glutathion.

Nous avons testé deux méthodes de dosage :

x la méthode enzymatique classique à I'acide dithio-bis-nitrobenzoïque (DTNB) basée sur des

mesures spectrophotométriques,
x une méthode chromatographique utilisant la chromatographie liquide haute perflormance

(HPLC).

a .L

Principe :

Cette méthode utilise un réactif specifique des groupements thiols, le DTNB qui oxyde le

glutathion réduit (GSFD avec formation de TNB (acide thio-bis-nitrobenzoiQue), de couleur

jaune ; le glutathion oxydé formé (GSSG) est à nouveau réduit par la glutathion réductase

apportée lors du dosage. [-a formation de TNB est suivie à4I2 nm au spectrophotomètre, elle

est proportionnelle à la quantité de glutathion total c'est à dire de glutathion réduit (GSFI) et

de glutathion oxydé (GSSG). (Akerboom & Sies, 1981 ; Anderson, 1%5).

Le glutathion réduit est évalué à I'aide d'une méthode chimique utilisant la formation de TNB

lors de I'oxydation du GSH par le DTNB à 37"C et à pH=8. (Rice-Evans et al., 1991). t-a

quantité de TNB formée est proportionnelle à la quantité de GSH.

l-e taux de glutathion oxydé est obtenu par la différence entre la quantité de glutathion total

(GSH+GSSG) et celle de glutathion réduit (GSF[).
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. Le glutathion totat (GSH + GSSG)

Réactifs utilisés :

* Tampon phosphate de potassium 50 mM, pH = 7,60 + O,O2
x Solution de NADPH 0,3 mM (Boehringer no 107 824) dans NaHCq O,5 Vo
x Solution tamponnée d'acide dithio-bis-nitrobenzoiQue (DTNB) 6 mM (Sigma D 8130)
x Solution de glutathion réductase de levure de boulanger (GRd) 266UkîI (Sigma G 4751)

Protocole expérimental :

BLANC

2,4 ml tampon phosphate

+ 15O pl NADPH

+ T5plGRd

+ 75pl DTNB

ESSAI

2,4 ml tampon phosphate

+ l5O pl NADPH

+ 75 pl GRd

+ 75 yl DTNB

. mélange des cuves par retournement, puis incubation dans le

spectrophotomètre à25"C pendant 5 minutes

+ 30O pl tampon phosphate + 30O pl echantillon dilué dans le tampon

. mélange puis lecture de I'augmentation de la densité optique (DO) à 4I2nm

toutes les 6 secondes pendant 5 minutes.

. Le glutathion réduit (GSII)

Réactifs utilisés :

x Tampon phosphate de potassium 50 mM, pH = 7,6O x,O,O2
x Solution tamponnée d'acide dithio bis nitrobenzoiQue (DTNB) 1 mM (Sigma D 8130)

Protocole expérimental :

2,4 m| de tampon phosphate

+ 30O pl d'échantillon dilué
.lire la densité optique à4I2 nm (DOt)

+ 300 pl de DTNB
.laisser incuber I heure à37"C, puis lire la densité optique à412 nm (DO2)
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b. La méthode HPLC

Principe :

Le glutathion n'absorbant pas en ultra violet (UV) et n'étant pas fluorescent, il est nécessaire

de procéder à une dérivation de la molécule pour pouvoir le détecter.

Cette étape consiste à faire réagir le glutathion avec un composé qui conduit à la formation

d'un adduit détectable en UV ou par fluorescence.

Nous avons choisi de travailler avec I' o-phtalaldéhyde (OPA) en dérivation post-colonne afin

d'augmenter la specificité de la réaction entre le glutathion et le réactif (Leroy et al., 1993).

L'adduit formé est détecté par fluorescence (excitation : 340 nm ; émission : 440 nm) ce qui

pennet, comparativement à I'UV, d'obtenir une meilleure sensibilité de détection.

Le schéma du montage expérimental est représenté sur la figure 5.

L'OPA forme un adduit seulement avec le glutathion réduit. Donc pour doser le glutathion

total, c'est à dire la somme du glutathion réduit (GSH) et du glutathion oxydé (GSSG), il faut

nécessairement avoir tout le glutathion sous forme réduite. Pour cela il faut réduire le

glutathion oxydé à I'aide d'un réducteur, qui est le dithiotréitol (DTT) dans notre cas. Cette

réduction doit être réalisée avant la dérivation avec I'OPA.

Pour doser le glutathion oxydé seul, il faut d'abord bloquer le glutathion réduit avec de la n-

éthyl maléimide (NEM) ; il y aura alors formation d'un complexe stable ne pouvant plus

réagir avec I'OPA. Ainsi, seul le glutathion oxydé, réduit par le DTT, pourra réagir avec

I'OPA.

Réactifs utilisés :

:e de sodium pH=2,5

iulfate 0,5 mM (Interchim 4{6l22-æfl)

LM

SVo acétonitrile (Prolabo Chromanorm no 20 0Éf,-296)

x Solution d'o-phthalaldéhyde (OPA) :53 g acide borique (MERCK)

7,5 ml NaOH 307o

200 ml eau ultrapure

solution 1

0,2 g OPA (Sigma P 0657)

10 ml éthanol

I ml Brij 353O7o (Sigma430 AG6)

solution 2

solution I + solution 2 + eau ultrapure, qsp 250 ml
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x Solution aqueuse de dithiotréitol (DTT) 10 mM (Merck n' 12013)
x Solution aqueuse de soude (NaOH) 4M
x Solution aqueuse d'acide perchlorique (HCIO+) IOVa + Na2EDTA 2 mM
x Solution de N-éthyl maléimide (NEM) 10 mM (Sigma E3876)
x Solution étalon de glutathion réduit (Sigma G 425I) dans HCl0,1M + Na2EDTA 2mM
* Solution étalon de glutathion oxydé (Sigma G 9On) dans HCI 0,1M + Na2EDTA 2 mM

Toutes les solutions sont filtrées à 0,45 ;,lm avant d'être utilisées. l-a phase mobile et la

solution d'o-phthalaldéhyde sont dégazées à I'hélium avant utilisation.

Protocole expérimental :

Les principales formes de glutathion contenues dans les échantillons sont, après précipitation

des protéines, évaluées comme suit :

échantillon où les protéines ont été

précipitées à I'acide perchlorique

lnJecuon

I+
réduction par DTT

250 pl échantillon

+ 5O pl NaOH 4m

+ 100,;zl DTT 25 mM

incubation I heure.

20"C, obscurité

+ 150 plHClOalOTo

injection de20 pl

I
t

dosage de GSH+GSSGdosage de GSH

Læ pic de glutathion est obtenu environ 6 minutes après injection.

blocage de -SH par NEM

puis réduction par DTT

250 pl échantillon

+50y lNaOH4M

+ 5O pl NEM 1O mM

incubat ion5min.à0 'C

+ 100 4IDTT 25 mM

incubation t heure,

20"C, obscurité

+ 150 plHClOalOTo

I
t

injection de2O pl

I
?

dosage de GSSG
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III.1.3.3. Les protéines totales.

Le dosage des protéines est effectué selon la méthode décrite par Bradford (1976).

I.e principe de cette méthode repose sur I'utilisation d'un colorant, le bleu de Coomassie qui,

initialement rouge, devient bleu quand il se lie aux protéines. [-a couleur bleue résulte de

I'interaction des groupements anioniques du colorant avec les groupements aminés des

protéines. Le complexe formé est stable pendant environ une heure.

[-a densité optique (DO) lue à 595 nm est proportionnelle à la quantité de protéines dans

l'échantillon biologique. Cette dernière est évaluée par rapport à une gamme étalon de sérum

albumine bovine (SAB ; Merck n' 12018) réalisée simultanément.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg de protéines/l00,p1 de fraction.

III.1.4. Calculs des activités enzymatiques et des taux de glutathion.

III. 1.4. 1. Les activités enzymatiques.

[-a variation de densité optique enregistrée en une minuûe est convertie par rapport à une

droite étalon:
* (DO = f (NADPF[) pour les glutathion peroxydases et réductase. [-a quantité de

NADPH est rapportée au taux de protéines totales contenues dans l'échantillon ou au poids de

tissu, les activités glutathion peroxydases et glutathion réductase sont donc exprimées en

nmoles NADPH / min / mg protéines ou en nmoles NADPH / min / g tissu.

x DO = f (HzOù pour la catalase. [.a quantité d'L12O2 est rapportée au taux de

protéines totales contenues dans l'échantillon ou au poids du tissu, I'activité catalasique est

exprimée en pmoles LQOZ / min / mg protéines ou en ;,rmoles HZOZ I minl g tissu.

III.I.4.2. Les taux de glutathion.

a. La méthode enrymatique.

Pour le glutathion total (GSH+GSSG), la variation de densité optique enregistrée sur une

minute est convertie en nmoles de GSH par rapport à une droite étalon. Cette quantité de

glutathion est rapportée soit aux taux de protéines totales contenues dans l'échantillon, soit au

poids du ûssu.I-e taux de glutathion total est donc exprimé en nmoles GSH / mg protéines ou

en nmoles GSH / g tissu.
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[æ taux de glutathion Éduit (GS[D est obtenu en faisant la différence entre les 2 densités

optiques enregistrées (DO2 - DOt ; voir $ 4.2.a) puis converti en nmoles de GSH par rapport

à une droite étalon. [-a quantité de GSH est ensuite rapportée soit au taux de protéines totales

contenues dans l'échantillon, soit au poids du tissu.

Le taux de glutathion réduit est donc exprimé en nmoles GSH / mg protéines ou en nmoles

GSH / g tissu.

b.l"a méthode HPLC.

Les taux des différentes formes de glutathion (total, réduit et oxydé) sont évalués par rapport à

des droites d'étalonnage obtenues à I'aide de solutions étalons : I'aire de chaque pic de

glutathion est convertie en nmoles de GSH puis rapportée soit aux taux de protéines totales

contenues dans l'échantillon, soit au poids du tissu.

Le taux de glutathion total et réduit est donc exprimé en nmoles GSH / mg protéines ou en

nmoles GSH / g tissu. Celui du glutathion oxydé est exprimé en nmoles GSSG / mg protéines

ou en nmoles GSSG / g tissu.

L'analyse statistique des résultats a été réalisée par analyse de variance (ANOVA) suivi d'un

test de Dunnetts. Pour l'analyse des résultats obtenus lors des essais d'intoxication (au

laboratoire et sur le tenain), les goupes d'individus intoxiqués ont été comparés à leurs

témoins respectifs.
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lII.2.l. Optimisation des méthodes de dosage.

111.2.1. 1 . Activités enzymatiques.

III.2. 1.1. 1. Activités glutathion peroxydases.

Les activités enzymatiques ont été mesurées dans des conditions où les concentrations en

substrats n'étaient pas limitantes : ces concentrations ont été définies après avoir déterminé les

constantes cinétiques (Km) des enzymes pour chacun de leur substrat.

Après avoir sélectionné la concentration en glutathion peroxydase commerciale (Gk) de 5

U/ml pour laquelle la cinétique de la réaction pouvait être mesurée avec une bonne sensibilité,

nous avons déterminé les constantes d'affinité (Km) des différents substrats de I'enzyme.

Dans ce but, nous avons à chaque fois fait varier la concentration d'un des substrats, celle des

autres éléments étant maintenue constante.

Nous avons donc déterminé les différentes constantes d'affinité (Km) pour les différents

substrats des glutathion peroxydases : le glutathion réduit (GSH), I'hydroperoxyde de cumène

(CuOOH) et le peroxyde d'hydrogène (H2Oz). Les valeurs expérimentales obtenues sont les

suivantes :

Km(GSH)=3mM

Km (CuOOH) = 1,2 mM

Km (H2O2) = 0,3 mM

Pour la suite des expérimentations nous avons utilisé des concentrations en substrat égales 5 à

10 fois la valeur du Km. l^a variabilité sur des mesures réalisées en triplicat est de 5Vo. I.a,

limite de détection de I'activité est de 2 nmoles de NADPH réduit par minute à 25'C. Des

exemples de cinétiques enzymatiques de la glutathion peroxydase totale sont donnés sur la

figure 6.

Pour évaluer l'activité des glutathion perorydases, les concentrations en réactifs retenues

sont les suivantes :

GSH

NADPH

GRd

Hzoz
CUOOH

30 mM

3,6 mM

30 Ulml

3mM

6mM
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II1.2.1.1.2. Activité glutathion réductase.

Après avoir déterminé une concentration en glutathion réductase commerciale (GRd) pour

laquelle la cinétique de réaction pouvait être mesurée avec une bonne sensibilité (6 U/ml),

nous avons fait varier successivement les concentrations en GSSG et en NADPH pour

déterminer les constantes cinétiques (Km) de I'enzyme pour ses deux substrats.

[-a figure 7 montre un exemple de cinétique de la GRd.

[-es constantes obtenues sont les suivantes :

Km(GSSG)=2mM

Km (NADPH) = 0,2 mM

Comme précédemment, nous avons décidé de travailler avec des concentrations en substrats

non limitantes, c'est à dire égales à I0 fois la valeur du Km. I-a variabilité sur les mesures est

de 5Vo. I-a limite de détection de l'activité est de 5 nmoles de NADPH réduit par minute à

25"C.

Les concentrations en GSSG et en NADPH retenues dans la suite des essais sont donc de

20mM et 2 mM respectivement.

III.2. l. 1.3. Activité catalasique.

Pour déterminer les conditions optimales de mesure de I'activité catalasique, nous avons

travaillé sur une solution de catalase commerciale et joué successivement sur les

concentrations en peroxyde d'hydrogène (HzOz) et en enzyme.

Après avoir choisi une concentration en enzyme commerciale nous donnant des cinétiques de

dégradation d'H2O2 exploitables (frgure 8), nous avons testé diférentes concentrations en

HzOzafin de définir sa constante d'affinité.

Ceci nous a permis d'évaluer le Km (HzOù à 3 mM.

I-a concentration en H2O2 choisie pour la suite des essais est de 2l mM. In variabilté

enregistrée sur des mesures en triplicat n'excède pas 127o. La limite de détection de l'activité

de I'enzyme est de 7 pmoles d'H2O2 dégradées par minute à 25"C.
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Figure 9: Gamme étalon du glutathion total obtenue avec la méthode classique au DTNB'
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Par la suite, nous avons travaillé sur des fractions tissulaires d'Unio tumidus et étudié les

interférences éventuelles apportées par les constituants des fractions tissulaires.

. L'absence d'interférences des constituants des fractions 120009 (sumageant SI20OO

et culot C12000) a été contrôlée par ajout de fraction à une solution d'enzyme commerciale

pour chacune des activités glutathion peroxydase, glutathion réductase et catalase.

. I-a coloration des fractions tissulaires et notamment de celle des fractions de glandes

digestives de couleur brunâtre pouvait interférer sur la mesure de I'absorption du NADPH à

34O nm (suivie lors des mesures des activités glutathion peroxydases et glutathion réductase),

ainsi que sur celle d'H2O2à240nm (suivie lors des mesures de I'activité catalasique). L'ajout

de fraction 512000 et C12000 à différentes dilutions (ll2 à 1/100, soit 0,250 à 0,005mg de

protéines ll}0yl de fraction Sl200O et ll2 à 1/50, soit 0,100 à 0,004 mg de protéines ll}Opl

de fraction C1200O) dans le milieu réactionnel n'entraîne aucune interférence pour les

mesures d'activités glutathion peroxydases et glutathion réductase quelle que soit la fraction

tissulaire l200og testée. Par contre, il y avait des interférences sur les mesures d'activités

catalasiques pour les fractions 512000 et C1200O obtenues à partir des glandes digestives et

dont les dilutions étaient inférieures à l/50 pour le surnageant et 1/10 pour le culot.

A la suite de ces essais, nous avons préféré travailler avec des fractions subcellulaires dont le

taux de dilutions étaient :
* supérieur ou égal à 1/50 pour Iafraction cytosolique 512000 (soit 0,01 mg de protéines

/100 pl de fractîon)
x supérieur ou égal à 1/10 pour la fraction des organites C12000 (soit 0,02 mg de

protéines /100 pl de fraction).

II1.2.1.2. [æ glutathion.

III.2.l.2.l. Mesures de glutathion par la méthode enzymatique classique.

Les taux de glutathion contenus dans les échantillons ont été évalués par rapport à une gzrmme

étalon de glutathion.

a. Glutathion total.

Nous avons testé différentes concentrations d'une solution commerciale de glutathion réduit,

choisies à partir de données bibliographiques permettant de situer la gamme des teneurs

possibles en glutathion au niveau tissulaire entre 2 et 100 pM.

I-a relation obtenue entre les valeurs d'absorptionà4I2 nm et les concentrations de solutions

analysées est représentée sur la figure 9.

L-a limite de détection est de 2 fM. I.a variabilité sur les mesures est de 157o.
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Figure 10: Gamme étalon du glutathion réduit obtenue avec la méthode classique au DTNB.
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b. Glutathion réduit.

De même que pour le glutathion total, nous avons testé différentes concentrations en

glutathion réduit entre 6 et 195 pM, gamme de concentrations préconisées dans la méthode

chimique pour l'établissement de la droite étalon.

l-a figure 10 représente la droite obtenue qui témoigne de la relation linéaire pour des

concentrations comprises entre 6 et I95 pM.

Le seuil de détection est de 6 pM.La variabilité sur les mesures n'excède pas IOVo.

1II.2.1.2.2. Mesures du glutathion par la méthode chromatographique GIPLC).

Les taux de glutathion oxydé et total contenus dans les échantillons sont évalués par rapport à

des gammes étalons.

a. Détermination du pourcentage d'acétonitrile de la phase mobile.

Les auteurs préconisaient de travailler avec un pourcentage d'acétonitrile compris entre 5 et

10% dans la phase mobile à un débit de 1,5 ml/min afin d'obtenir le pic de glutathion entre 3

et 6 minutes après I'injection.

Après avoir testé différents pourcentages d'acétonitrile (5,7,lO et 15 7o), nous avons décidé

de travailler avec une phase mobile contenant 57o d'acêtonitrile.

Ce pourcentage a été retenu car:
x il reste suffisamment faible pour ne pas entraîner de problèmes de précipitation du

réactif d'appariement d'ions (sel de n-décyl sodium sulfate) qui est insoluble dans I'acétonitrile

pur et a tendance à précipiter dans les têtes de pompe.
x il nous permet d'obtenir un pic bien symétrique aux alentours de 6 minutes,

b. Erude des conditions expérimentales à I'aide des solutions étalons de glutathion réduit.

[-a gamme de concentrations testées a été la suivante : 0,05-0,1-0,2-0,5-l-2 pglml. I-es

dilutions ont été réalisées à partir d'une solution mère de GSH à 5O mg/ml. Le GSH est

solubilisé dans une solution d'HCl O,lM + Na2EDTA 2mM, les dilutions sont réalisées dans

cette même solution. Il est impératif de travailler en milieu acide afin de mieux conserver le

glutathion, facilement oxydable, sous sa forme réduite.

Dans ces conditions, nous avons obtenu une relation linéaire enîe les teneurs en glutathion

et I'aire des pics du chromatogramme. La droite étalon obtenue en traçant I'aire des pics en

fonction des concentations de glutathion est représentée sur lafigure ll. Un exemple de

chromatogramme est représenté sur la figure 12. Le seutl de détection est de 65 nM. I-a

variabilité sur une mesure réalisée en triplicat n'excède pas 7Vo.
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c. Erude des conditions expérimentales à I'aide des solutions étalons de glutathion oxydé.

la gamme de concentrations testées a étéla suivante : 0,05-0,1-0,2-O,5-I-2 yglml

Læs dilutions ont été réalisées à partir d'une solution mère de GSSG à 50 mg/ml. L-e GSSG est

solubilisé dans une solution d'HCl 0,1M + Na2EDTA 2mM, les dilutions sont réalisées dans

cette même solution.

Avant toute chose il fallait étudier la cinétique de réduction du GSSG par le DTT à lOmM et

définir le temps optimal nécessaire pour obtenir la réduction totale du GSSG.

Les temps de réduction suivants ont été étudiés : 20,30, 6O et l2O minutes. [-a gamme des

concentrations définie ci-dessus a été testée pour chacun des temps de réduction.

Les droites obtenues sont représentées sur la figure 13. I-a, figure 14 montre un exemple de

chromatogramme pour le glutathion oxydé.

On peut constater qu'une heure de réduction à température ambiante suffit pour obtenir une

relation linéaire entre I'aire des pics et les concentrations en GSSG (figure 13). Le seuil de

détection est de 33 nM. [-a variabilité sur une mesure réalisée en triplicat est de 107o.

d. Essais de complexation du glutathion réduit (GSH) par la N-éthylmaléimide (NEM).

Nous avons cherché à évaluer directement le taux de glutathion oxydé (GSSG) contenu dans

les échantillons biologiques plutôt que par différence entre les taux de glutathion total

(GSH+GSSG) et de glutathion réduit (GSH). Pour ce faire, il était nécessaire de procéder à

une étape de complexation du glutathion réduit par la N-éthylmaléimide (NEM). En effet, le

complexe GSH-NEM formé ne peut pas réagir avec I'OPA ; ainsi seul le GSSG pourra être

dosé après réduction par le DTT et réaction avec I'OPA.

Le schéma de la réaction entre le glutathion réduit et la NEM est donné sur la figure 15.

Dans un premier temps nous avons travaillé dans les conditions expérimentales décrites dans

la littérature (Monier-Tessier et al., 9%) et qui consistent à faire réagir le GSH avec de la

NEM à 2mM, à volume égal et à pH basique, pendant 5 minutes à 0'C (Redelged et aI.,

r990).
Nous avons réalisé deux gammes de glutathion, une de GSH seul et une de GSH ayant réagi

avec la NEM. Nous avons constaté qu'avec une solution de NEM à 2mM, le glutathion n'est

pas totalement complexé. Des essais complémentaires nous ont permis de sélectionner une

concentration en I{EM de 10 mM pour laquelle le GSH était totalement complexé pour des

concentrations comprises entre 0,05 et 5 pglml et 9f3Vo du GSH étaient complexés à la

concentration de 20 pglml. Nous avons retenu ces conditions expérimentales puisque lors du

dosage du glutathion dans les glandes digestives et les branchies de bivalves, nous travaillons

avec des fractions cellulaires diluées dont les aires des pics n'excèdent pas celles obtenues

avec des solutions étalons à la concentration de I pglml



Tableau 5 : Dosages du glutathion réduit (GSFI), total (GSH+GSSG) er oxydé (GSSG) dans un
mélange de solutions commerciales de GSH et de GSSG à des concentrations f,rnales respectives
de L yglml et 0,1 ltglml.

Aire du pic (unités relatives)

GSH I yslml 28x104

DTT 10 mM 23xIû

GSSG O,l Uglml + DTT 8x103

GSH+GSSG+DTT 29xIû

NEM 10 mM 22xrû
GSHl uelml+NEM Zxlû

GSH+GSSG+NEM 2x1û

GSH +GSSG + NEM + DTT 9x103
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e. Dosage d'un mélange de solutions étalons de glutathion réduit et orydé.

Comme les échantillons biologiques de glandes digestives et de branchies de bivalves

contiennent le mélange des deux formes de glutathion, il nous fallait vérifier qu'il n'y avait pas

d'interférences liées au protocole experimental lors du dosage d'un mélange renfermant les

deux formes du glutathion (réduit et oxydé).

Nous avons travaillé avec un mélange de solutions étalons qui comprenut9J%o de glutathion

réduit et IOVo de glutathion oxydé, soit un mélange contenant I yg de GSFVmI et 0,1 ltg de

GSSG/ml.

Le protocole mis en æuvre est le suivant :
* dosage du GSH à I ;zglml seul,
x dosage du GSSG àO,I yglml seul, après réduction par le DTT lOmM pendant I heure,

x dosage du mélange après réduction par le DTT lOmM pendant I heure,

* dosage du mélange après réaction avec la NEM lOmM pendant 5 minutes à OoC,

x dosage du mélange après réaction avec la NEM lOmM puis réduction par le DTT lOmM.

Les résultats, présentés dans le tableau 5, montrent que :

. le glutathion oxydé (GSSG) peut être dosé specifiquement, même en présence de quantité 10

fois plus élevée de glutathion réduit dans l'échantillon si I'on en juge par I'aire des pics (unités

relatives) de GSSG de:

8x103 sans GSH

9x1É avec GSH et NEM

. la NEM réagit specifiquement avec GSH, la présence de GSSG ne modifie Pas sa réactivité

comme le montrent les aires des pics du complexe NEM-GSH identiques (2x103) avec et sans

GSSG.

. le dosage de GSSG par différence des résultats du glutathion total diminués de ceux du

glutathion réduit est possible. Cette méthode paraît cependant moins précise que la méthode

directe passant par un blocage de GSH par le NEM.

f. Conservation du glutathion réduit au cours du protocole de préparation des fractions.

Afin de nous assurer de la validité du protocole experimental, il était nécessaire de vérifler

que le glutathion réduit ne s'oxydait pas au cours de la préparation des fractions tissulaires et

donc que les taux de glutathion oxydé-mesurés n'étaient pas surestimés.

En vue de cette vérification, nous avons divisé un homogénat en 2 fractions égales et ajouté

un étalon de GSH à I'une d'elles avant de procéder au fractionnement et au dosage des

fractions subcellulaires selon les techniques précédemment decrites.



Tableau 6 : Dosage des taux de glutathion réduit (GSFI), toral (GSH+GSSG) er oxydé (GSSG)

sur un échantillon de glande digestive d'Unio tumidus, dopé ou non, avec une solution

commerciale de GSH à 0,1 pglml ajoutée lors de lhomogénéisation de l'échantillon tissulaire.

Aire du pic détecté

(unités relatives)

Etalon GSH 0,1 ltglml 3517r
Echantillon

=> dosage de GSH

Isgt6

Echantillon + étalon GSH

=> dosage de GSH

49rO5

Echantillon

=> dosage de GSH+GSSG

372æ

Echantillon + étalon GSH

=> dosage de GSH+GSSG

7æ63

Echantillon

=> dosage de GSSG

21025

Echantillon + étalon GSH
-> dosage de GSSG

2TI12
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Les résultats, présentés dans le tableau 6 ci contre, montrent que le glutathion réduit contenu

dans l'échantillon biologique n'est pas oxydé pendant la préparation des fractions

subcellulaires. En effet, dans l'échantillon dope avec l'étalon de GSH, %Vo du GSH sont

retrouvés lors du dosage de la forme réduite du glutathion. De plus, I'ajout de GSH dans

l'échantillon ne gêne pas le dosage du glutathion oxydé (GSSG) puisque I'aire des pics est

semblable, que l'échantillon contienne ou non l'étalon ; tout le GSH contenu dans l'échantillon

est donc complexé par la NEM utilisée lors du protocole de dosage de la forme oxydée du

glutathion ( voir matériel et méthodes, $ 4.2.b).

En conclusion de ces travawc sur la mise au point du dosage du glutathion par HPLC nous

retiendrons que :
* la phase mobile doit contenir 5Vo d'acétonitrile et être préparée extemporanément,

* la réduction du glutathion orydé se fait en présence de DTT 10mM pendant I heure

* le glutathion réduit est totalement complexé après 5 minutes de réaction à 0"C avec de la

NEM à l0 mM,
* les solutions utilisées pour le dosage et plus paniculièrement celles de NEM, DTT et OPA

doiv ent être pré parée s e xtemporanément,
* avant tout dosage, la colonne doit avoir été équilibrée avec la phase mobile pendant 12

heures.

111.2.1.2.3. Comparaison des deux méthodes de mesure des taux de glutathion.

Afin de s'assurer qu'il y avait une corrélation satisfaisante entre les deux méthodes de dosage

du glutathion, nous avons réalisé les mesures sur fractions subcellulaires de glandes digestives

et branchies pour la campagne d'échantillonnage d'octobre 1994.I-e, glutathion (total, réduit et

oxydé) a été dosé en parallèle à I'aide des deux méthodes de dosage : la méthode au DTNB et

la méthode [{PLC.

Les taux moyens de glutathion total et réduit mesurés avec la méthode au DTNB étaient

respectivement de 5?8 x.89 nmoles de glutathion/mg protéines eT 4O6 + 13 nmoles de

glutathion/mg protéines et ceux mesurés avec la méthode HPLC étaient respectivement de

584 + 15 nmoles de glutathion/mg protéines sl446 + 14 nmoles de glutathion/mg protéines.

l-a corrélation entre les deux méthodes est satisfaisante (figure 16), le coefficient de

corrélation étant en moyenne de 0,89.

Dans la suite de l'étude, nous avons choisi de mesurer les taux de glutathion tisulaire avec la

méthode HPLC seulement, car cette technique permet de doser séparément le glutathion

réduit et le glutathion oxydé.
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Ln.2.2.

111.2.2.1. Conservation des tissus dans I'azote liquide.

[-ors d'une campagne d'échantillonnage, toutes les mesures enzymatiques ne sont pas

réalisables au cours d'une seule journée. Il fallait donc trouver un mode de conservation des

tissus qui n'altère pas les structures tissulaires et ne modifie les activités enzymatiques.

A la suite d'essais préliminaires, nous avons décidé de conserver les échantillons tissulaires,

disséqués immédiatement après échantillonnage, dans I'azote liquide à -196"C.

Il s'agissait donc de véri{ier que ce mode de conservation ne modifiait pas les mesures des

différents paramètres étudiés.

Pour évaluer l'éventuelle influence de la congélation dans I'azote liquide, le protocole mis en

Guvre a été le suivant : pour la moitié des individus (5 mâles et 5 femelles) les tissus ont été

congelés immédiatement à -196'C et conservés pendant 1 mois dans I'azote liquide. Pour les

autres individus (5 mâles et 5 femelles) conservés au laboratoire, les analyses ont été réalisées

dans les jours qui ont suivi, sur tissu frais immédiatement après dissection.

Les résultats, présentés dans le tableau 7 ci-contre, montrent que la conservation des tissus à

-196"C pendant 1 mois dans I'azote liquide n'altère pas les enzymes puisque les activités sont

comparables avant et après 1 mois de conservation.

En conclusion, nous pouvons retenir que la congélation des tissus à -196'C dans I'azote

liquide ne modifie ni les niveawc d'activités enrymatiques ni les taux de glutathion, ce qut

nous perrnet d'utiliser ce mode de conservation des échantillons.



Tableau 8 : Activités spécifiques des glutathion peroxydases (Gk), de la glutathion réductase
(GRd), de la catalase et taux de glutathion mesurés avant et après traitement de la fraction

cytosolique (S12000) et de la fraction des organites (C12000) avec deux inhibiteurs de protéases :

le PMSFet le mélange sérine-borate.

Echantillons de glandes digestives d'Unio tumidus prélevés en Octobre 1993.

Dosage des différentes activités enzlmatiques à:

tg, juste après la centrifugation à 120009

tg + 6 heures,les échantillons étant conservés à 4"C.

s 12000 c 12000

sans

trartement

traitement

au PMSF

traitement

sérine/

borate

SANS

traitement

traitement

au PMSF

traitement

sérine/

borate

GPx tot. 78

78

77

79

70

72
65

56

62

69

73

76

Se Gk 63

60
61

61

59

59

%

48

v
59

57

57

GPX

Se ind.

15

I8

t6

I8

11

13
9

7

8

9

l5

19

GRd 49

46

49

43
63

60
51

47

47

43
60

62
Catalase 173

i l  < l < l

165

135

I@

105

623
É v t l

596

s30
æ9

602
GSH +

GSSG

338

é $ I

367

305

391

386

273

Inv
zUI

r87
2q)

262

GSH 233

n93
234

20s
2M

206
191

94
r24

115

191

179

GSSG 105

38
133

100
rg7

180

82

é 5 )

83

72

99

83

Les activités enzymatiques specifiques sont exprimées en:
x nmoles NADPI{/min/mg protéines pour les glutathion peroxydases et réductase
x pmoles H2O2lminlmg protéines pour la catalase
x nmoles GSFVmg protéines pour le glutathion
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I1I.2.2.2. Choix d'inhibiteurs de protéases.

Ayant noté une diminution des activités enzymatiques lors de certaines mesures réalisées à

quelques heures d'intervalle, nous avons été incités à travailler dans des conditions Permettant

de limiter I'action des protéases contenues dans les fractions subcellulaires.

Nous avons choisi d'utiliser des inhibiteurs de protéases qui préservent les activités

enzymatiques étudiées et n'interfèrent pas avec les méthodes mises en ceuvre. Pour faire ce

choix, nous avons étudié les effets de différens inhibiteurs de protéases connus et

couramment utilisés.

. Au cours d'une première série d'essais, nous avons comparé 3 inhibiteurs de protéases :

x le benzamide, inhibiteur des sérines protéases, utilisé à la concentration finale de I mM

dans le tampon d'homogénéisation,
x te pCMB (acide p-chloromercuribenzoiQue), inhibiteur des cystéines protéases, utilisé à

la concentration finale de 1 mM dans le tampon d'homogénéisation,
x la leupeptine, dont le rôle est identique à celui du pCMB, mais qui est utilisée à la

concentration finale de I yglml dans le tampon d'homogénéisation.

L'action de ces différents produits sur les enzymes étudiées a été évaluée par comparaison

des échantillons non traités dosés au temps zéro avec ceux traités et conservés pendant 24

heures à "C,les échantillons non traités ayant été conservés dans les mêmes conditions.

Ces premiers essais nous ont montré que seul le benzamide convenait car il permenait le

maintien des activités enrymatiques après conservation des échantillons pendant 24 heures à

4"C et était compatible avec toutes les enrymes. Le pCMB et la leupeptine ne convenaient

pas.

. Dans un deuxième temps, nous avons testé deux autres inhibiteurs classiquement utilisés :

* le PMSF (phénylméthylsulfonylfluorure) qui, comme le benzamide, inhibe les

sérines protéases et qui est utilisé à la concentration finale de lmM dans le tampon

d'homogénéisation,
x le mélange L-sérine-borate qui inhibe speciliquement la y -glutamyl transpeptidase,

utilisé à la concentration finale de lmM dans le tampon d'homogénéisation. Cet enzyme

hydrolyse le glutathion réduit ; son action peut donc entraîner un biais lors de l'évaluation du

taux de glutathion contenu dans les échantillons.

Les effets de ces deux composés ont été comparés avant et après conservation des fractions à

4'C pendant 6 heures.

Les résultats de ces essais sont présentés dans le tableau 8 ci-contre.
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Ces résultats montrent que :
* les taux de glutathion total et réduit sont diminués d'1/3 dans la fraction cytosolique

(512000) et de moitié dans la fraction mitochondriale (C1200O) pour les échantillons non

traités conseryés à 4oC pendant 6 heures,
* le taux de glutathion total est plus important, au temps zéro, dans les deux fractions

traitées par le mélange sérine-borate. Ce dernier permet également le maintien des différents

taux de glutathion après conservation des échantillons à 4"C pendant 6 heures ,
x I'activité catalasique est diminuée d'environ 6O7o dans le culot 12000 conservé sans

traitement à 4"C, alon que I'ajout de PMSF ou du mélange sérine-borate dans la fraction

permet de retrouver une activité quasiment totale après 6 heures de conservation à 4"C,

* pour les autres paramètres étudiés, les traitements avec le PMSF et le mélange

sérine-borate n'interfèrent pas avec les mesures d'activités et permettent le maintien des

activités specifiques.

A la suite de ces dffirents essais, nous avons choisi de travailler en présence de PMSF et du

mélange sérine-borate ajoutés ensemble dans le tampon d'homogénéisation, aux

concentrations citées précédemment. Nous avons préféré le PMSF au benzamide car il

perrnet de mieux préserver les activités enrymatiques dans la fraction des organites.



IV. RESULTATS

1. Activités enzymatiques et taux de glutathion dans les glandes
digestives et les branchies d'IJnio tumidus : influence des saisons,
de la période de reproduction et du sexe des individus.

2. Etudes de terrain : mises en cages des bivalves et transfert en
amont et en aval dtune source de pollution connue.

3. Intoxication des bivalves au laboratoire : évaluation de la
sensibilité des paramètres face à un stress chimique.
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llène pantle

Activités enzymatiques et taux de glutathion dans les glandes digestives et
les branchies d'Uzio tumidus. Influence des saisons (printemps et automne),
de la période de reproduction (présence ou absence de larves chez les
femelles) et du sexe des individus (mâles et femelles).

Les données de la littérature montrent que chez les bivalves marins tels que Mytilus edulis,les

activités enzymatiques antioxydantes peuvent varier selon la saison au cours de laquelle sont

effectués les prélèvements (Viarengo et a1.,1991). Ceci nous a conduit à étudier I'influence

des conditions climatiques sur les activités enzymatiques et les taux de glutathion chez Unio

tunidus.

Nous avons donc effectué différentes campagnes d'échantillonnage au cours de I'année, au

prinûemps (mai-juin) et à I'automne (octobre), afin d'évaluer I'impact des saisons sur les

différents paramètres antioxydants étudiés.

Les résultats obtenus chez les témoins pour les campagnes d'échantillonnage d'octobre 1993,

d'octobre et mai 1994 sont présentés dans les tableaux 9, l0 et 11. Les valeurs obtenues sont

données pour les glandes digestives et les branchies en distinguant les activités mesurées dans

le surnageant 1200O9 (S) et dans le culot 120OOg (C) chez les femelles (F; et les mâles (M).

Pour les organismes femelles prélevés en automne, nous avons différencié les femelles

contenant des larves (F+) de celles qui n'en contenaient pas (F-).

Ces valeurs sont les moyennes des valeurs individuelles, elles mêmes la moyenne de mesures

effectuées en triplicat sur 3 aliquots d'une même fraction, ce qui permet d'apprécier la

variabilité liée à I'ensemble du protocole expérimental. Les valeurs individuelles sont données

en annexe dans les tableaux Tl à T6.

Les dosages en triplicat ont été réalisés à partir de la campagne d'octobre 1993, periode à

partir de laquelle les protocoles d'analyses étaient optimisés et intégraient I'utilisation

d'inhibiteurs de protéases lors de I'homogénéisation des tissus. [æ glutathion a été dosé par

HPLC à partir de la campagne d'octobre 1994.
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IV. 1. l. Réoartition intracellulaire des activités antiox.vdantes.

L'examen de la répartition intracellulaire a montré que :

x 857c de I'activité catalasique totale sont retrouvés dans la fraction des organites

intracellulaires, ce qui est en accord avec la localisation majoritairement p€roxysomale de

I'enzyme,

x I'activité glutathion peroxydase totale est importante dans les deux compartiments, cytosol

et organites, avec une supériorité cependant pour la phase soluble cytosolique.

L'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante représente 757a de I'activité glutathion

peroxydase totale et se répartit pour 6OVo dans la fraction cytosolique et pour 4OVo dans la

fraction des organites.

L'activité glutathion peroxydase sélénium-indépendante est nettement plus faible (25Va de

I'activité totale), cette activité se trouve préférentiellement dans le compartiment

cytoplasmique,

x I'activité glutathion réductase est importante dans les deux compartiments étudiés des

glandes digestives. Au niveau branchial, cette activité est également importante dans le

cyosol, mais plus faible dans la fraction des organites,

x le taux de glutathion total est globalement 3 fois plus élevé dans le cytosol

comparativement à la fraction des organites ; plus de 807o du glutathion total se trouve sous

forme réduite (tableau 11).

IV.1.2. Influence de l'état phvsiologique des individus : sexe et période de rrcproduction.

Les campagnes d'octobre 1993 et 1994 ont montré qu'il n'y avait pas de différences

significatives entre les niveaur des systèmes antioxydants mesurés chez les indil'idus mâles et

femelles, que les mesures aient été réalisées sur glandes digestives ou sur branchies (tableau

e).
L'état physiologique des femelles, c'est à dire la présence ou I'absence de larves chez les

individus femelles prélevées en octobre n'a pas d'influence sur les activités antioxydantes qu'il

s'agisse des glutathion peroxydases, de la glutathion réductase ou de la catalase.

[æs valeurs trouvées chez les individus femelles, avec ou sans larves, ne sont pas

significativement différentes de celles mesurées chez les mâles. Les activités glutathion

peroxydase sélénium-dépendante mesurées en octobre 1993 dans la fracûon cytosolique de

glandes digestives sont de 7l + 11 nmoles NADPFVmiT/mg protéines chez les femelles et de

65+ 12 nmoles NADPFVmin/mg protéines chez les mâles.

En octobre 1994,la comparaison entre les individus mâles et femelles montre que les sexe

des individus n'induit pas non plus de différences signilïcatives des activités antioxydantes.
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L'activité glutathion réductase mesurée dans la fraction cytosolique de glandes digestives est

respectivement de 52 + 4 nmoles NADPFVmin/mg protéines chez les femelles avec larves et

de 49 + 3 nmoles NADPFVmin/mg protéines chez les mâles ; dans la fraction des organites,

elle est de 42 + 4 nmoles NADPFVmin/mg protéines chez les femelles et de 4l + 2 nmoles

NADPFVmin/mg protéines chez les mâles. Au cours de cette campagne, nous n'avons pu

comparer que les mâles et les femelles avec larves, puisque nous n'avons pas trouvé de

femelles sans larves parmi les bivalves que nous avons prélevés.

Pour la campagne précédente, il n'a pas été noté de différences signilicatives entre les taux de

glutathion total et réduit mesurés dans les glandes digestives chez les individus mâles et les

individus femelles.

IV.l.3.Influence de la saison : printemlx (mai - juin) et automne (octobre).

Si les activités antioxydantes sont stables en octobre d'une année sur I'autre, certains

paramètres sont par contre significativement différents au printemps. En particulier I'activité

glutathion réductase dans les glandes digestives et I'activité catalase au niveau branchial

(tableau l0).

Si I'on compare les niveaux mesurés au cours des campagnes d'octobre et de mai 1994,

I'activité glutathion réductase cytosolique mesurée dans les glandes digestives des mâles et

femelles confondus est de 50 x. 4 nmoles NADPFVmin/mg protéines en octobre et de 36 + 3

nmoles NADPFVmin/mg protéines en mai . Dans la fraction des organiæs elle est de 42 + 2

nmoles NADPH/min/mg protéines en octobre contre 33 + 3 nmoles NADPFI/min/mg

protéines en mai .

Au niveau branchial, I'activité catalasique mesurée dans la fraction des organites est

significativement plus faible au printemps : 48 + 4 Fmoles HzOzlmin/mg protéines en mai

1994 contre l2l + 30 pmoles H2O2lminlmg protéines en octobre 1993.

Au printemps, les taux de glutathion sont plus faibles dans les glandes digestives par rapport

aux taux mesurés en automne dans ces tissus ; par contre les taux branchiaux sont plus

importants au printemps qu'en automne. Iæ taux de glutathion réduit mesuré chez les mâles et

les femelles confondus dans la fraction cytosolique des glandes digestives est de 332 + 36

nmoles GSFUmg protéines en mai 1994 et de 4O6 + 13 nmoles GSFI/mg protéines en octobre

1994.
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IV.l.4.Influence du tissu étudié : glandes digestives ou branchies.

Les activités enzymatiques antioxydantes ont des niveaux globalement plus faibles dans les

branchies que dans les glandes digestives. Plus particulièrement, les activités catalase et

glutathion peroxydase sélénium-indépendante sont bien plus faibles dans les branchies

comparativement aux taux trouvés dans les glandes digestives.

L'activité catalasique moyenne mesurée dans la fraction des organites est de 696 + T0lmoles

H2O2lminlmg protéines dans les glandes digestives et de 121 t 30 pmoles H2O2lmin/mg

protéines dans les branchies, en octobre 1993. En mai lD4,l'activité glutathion peroxydase

sélénium-indépendante moyenne mesurée dans la fraction cytosolique est de 24 + 3 nmoles

NADPFVmin/mg protéines dans les glandes digestives et de 7 t 2 nmoles NADPFVmin/mg

protéines dans les branchies ; dans la fraction des organites, I'activité est de 20 t7 et de 5 + 2

nmoles NADPFIimiT/mg protéines dans les glandes digestives et les branchies

respectivement.

En conclusion, nous pouvons retenir que :

x il n'y a pas de dffirences significatives entre les activités antioxydantes mesurées chez les

individus mâles et femelles, quels que soient la saison ou le tissu étudiés,

x en automne, la présence de larves chez les femelles n'a pas d'influence sur les niveaux

d'activité des systèmes antiorydants, qui sont du même ordre de grandeur chez les femelles

avec larves ou sans larves,

* les activités antioxydantes sont plus variables au printemps qu'en autornne, surtout pour

l'activité glutathion réductase dans les glandes digestives et pour l'activité catalase

branchiale,

x les niveaux des systèmes antiorydants sont globalement plus faibles dans les branchies

que dans les glandes digestives, notamment pour les activités catalase et glutathion

perorydase sélénium-indépendante. Les taux de glutathion sont plus faibles dans les

branc hie s uniquement au printemp s.
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Tableau 1l : Tableau récapitulatif des différents taux de glutathion mesurés par la méthode
au DTNB au cours des différentes campagnes d'échantillonnage dans la fraction cytosolique
(S) et la fraction des organites (C) obtenues après centrifugation à l2ffiOg des homogénats de
glandes digestives (GD) et de branchies @r) d'Unin tumi.dus.
Les taux de glutathion sont exprimés en nmoles glutathion/mg protéines.

Campagne
Sexe

n

GSH + GSSG

GD Br

GSH

GD Br

GSSG

GD Br

F -  4

F +  5

Ccûohre 93

S
C

S
C

S
C

M

532+73 92xU
153 x.29 170 x.27

607 x. l7 596 t 70
204x.45 163 *.15

529 x46 539+ 60
213x,75 215 x.33

4 7 l - - 6 5  3 0 5 + 5 9 *
130 x.28 80 x, 18x

446 16 364x55*
187* ,49  73 t76  *

421 +46 330 + 55 x

179x,27 133x,13 x

III x29 ?36x.27
32 x,8 90 x,10

16lx.2 ?32+ t7
29; t  5  89+6

1 0 8 t 3  2 0 8 +  8
34x,2 82 x.10

Nllsr 94

S
C

S
C

F

M

374x.36 727 x 53 0
192 t33 190 x.60

367 x36 746x350
155*.14 182x.20

338 t 34 * 585 x.34Q
173 x,22 108 *,11

3 Z j  x . 3 5  *  6 1 1  + 2 t 0
136x,16 105 *, 13

4 2 x 4 *  t 4 2 r 3 o *
19 x,2 * 82 x,14

4 o * 3  *  1 3 5 + 2 2 x
19 *,2 * 77 *,70

F +  7  S
c

Oetobre 94
M 9 S

C

5 3 1 +  1 9
150 x,16

527 t 19
149 x.14

406x.13
93 *,15

4 7  + 1 3
90 *.14

l24x  13
57 x ,8

l20 t  13
59 x.6

* significativement plus faible au seuil 5%
0 significativement plus fort au seuil 57o
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2ènne pantle

Efudes de terrain : mise en cages des bivalves et transfert en amont et en
aval d'une source de pollution connue.

IY.2.L. Mise en case et transfert d'un site témoin vers un autre site
témoin.

Le but de cette étude était de voir si la mise en cages des bivalves d'une part et leur transfert

dans un autre site équivalent d'autre part, induisaient un stress des organismes susceptible de

modifier les activités enzymatiques et les taux de glutathion.

Cette étude a été réalisée au cours du mois d'octobre 1994. Nous avons comparé 3 groupes

d'individus comprenant 16 bivalves chacun:

. les témoins libres in situ, c'est à dire les individus du site d'échantillonnage qui n'ont

pas été mis en cages,

. les témoins mis en cages et laissés sur le site d'échantillonnage (ou "témoins in sffu")

à raison de 4 cages contenant chacune 4 bivalves,

. les témoins mis en cages mais transférés dans un autre site témoin de qualité

apparamment équivalente, à raison de 4 cages transférées avec 4 organismes dans chaque

cage.

Les analyses des micropolluants des sédiments et de I'eau interstitielle des deux sites (témoin

et site transfert) ont été réalisées par un laboratoire spécialisé. [-es résultats ne mettent pas en

évidence de différence majeure entre les deux sites dont la qualité paraît équivalente (annexe).

[æs cages ont été laissées en place pendant 2 semaines. Après ce laps de temps, nous avons

récupéré les témoins et les individus mis en cages dans les deux sites. Chaque bivalve a été

disséqué dès le prélèvement et les tissus ont été congelés à -196"C immédiatement.

Les mesures des activités enzymatiques et des taux de glutathion ont été réalisées uniquement

sur les glandes digestives.

Les résultas obtenus pour chacun des paramètres étudiés sont présentés sur les graphes des

figures 16 et 17. Les valeurs brutes sont données dans le tableaux T4 en annexe.



Glutathion peroxydases100

U)
c)

:9 80
o
L

ào

.= 60

z
4()

8 2 0

I
a
B

(t(.)
\c)

L

èo

z
U)()

U)o
.a

I 600
èo

'=

à 400
N

|a
O

E 200

Sc GPx GPx Se ind Se GPx GPx Se ind.

Témoins
Cages in situ
Cages transfert

Figure 17 : r\ctir.'ités des glutathion peroxydases (totale, sélénium-dépendante et sélénium-

indépendante), de la glutathion réductase et de la catalase mesurées dans la fraction

cytosolique (512000) et la fraction des organites (C12000) des glandes digestives des

témoins et des individus mis en cages (n=16).

GPx tot

70t Glutathion réductase

Catalase



Glutathion

U2
o

: soO
J

àn
a- /1no
ç  r v v

(t')

o 300
q)

I
E 'ton

v,()

: sOo

oo
E 400

U)
e 3oo

q()

E 2oo

100

G S H + C S S G  G S H  G S S G  G S H + G S S G  c S H  c S S c

méthode classique méthode HPLC r
n
E

Témoins
Cages in situ
Cages transfert

100

O S H + G S S C  G S H  C S S C  C S H + G S S G  c S H  G S S G

méthode classique méthode HPLC

Figure 18 : Taux de glutathion (total, réduit et oxydé) mesurée dans la fnction cytosolique
(512000) et la fraction des organites (C12000) des glandes digestiv€S des témoins et des

individus mis en cages (n=16).

G lutathion



65

Les résultats obtenus (figures 17 et 18) montrent que:
* pour les activités glutathion peroxydases, glutathion réductase et catalase, il n'y a pa.s de

différences signilicaûves entre les témoins libres in situ et les individus mis en cages. [æ

transfert des organismes "en cages" dans un autre site ne semble pas non plus influencer les

différentes activités.

On peut noter également que les variations inter-individus sont faibles pour ces différents

paramètres.
x il n'y a pas de différences significatives entre les taux de glutathion mesurés chez les

témoins et les organismes mis en cages, qu'ils aient été transférés ou laissés in sttu.

En conclusion de ces résultats, nous retiendrons que la mise en cages n'induit pas de stress

particulier des organismes et ne modifie pas les paramètres hépatiques quant awc systèmes

antiorydants.

Le transfert des individus d'un site témoin vers un autre site témoin équivalent n'entraîne pas

de variations des dffirents paramètres étudiés, tout au moins sur une période de 2 semaines.

IY.2.2. Transfert d'une nopulation témoin yers un site contamine.

tv.2.2.r.
source de pollution identifiée .

Cette étude pÉliminaire a porté sur l'étude de la sensibilité des différents paramètres étudiés

à la suite de I'exposition d'individus à une source de pollution déterminée (cokerie).

Les individus ont été placés en amont et en aval de la source de pollution. En aval, deux

points ont été choisis :
x un point proche du rejet de la cokerie (noté aval 1),
x un point situé à environ 2 km à vol d'oiseau du point de rejet (noté aval 2).

A chaque point d'étude (site témoin, 1 point en amont et 2 points en aval de la source de

pollution) a été placée une cage contenant 3 bivalves. L'ensemble des cages a été laissé en

place sur le terrain pendant I semaine. Au bout de cette période d'exposition, chaque bivalve a

été disséqué dès le prélèvement et les tissus (glande digestive et branchies) ont été congelés

immédiatement à -lftioC dans I'azote liquide.

De visu, le site amont semblait peu contaminé, I'eau était très claire et il y avait de très

nombreuses algues sur les pierres. Au point aval proche de la source de pollution, on

distinguait le rejet brunâtre et huileux provenant de I'usine. L'eau du point le plus en aval était

turbide et le site paraissait contaminé.

Des test microtox effectués sur des échantillons d'eau prélevés sur chacun des sites étudiés

(amont et aval) avaient montré que les échantillons ne présentaient pas de toxicité aiguë.
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Les données physicochimiques disponibles sur le rejet de la cokerie étaient très globales et

3,2 mgll en hydrocarbures. Nous ne possédions pas de résultats d'analyses des sédiments des

sites étudiés.

Les activités enzymatiques et les taux de glutathion ont été mesurés sur les fractions

subcellulaires : fraction cytosolique (512000) et fraction des organites (C1200O) de glandes

digestives et de branchies.

[-es résultats obtenus pour chacun des paramètres étudiés sont présentés sur les graphes des

figures 19 à21. [æs valeurs brutes sont données dans le tableau T'7 en annexe.

Les résultats montrent que :

x les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante et glutathion réductase sont

diminuées chez les individus placés en aval de la source de pollution à la fois dans les

branchies et les glandes digestives ; cette diminution est d'autant plus marquée que les

individus sont proches de la source de rejet de I'effluent incriminé,
* les taux de glutathion réduit sont diminués au niveau hépatique et branchial chez les

individus situés aux deux points en aval de la source de pollution, cette déplétion étant plus

marquée au point de rejet de I'effluent. Iæ glutathion oxydé est augmenté uniquement au

niveau branchial chez les organismes placés au deuxième point en aval de la source de

pollution,
* la lipoperoxydation a été induite au niveau hépatique et branchial chez les individus placés

le plus en aval par rapport au rejet de la cokerie ainsi que nous I'ont montré les mesures de

malonaldéhyde,
* par contre, les activités catalase et superoxyde

modiliées, tant au niveau branchial qu'hépatique,
* tous les paramètres érudiés ont des niveaux

individus placés en amont de la source de pollution.

dismutase ne sont pas significativement

identiques chez les témoins et chez les

En conclusion de ces premiers résultats, nous retiendrons que l'effet le plus marqué a été
enregistré chez les individus placés au premier point en aval de la source de pollution c'est à

dire au point de rejet des effluents de la cokerie. Il est important de noter que l'état de ces
individus paraissait s'être détérioré après une semaine d'exposition.

Les paramètres ayant répondu au cours de ce faible temps d'exposition sont les activités
glutathion peroxydase sélénium-dépendante et glutathion réductase ainsi que les taux de
glutathion réduit.

Ces résultats partiels ne nous permettent pas de généraliser à d'autres proftls de pollutîon ni
de conclure quant au(x) paramètre(s) traduisant le mieux une altération précoce des bivalves

exposés, mais cette érude nous a engagé à (I) reconduire ce type d'expérimentation tout en
prolongeant la durée, (2) éndier simultanément la contamination testée par des analyses
physicochimiques et (3) augmenter le nombre des indivîdus pour avoir des résultats

s t ati s tique me nt e xplo i table s.
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[V.2.2.2. Transfert de bivalves témoins sur 3 sites contaminés :
érude de la durée d'exposition.

Cette étude avait le même objectif que I'essai préliminaire précédent, à savoir : déterminer la

sensibilité des différents paramètres antioxydants en réponse à I'exposition de bivalves à une

source de pollution déterminée. I-es sites sur lesquels ont été transférés les bivalves sont

identiques à ceux qui ont servi pour l'étude précedente, mais 4 mois ont séparé les deux

études. C'est pourquoi nous avons préféré nommer différemment les sites érudiés.

Dans cette étude, deux durées d'exposition ont été étudiées (15 et 30 jours) afin d'évaluer la

réponse des activités enzymatiques antioxydantes et des taux de glutathion au cours du temps

et de mettre en évidence une relation éventuelle entre la réponse des individus et la durée

d'exposition. [æs paramètres biologiques peuvent être modifiés et refléter une réponse

adaptative ou compensatoire des organismes face à la pollution.

Les bivalves ont été placés sur 3 sites différents : B, C et D. [æ schéma ci-dessous résume la

situation des différents sites.

SITE A
= témoin

SITE C SITE D

^
I
I

déchargepollution
domestique

Cinq bivalves ont été prélevés au début de l'étude (T0), disséqués et les tissus congelés dans

I'azote liquide afin d'avoir un niveau de référence pour les activités enzymatiques et les taux

de glutathion et de pouvoir déceler une éventuelle variation de ces niveaux pendant la durée

de I'expérimentation.

Pour les bivalves placés sur le site D, nous ne disposons que des résultats pour le premier

temps d'exposition (Ilt, car après 30 jours d'exposition nous n'avons pas retrouvé les cages
placées sur ce site.

Des sédiments ont été prélevés pour chacun des sites étudiés. [æs résultats des analyses
physicochimiques de ces sédiments sont présentés dans le tableau 12.

SITE B

A
I
I

^
I
I

cokerie



Tableau 12 : Analyses des micropolluants organiques et des métaux effectuées sur la fraction inférieure à I

mm des sédiments prélevés darn chacun des sites étudiés. Les taux de composés organiques sont exprimés

en pglkg de poids sec de sédiment et ceux des métaux sont exprimés en mg/kg de poids sec de sédiment.

SITES ETUDIÉS

TAI.IX DES CONTAMINANT S
fus,lks, poids sec de sédiment)

Slte A

= site témoin

Srte B Srte C Srte D

Hydrocarbures polycycliques
aromatiques

fluoranthène
2 t . l 5781 5761 22842

benzo (b) lluoranthène 2.49 2 t35 t l / ) 11418
benzo (a) fluoranthène 2.59 zxl 536 383
benzo (a) pyrène 6 ;79 1625 2'7'/4 395l+
benzo (ghrl) perytène 2.4 3U72 23æ 2tt5
indénoperylène 2.4 2207 2322 1509

Chlorophénols
2,3 - dichlorophénol < 5 < 5 < 5 < )
2, 4 - dichlorophénol < 5 < 5 < 5 < )
z. ) - olcruoroDnenol < ) < ) < ) < 5
z. ô - cruoropnenol < 5 < 5 < J < )
t. 4 - dlcruoropnenol < 5 < ) < 5 < J

J, ) - OrcruOropnenol < J < ) < J < )
L.+.J-tncruoroDnenol < l u < l u < l u < 1 0
z, +,6 - tncruoropnenol < 5 < 5 < ) < )
pentachlorophénol < ) < 5 < ) < )

Pesticides organochloÉs
hexachlorobutadiène < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.05
hexachlorobenzène < U.U5 < U.U) < U.U5 < U.U)
aldnne <u.75 <u.75 <o.?5 < u.z5
dreldrine <u. 'zJ <u. l ) <u.'zJ <0.75
endnne <u. '25 <U.Z) <u.'15 <u.'./)
OP DTT < U,Z5 <0.'15 <u. '1J <U.Z)
PP DDI) <u. / ) <u. . /5 < U . Z J <0:25
OP DDH <u.'â <u.'z> <U.ZJ <u.75
PPDDb <u. ' l ) <u.:l) <u . l ) <u.'./)
OP DDI' <u.'l) <Q. '15 <u. ' l ) <u../;
PP DDI <u../) <u.z) < u./) <0.:15

. z - olciloroDerzene < u.) < U.J < u.) < U,J

, J - dlciloroDenzene < u.5 < u.5 < u.) < u.)
I , 4 - dicNorobenzène < 0.5 < u.5 < 0.5 < u.5
.z.J-Incruorooenzene <U.ZU <U.ZU <U.ZU <0.21)
2.4 - tnchloroberzène <u.'zt) <u.'zu <U.ZU <u.zu

,J ,J- tnc i loroDenzene < U.ZU <U.2U <o.'Au <u.zu

Polychlorobiphényls
PCB 28 < 0 .15 <  0 . 1 5 < 0 .15 < 0 .15
PCts 52 < U.Z) < u.-25 <l). ' l ) < u.z5
PCB 101 < U .  1 5 zu5 207 t65
t{-lB 116 < u . t ) 3W t+9 7v
},Cts 13E 0.31 569 2E0 357
PCB I53 0.51 558 3 1 1 m
}LB IEO 0.29 47J) 29f] 229

Metaux (mg/kg poids sec)
arseruc 9.9 39.3 28.6 32.6
chrcme totat 34.4 Tt.6 /J.O

culvre t .9 89.3 ca.5 vz.6
cadmium < l < l < l < l
plomb E 73 l9u 163
mercure < U.U) 0.!16 la.4 U.JZ

nickel 16.4 40.6 56.3 70.E
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L'examen des niveaux de contamination des sédiments prélevés sur les différents sites,

représentés par les taux des xénobitiques analysés (tableau 12) montre que :

x le site A, qui est le site témoin présenûe effectivement un taux de contamination très faible

si I'on en juge par les taux d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), de

polychlorobiphényls (PCB) et de quelques métaux qui sont très faibles et bien inférieurs à

ceux des autres sites,
x les sites B et C ont des niveaux de contamination identiques pour ce qui concerne les taux

de HAP et de métaux. Seuls les taux de PCB sont plus élévés dans le siæ B comparés au site

C,
x le site D est le plus contaminé par les HAPs parmi les trois sites étudiés.

Les activités glutathion peroxydases, glutathion réductase et catalase ainsi que les taux de

glutathion ont été mesurés sur les fractions subcellulaires (fraction cytosolique SI20OO et

fraction des organites C12000) de glandes digestives et de branchies. I-es valeurs brutes sont

données en annexe dans les tableaux T8 et T9.

Les résultats, représentés sur les graphes des figures 22 à24 montrent que :

* pour tous les paramètres étudiés chez les témoins, il n'y a pas de différences significatives

entre les niveaux d'activités mesurées au temps T0 et ceux enregistrés après 15 et 30 jours

d'exposition, tant au niveau hépatique que branchial,

* dans les glandes digestives (figures 22 et23) :

. les activités glutathion peroxydase totale et sélénium-dépendante sont diminuées

chez les individus transférés dans les sites C et D comparativement aux individus témoins.

Ces diminutions sont de I'ordre de 3O7o à SOVa dans la fraction cytosolique et de 5O7o dans la

fraction des organites,
. I'activité glutathion réductase est diminuée chez les organismes placés dans les sites

C et D par rapport aux témoins. Au site D, la diminution de I'activité est très importante dans

les deux fractions subcellulaires cytosol et organites,
. le taux de glutathion réduit est déplété chez les bivalves placés sur les sites C et D,

d'environ 4OVo etffi%o respectivement dans les deux fractions subcellulaires.

[æ taux de glutathion oxydé n'est pas modifré de façon significative,

. I'activité de la catalase et celles de la SOD étaient diminuées (4OVo) uniquement chez

les individus transférés dans le site D,

. il ne semble pas y avoir de pas de relation entre le taux de diminution des activités

antioxydantes et la durée d'expositon des individus ; en effet, les valeurs mesurées sont peu

différentes après 15 et 30 jours d'exposition pour le site C. L-a perte des cages en D ne nous

permet malheureusement pas de conlirmer cette constatation.

. des effets de lipoperoxydation ont été induits chez les individus transférés sur le site

D.
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x au niveau des branchies (figures 24et?3):

. les activités glutathion peroxydase totale et sélénium-dépendante sont diminuées de

4O et fl%o dans la fraction cytosolique des individus du site B après 15 et 30 jours

d'exposition, par rapport à leurs témoins respectifs.

Chez les individus du site C, ces activités sont diminuées dans des proportions identiques

après 15 jours d'exposition ; par contre après 30 jours d'exposition I'activité glutathion

peroxydase sélénium-indépendante est très nettement augmentée.

Chez les individus du site D, les activités glutathion peroxydase totale et sélénium-dépendante

sont fortement diminuée : 7O7o dans le cytosol et fl%o dans les organites,
. I'activité glutathion réductase est diminuée chez les individus des sites B, C et D par

rapport aux témoins. [a diminution est de même intensité au niveau des siæs B et C (357o)

alors qu'elle est beaucoup plus marquée au niveau du site D (807o),

. le taux de glutathion réduit est diminué de 4O7o dans les deux fractions subcellulaires

après 15 et 30 jours pour les individus transférés sur le site B, mais le taux de glutathion

oxydé ne change pas. t a diminution du taux de glutathion réduit est du même ordre de

grandeur pour le site C, mais est accompagné d'un doublement du taux de glutathion oxydé

après 30 jours d'exposition. Au niveau du site D, les taux de glutathion réduit et oxydé sont

fortement diminués chez les individus exposés par rapport aux témoins,
. I'activité de la catalase est augmentée de 757o au niveau peroxysomal (C12000) chez

les individus du site C après 30 jours d'exposition. Aucune modification de la superoxyde

dismutase n'a été trouvée chez ces organismes.

Les activités de la catalase et de la superoxyde dismutase sont diminuées uniquement en D

(4O70 de I'activité de chacune de ces deux enzymes). Simultanément, des effets de

lipoperoxydation ont été trouvés chez les individus transférés sur ce site

En conclusion de ceue étude, nous retiendrons que :

* Ies activités enzymatiques et les taux de glutathion ne varient pas chez les témoins mis en

cages pendant toute la durée de I'expérintentation,

* les diminutions des paramètres biologiques antioxydants mises en évidence chez les

btvalves transferés dans les sites B et C sont du même ordre de grandeur, ce qui est en accord

avec Ie niveau de contamination des sédiments de ces deux sites, qui s'est révélé comparable

pour les composés organiques (HAP, PCB) et les métaux. Les réponses sont cependant plus

marquéesenCàJ15,

* Ies réponses des différents paramètres face au stress induit par la pollution sont plus

marquées au niveau branchial qu'au niveau hépatique.

* dans les branchies des individus tansférés au niveau du site C après j0 jours

d'exposition, une augmentation des activités glutathion perorydase sélénium-indépendante et

catalase est associée à une augmentation des taux de glutathion orydé ; alors qu'après 15
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jours d'exposirton ks activités antiorydantes étaient diminuées, il semble donc qu'il y ait eu

chez ces ildividus une répowe compensatoire,

* les diminations des activités antiorydantes hépatiques et branchiales sont toujours plus

importantes chez les bivalves transférés en D, ce qui peut être mis en relation avec les taux

élevés de HAPs au niveau de ce site,

* au niveau hépatique, ln durée d'exposirton des irdividus n'accentue pas la réponse

(diminurtofl des paramètres biologiques ,



Tableau récapitulatif des différents essais d'intoxications réalisés au laboratoire.
l,es toxiques testés sont le cuivre (10 et 3Ùltgll),le thiram (50 et 100pgÂ). Ils ont été testés
séparément et en mélange sur Unio rumidus, la durée d'exposition a été de 3 ou 10 jours.

Test préliminaire I Test préliminaire2 Test préliminaire 3 Test définitif

lemoln
1 1 3 5

l'émorn DMSO
1 1 5

Curvre Luptgll
1

uurvre Suygl
I 1 5

Thiram npgn
I 1

I hrram lwpgll
)

uurvre Supgll+
Thiram npeil I I

uurvre Supgll+
Thiram læpen 3 )

Durée de
I'intoxication

IU Jours

Mai - Juin 1993

J Jours

Mai - Juin 1991

3 Jours

Octobre 1993

3 Jours

Octobre 1994
Tissus analysés Glandes digestives

+
Branchies

Ulandes dlgestlves
+

Branchies

ulandes dlgesuves
+

Branchies

(ilandes drgestlves
+

Branchies
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3ènne pantle

Intoxication des bivalves au laboratoire : évaluation de la sensibilité des
paramètres face à un stress chimique.

Parallèlement aux essais précédents, ont été conduits des experiences en laboratoire avec

I'objectif de (i) vérifier si les systèmes antioxydants étaient sensibles à un stress chimique

induisant des altérations physiologiques et (ii) déterminer en conditions contrôlées quels

pourraient être les paramètres les plus sensibles et leur type de réponse.

Pour ces essais, nous avons choisi de tester le cuivre et le thiram à des concentrations

susblétales. Ces deux substances ont été étudiés parce que des effets de synergie, évoquant

des effets de stress oxydant, avaient été mis en évidence entre le cuivre et des

dithiocarbamates de structure proche du thiram (Vasseur et al.,l9SB).

Les concentrations testées susceptibles d'induire des altérations physiologiques, sont les

suivantes :

x 0 à 30 ygll pour le cuivre (Cu**), la CL56 (96 heures) pour la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) étant de 80 pgll (Siem et al.,l98r'-).

x 0 à 100 ygll pour le thiram : des concentrations de 500 pgll n'induisaient pas d'effet

létal à court terme (72 heures) sur des vertébrés aquatiques Qtleurodeles waltl) (rapport final

contrat SRETIBministère de I'environnement).

[.es essais ont été réalisés par exposition des bivalves à I'eau contaminée par le cuivre, le

thiram ou I'association des deux toxiques.

Les modalités des essais préliminaires d'intoxication de bivalves au laboratoire sont résumées

dans le tableau ci-contre (modalités d'intoxications, nombre d'individu(s) par concentration
testée et tissus analysés). [-e tableau Tl0 donné en annexe résume les activités spécifiques et
la taux de glutathion obtenus pour chacun des tests réalisés.

IV.3.1. Essais préliminaires.

Au cours des 3 essais prélimanaires, les bivalves ont été exposés aux différents toxiques
pendant 10 jours (æstl) ou 3 jours (æsts 2 et 3).

D'un point de vue qualitatif, nous pouvons retenir que les bivalves intoxiqués par le cuivre

filtraient très peu et étaient incapables de refermer leurs valves après contact. [æs autres ne
présentaient aucun signe de faiblesse comparés aux témoins.

[,ors du ler test préliminaire, les bivalves sont morts et nous n'avons pas pu réaliser les

mesures des paramètres antioxydants. Dans les deux essais suivants, les bivalves ont été

analysés après 3 jours d'exposition.
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Les résultats obtenus lon des essais 2 et 3 ont montré que I'exposition des bivalves

mélange de cuivre (30ygll) et de thiram (lOOpg^) induisait les effets suivants :

. une diminution de 5OVo de I'activité glutathion réductase hépatique et branchiale,
. une diminution de I'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante dans les glandes

digestives,
. une réduction nette du glutathion réduit et du glutathion total dans les branchies.

IV.3.2. Essai définitif.

Les bivalves utilisés dans cet essai ont été prélevés au cours de la campagne d'échantillonnage

d'octobre 1994. I-ns dosages des différents paramètres ont été réalisés sur les glandes

digestives et les branchies d'individus intoxiqués pendant 3 jours par 3Opgll de cuivre ou

lffipgll de thiram, seuls et en association.

Les résultats obtenus pour chacun des paramètres étudiés sont représentés sur les graphes des

figures 25à28. Les valeurs brutes sont données dans les tableaux T11 etT12 en annexe.

[-es résultats mettent en évidence :

* une diminution du taux de glutathion réduit marquée surtout lors d'exposition au mélange

cuivre-thiram dans les deux tissus glandes digestives et branchies ; une diminution est

également notée lors d'exposition au cuivre seul (figures?5et26).

x une diminution de I'activité glutathion peroxydase sélénium-dépendante dans les

branchies (figure 27) par le thiram et par le cuivre, alors qu'aucun effet n'est noté dans les

glnades digestives

Dans les glandes digestives (figure 28), la diminution d'activité n'est marquée que lors de

I'exposition au mélange cuivre-thiram. Dans ce tissu, la diminution est de 4OVo dans le cytosol

et de ffiVo dans les organites ; au niveau branchial la diminution est respectivement de 8O et

7OVo.

x une diminution de I'activité de la glutathion réductase dans les deux fractions, surnageant

et culot 1200O9, dans les glandes digestives etles branchies, que les organismes aient été

intoxiqués par le cuivre,le thiram, ou I'association des deux.

l-a diminution d'activité est toujours plus marquée lorsque les deux substances sont associées,

par suite d'une additivité des effets.

Dans les branchies, I'inhibition est plus importante dans la fraction cytosolique que dans la

fraction des organites. Dans les glandes digestives au contraire, I'inhibition est observée

essentiellement dans la fraction particulaire où elle est de 657o contre3OTo dans le cytosol.
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Glutathion peroxydases

I Fraction cytosolique

(lPr tot Se GPx GP.\ Seind GPr tot Se GPl GPr Se ind

Glutathion réductase
Fraction cytosolique

T-
t l Fraction des organites

T Témoins

Témoins DMSO
Cu 3Opgll
Thiram 1Ol1tg/l
Cu+Thiram

Figure 25 : Activités des glutathion peroxydases (totale, sélénium-dépendante et sélénium-

indépendante), de la glutathion réductase et de la catalase mesurées dans la fraction

cytosolique (S12000) et la fraction des organites (C12000) des glandes digestiyes d'Unio

tumidus (n=5) intoriqués au laboratoire pendant 3 jours avec du cuivre (3Op!l), du thiram
(l0opg/l) et le mélange des deux toxiques.
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Figure 26 : Taux de glutathion (total, réduit et oxydé) mesurés dans la fraction cytosolique
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Fraction des organites



Glutathion peroxydases

Fraction cytosolique

Fraction des organites

77

.î
C)

.= 60\c)

èô )(,

E 4 0

= J U

z
'a
o ) ^

(;Pr tot Se GPx GPr Se ind. A CPr tot Se CPr GPr Se ind

I
%
D
a
D

Témoins
Témoins DMSO
Cu30ug/ l
Thiram lO)ug/l
Cu+Thiram

Fraction
cytosolique

Fraction
des organites

Figure 27: Activités des glutathion peroxydas€s (totale, sélénium-dépendante et sélénium-
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Ces résultats témoigneraient d'un stress oxydant dans les glandes digestives, généré par le

mélange cuivre-thiram : le cuivre serait l'élément de transition catalysant la formation

d'espèces réactives de I'oxygène en présence d'un ligand organique représenté par le thiram,

complenant du cuivre.

Ces effets de stress oxydant sont en liaison avec la formation de malonaldéhyde qui a été

observée dans les branchies et les glandes digestives lors d'exposition au mélange cuivre-

thiram. L-a lipoperoxydation s'expliquerait par la déplétion en glutathion réduit et par la

diminution importante d'activité des systèmes antioxydants glutathion réductase et glutathion

peroxydase sélénium-dépendante dans les branchies.

o Analyse des activités dans I'homogénat total et comparaison aux résultats
obtenus sur fractions.

Les activités et les taux des systèmes antioxydante ont été analysés sur les sumageant 5009

des homogénats totaux de branchies et de glnades digestives alin de comparer les résultats à

ceux obtenus précédemment sur les fractions séparées et purifiés.

Le but était de voir si le fractionnement subcellulaire était indispensable pour mettre en

évidence la toxicité.

Cet essai comparatif a été réalisé sur 5 individus témoins et 5 individus intoxiqués par le

mélange cuivre + thiram. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau

Les résultats obtenus montrent que les effets mesurés dans les homogénats totaux de glandes

digestives et de branchies vont dans le même sens que ceux mesurés dans les deux fractions

subcellulaires S12000 et C12000. Ces résultats confirment que :

* les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante sont diminuées dans des

proprotions identiques (û7o dans les glandes digestives et8O7o au niveau branchial), que les

analyses soient réalisées sur surnageant d'homogénat total ou sur fractions lors d'exposition au

mélange cuivre - thiram,

x les activités glutathion réductase sont également diminuées dans des proportions

identiques dans le surnageant d'homogénat total et dans les fractions, dans les deux tissus

érudiés,

* les taux de glutathion total et réduit sont diminués respectivement de 50 etTOVo au niveau

hépatique et branchial dans I'homogénat total comme dans mes fractions subcellulaires,

x ces effets s'accompagnent de la formation de malonaldéhyde traduisant des effets de

lipoperoxydation.
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Dans les conditions experimentales décrites, le fractionnement subsellulaire ne semble donc

pas indispensable attendu du fait que dans les branchies le taux d'inhibition des paramètres

antioxydants dans I'homogénat total était du même ordre de grandeur que sur fractions

séparées. Cependant, nous sommes dans des conditions d'intoxications où les concentrations

en toxiques sont relativement élevées et rien ne nous permet de dire que dans le cas d'une

intoxication plus modérée les résultats seraient similaires. En effet, le fractionnement

subcellulaire permettrait peut être de mettre en évidence des différences de sensibilité selon la

localisation subcellulaire des isoenzvmes.

En conclusion de ces tntoxications en laboratoire, nous retiendrons que :

* les activités glutathion perorydases et glutathion réductase ainst que les taux de

glutathion réduit sont diminués chez les bivalves intoxiqués par le cuivre (30 pg/l), Ie thiratn

(100 pgll) et le mélange des deux toxiques,

* les diminutions enregistées sont toujours plus marquées lorsque les bivalves sont

intoxiqués par le mélange des deux toxiques. Une additivité des effets est enregistrée pour Ia

plupart des paramètres. Pour la glutathion perorydase sélénium-dépendante, il semble se

maniftster des ffits de synergie entre le cuivre et le thiram, entraînant une diminution

importante de l'activtté enqmatique lorsque les deux substances sont associées,

x les ffits sont, dans l'ensemble, plus importants au niveau branchial qu'au niveau

hépatique.



V. DISCUSSION
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Dans la perspective d'étudier la réponse des systèmes antioxydants chez les invertébrés d'eau

douce Unio tumidu.s, il était nécessaire d'optimiser les techniques de dosages de ces

paramètres ainsi que les conditions de fractionnement subcellulaire des organes.

o Nous avons choisi de mesurer les activités antioxydantes sur les fractions plutôt que sur

homogénat total afin de déterminer une éventuelle différence de sensibilité des isoenzymes

présentes dans les différents compartiments intracellulaires et d'être en mesure de détecter des

effets s'exerçant specifiquement sur les organites.

Le protocole de fractionnement que nous avons retenu préserve la structure des organites

intracellulaires. Uactivité catalasique normalement localisée dans les peroxisomes reflète le

degré d'altération des organites intracellulaires au cours du fractionnement et nous a servi

d'indicateur lors de I'optimisation du protocole de fractionnement subcellulaire. L'intégrité des

organites intracellulaires et la qualité de la séparation ont été vérifiées en microscopie

électronique.

Une fois les conditions de fractionnement subcellulaires et les techniques analytiques

optimisées, nous avons évalué les activités antioxydantes basales des systèmes antioxydants

en fonction des paramètres physiologiques et de la saison.

Les campagnes d'échantillonnage d'octobre 1993, de mai et d'octobre 1994 ont été réalisées

sur le site témoin 1. Cet étang est devenu plus fréquenté en I'espace de quelques mois, ce qui

représentait un risque de contamination. Nous avons donc préfiéré échantillonner les témoins

en juin et octobre 1995 sur le site 2, rcsté sauvage.

[-a comparaison des deux populations correspondant aux sites I et2 n'a pas fait I'objet d'une

érude en soi, les bivalves prélevés sur le site 2 ayant servi aux études de transfert. Il est

possible cependant de comparer les activités trouvées chez les témoins à la suite de ces études

à celles des bivalves prélevés sur le site 1 en 1993 et 1994.

Les valeurs obtenues pour les témoins des deux sites ont été rapportées sur les tableaux

récapitulatifs 13 et 14.

Compte tenu des petits effectifs des individus témoins de juin et octobre 1995, l'étude

statistique est difficile. Il apparaît cependant que les activités spécifrques et la répartition

intracellulaire des enzymes dans les glandes digestives et les branchies des deux populations

sont comparables dans I'ensemble. Les différences concernent : (1) I'activité specifique de la

glutathion réductase un p€u plus élevée dans la population 2 (uin et octobre 199t et (2)

I'activité catalasique des branchies nettement supérieure au printemps (uin 1995) chez les

individus prélevés sur le site 2 par rapport au site I pour la même periode (mai 1994).

Il semblerait que I'activté glutathion peroxydase sélénium-dépendante soit globalement

supérieure au niveau cytosolique dans la population 2 ; toutefois, I'activité globale est

identique (tableau l4).
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Au vu de ces premières constatations, il apparaît qu'une étude comparative plus poussée des

deux sites serait intéressante. [æs différences enregistrées entre les populations témoins de

sites différents, même si elles ne sont pas majeures, justifient les études de transfert d'une

population homogène d'individus pour l'étude de I'impact de sources de pollution plutôt que la

comparaison de populations autochtones exposées à ces polluants.

L'ensemble des résultats p€rmet de tirer les conclusions suivantes quant à I'activité et la

répartition des systèmes antioxydants étudiés dans les glandes digestives et les branchies

d'Unio tumidus, tous sites confondus :

x la glutathion peroxydase sélénium-dépendante est répartie entre le cytosol et les

organites, globalement dans un rapport 3/l pour la glande digestive et 1/l pour les branchies.

Les mitochondries constituent vraissemblablement une localisation majoritaire de I'enzyme

mesurée dans la fraction des organites, en particulier au niveau branchial. Cependant on ne

peut exclure une localisation lysosomiale et peroxysomale qui resterait à évaluer.

Dans les cellules animales, la répartition est de I'ordre 2/1 dans les hépatocytes (Chance et al.,

1979; Mannervik, 198t.

Les activités specifiques chez Unio nmidus sont plus élevées dans la glande digestive que

dans les branchies. Il serait intéressant de voir si elles correspondent à des isoenzymes

différentes.

L'activité glutathion peroxydase sélénium-indépendante est nettement plus faible que la

précédent et représente moins du quart de I'activité glutathion peroxydase totale dans les

glandes digestives et les branchies. Son activité sffcifique est également plus faible. Cette

enzymes est assimilée à une glutathion transférase qu'on pourrait s'attendre à trouver dans la

fraction cytosolique au niveau du réticulum endoplasmique.Chez Unio tumidus, elle est

également présente dans les organites, en proportion non négligeable au niveau branchial,

* I'activité glutathion réductase présente une répartition proche de celle de la

glutathion peroxydase sélénium-dépendante, majoritairement cy.tosolique. Toutefois I'activité

specifique est quasiment équivalente dans la fraction des organites,

x I'activité catalasique comme chez les mammifères, est retrouvée majoritairement

dans la fraction des organites, logiquement peroxisomale (Chance et al. i lTl9 : Aebi, l98r-- ;

Clairbone, 1985 ; Del Maestro & Mc Donald, 1987),

x la répartition cellulaire du glutathion chez les bivalves semble différente de celle des

cellules animales :3OVo du glutathion sont retrouvés dans la fraction des organites alors que

chez les mammilères ce pourcentage n'excède pas lS%a. Chez Unio tumidus, &O7o du

glutathion est sous forme réduite. Nous avons trouvé une proportion de glutathion oxydé plus

importante que celle donnée pour les cellules animales, où elle est de I'ordre de 57o

(Akerboom & Sies, 19{31 ; Anderson, 1985 ; Deleve & Kaplowitz,1991). Cette différence ne

résulte pas d'un problème analltique et nous avons vérifié que le glutathion réduit ne s'oxydait

pas lors de la préparation et de I'analyse des échantillons.
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' Læs données de la littérature montrent que les facteurs climatiques et l'âge des individus ont

une influence sur les activités enzymatiques antioxydantes. Viarengo et al. (199O) ont montré

que dans les glandes digestives de Mytilus edulis les activités glutathion peroxydases totale et

sélénium-dépendante ainsi que les activités catalasiques diminuaient avec l'âge des bivalves.

Les mêmes auteurs (1991) ont montré que les taux de glutathion et les activités glutathion

peroxydase sélénium-dépendante et catalase variaient au cours de I'année. Pour ces trois

paramètres, ils ont observé une diminution des activités dès I'automne jusqu'en en février,

suivie d'une augmentation jusqu'en été avec un maximum en mai.

Dans cette étude, pour des raisons de faisabilité, nous n'avons étudié, que deux saisons :

I'automne (octobre) et le printemps (mai-juin). Nous n'avons pas étudié I'influence de l'âge des

bivalves sur les paramèhes antioxydants, car les méthodes d'estimation de l'âge chez ces

organismes restent confuses et imprécises. Nous nous sommes cependant efforcés de toujours

travailler avec des organismes de taille équivalente comprise entre 6 et 7 cm de long. Il est

possible que l'âge explique des variations enregistrées, celles des I'activité catalasique par

exemple.

Nos résultats ont montré que les activités enzymatiques et les taux de glutathion ne se

semblaient pas influencés par le sexe des individus, ni par l'état physiologique des femelles,

en periode de reproduction ou non. Ribera et al. (1989) ont obtenu des résultats similaires sur

glandes digestives et branchies de moules marines Mytilus galloprovincialis prélevées en

octobre.

En ce qui concerne I'influence des conditions climatiques sur les divers paramètres mesurés,

nous avons montré qu'en automne les activités antioxydantes ét;aient stables alors qu'elles

étaient plus variables au printemps. l-es variations concernaient I'activité catalasique

branchiale essentiellement. ViarenBo et al. (1991) avaient trouvé pour I'activité catalasique

des différences importantes entre les mois de février et de mai. En hiver, les niveaux peu

élévés, peuvent être dus à un changement dans le métabolisme des bivalves à cause de la

disponibilité moindre de la nourriture et au phénomène de maturation des gonades. Solé er a/.
(1995) ont montré que la ponte chez Mytilus galloprovincialis entraînait une augmentaûon

des activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante et catalase en mars-avril.

I-a ponte et la disponibité de la nourriture semblent être des facteurs importants susceptibles

de modifier les activités enzymatiques antioxydantes. Nous n'avons pas pu réaliser

d'échantillonnage pendant les mois d'hiver (décembre à février) compte tenu de notre charge

de travail. Lors des prélèvement de mai et juin, les bivalves Unio rumidus ont déjà expulsé

leurs lanres : nous n'avons donc pas pu évaluer I'impact de la ponte sur les activités

antioxydantes mais ceci nous a permis de nous affranchir d'une influence éventuelle.
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' Les études de terrain entreprises pour évaluer la réponse des paramètres antioxydants aux

polluants ont été réalisées par transfert de moules témoins de milieux sains (sites témoins)

vers des milieux plus contaminés à étudier.

[-a mise en cage des bivalves a facilité ces opérations. Nous avons vérifié que la mise en cage

n'induisait pas de stress des bivalves, d'autant que les cages lestées s'enfoncent

progressivement dans un sédiment meuble. Ceci facilitait aussi I'interprétation des résultats,

I'effet cage ne pouvant pas être incriminé dans les réponses observées entre sites.

Dans une érude préliminaire, nous avons placé des bivalves en amont et en aval d'une cokerie.

Les réponses des paramètres étudiés étaient d'autant plus marquées que les bivalves étaient

proche de la source de pollution. Les principaux effets, tant au niveau hépatique que

branchial, concernaient les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante et glutathion

réductase ainsi que les taux de glutathion réduit qui étaient diminués.

Cependant en I'absence de données physicochimiques sur les niveaux de contamination des

sédiments au moment de l'érude, il est difficile de pousser plus en avant I'interprétation des

résultats.

[-a sensibilité de ces trois paramètres a été confirmée lors d'une seconde étude réalisée 4 mois

plus tard sur les mêmes sites. l-es bivalves ont été exposés pendant 15 et 30 jours afin

d'évaluer un éventuel phénomène d'adaptation ou de compensation des systèmes biologiques.

Les résultats ont été synthétisés dans le tableau 18 où sont reportés les taux d'inhibition ou

d'augmentation par rapport aux témoins, pour les activités specifiques et les activités par

gftImme de tissu. Afin de simplifier I'int,erprétation globale des résul[ats, les pourcentages de

modification par rapport aux témoins sont exprimés d'après une échelle d'indices détaillée

dans le tableau 17.

Cene étude prolongée jusqu'à 30 jours souligne les points suivants :

* la sensibilité des systèmes antioxydants des branchies supérieure à celle des glandes

digestives : la diminution d'activité des enzymes et celle du glutathion réduit est plus intense

et plus rapide au niveau branchial. Elle se manifeste dès J15 au site B,

* dans les glandes digestives, la réponse de la glutathion réductase serait plus précoce

que celle des autres enzymes antioxydantes,
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x si I'analyse des contaminants des sédiments des sites B et C ne mettait pas en

évidence de différences majeures, le profil de réponse des bivalves en C se distingue de celui

des individus en B :

' le taux d'inhibition des systèmes antioxydants des glandes digestives est plus

marqué en C,

o après 30 jours d'exposition, on observe une induction des activité glutathion

peroxydase sélénium-indépendante et catalasique associées à une augmentation

du glutathion oxydé,

o I'induction de cette activité glutathion peroxydasique était également observée

à Jl5 dans les glandes digestives. Il semblerait qu'elle résulte de la synthèse

d'une isoenzyme très active, si I'on en juge par I'activité specifique augmentée

alors que I'activité tissulaire globale reste faible. Cette enzyme pourrait être

impliquée dans la conjugaison et l'élimination des polluants du site,

* I'inhibition de I'activité glutathion réductase chez les individus en B paraît

s'accompagner d'une diminution de la synthèse spécifique de cette enzyme. En effet, le taux

d'inhibition de cette enzyme chez les moules du siæ B par rapport aux témoins est nettement

plus marquée si I'on considère I'activité tissulaire globale ( activité par gramme de tissu) plutôt

que I'activité specifique. Ceci est observé à la fois dans les branchies et dans les glandes

digestives,

* les pourcentages d'inhibition des paramètres chez les individus contaminés par

rapport aux témoins sont en général un peu plus faibles quand les valeurs exprimées par
gftlmme de tissu, ce qui peut s'expliquer par le fait que les pourcentages d'inhibition établis à
partir des activités specifiques intègrent également une diminution de la synthèse protéique

non spécilique.

[a sensibilté des trois paramètres - glutathion peroxydase sélénium-dépendante, glutathion

réductase et glutathion réduit - a étÉ confirmée lors des essais d'intoxication des bivalves au
laboratoire avec le cuivre et le thiram.

[æ cuivre entraine une inhibition de I'activité glutathion réductase ainsi qu'une déplétion en
glutathion réduit, accompagnée d'une augmentation du glutathion oxydé. L'augmen[ation du
glutathion oxydé peut être expliquée par I'inhibition de I'activité glutathion réductase qui

n'assure plus son rôle de régénération du glutathion réduit, mais peut également être due au
rôle oxydant du cuivre (Christie & Costa, 1984).
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Viarengo et al. (198) ont mis en évidence une diminution du glutathion réduit chez Mytilus

eduiis exposé pendant 6 jours une concentration en cuivre de 4O 1tBll ; cette déplétion en

glutathion était associée à des effets de lipoperoxydation importants chezla moule marine, ce

qui tend à prouver que si le déficit en glutathion ne peut pas être comblé, il y aura apparition

de dommages cellulaires importants.

Lonque les toxiques ont été utilisés en mélange, nous avons noté une additivité des effets se

traduisant par une diminution importante des activités glutathion réductase et glutathion

peroxydase sélénium-dépendante et du glutathion réduit, associée à des phénomènes de

lipoperoxydation.

L'inhibition d'activité associée aux altérations physiologiques observées dans ces essais

permettrait de considérer ces paramètres comme des biomarqueurs capables de reflèter une

toxicité.

D'autres études sur des sites présentant un type de pollution différent devront être menées

pour vérifier cette hypothèse.

Au de I'ensemble de ces résultats, il semble que les systèmes antioxydants peuvent être plus

que de simples indicateurs de contamination du milieu, leur déplétion pouvant traduire des

effets de toxicité induits par les contaminants.

l-es activités glutathion r{ductase et glutathion peroxydase sélénium-dépendante et le

glutathion semblent sensibles et répondre rapidement à la présence de contaminants et

peuvent ainsi servir d'éléments de diagnostic intéressants de l'état précaire des individus.

Cependant, ces paramètres ne peuvent être interprétés de façon dissociée. En effet, une

déplétion en glutathion réduit peut résulter d'une mobilisation de ce cofacteur par les

glutathion transférases pour l'élimination de métabolites toxiques et pas nécessairement d'une

effet direct des xénobiotiques sur le glutathion . Elle sera sans conséquence si la synthése du

glutathion est accrue par ailleurs. [-a connaissance de I'ensemble des enzymes impliquées

dans le métabolisme du glutathion est indispensable pour pouvoir interpréter une éventuelle

diminution de ce cofacteur.

L'étude des relations entre les niveaux de contaminations, les réponses des systèmes

antiorydants et leurs effets sur les organismes est indispensable pour connaître la signification

d'une augmentation ou d'une inhibition d'activité en terme de toxicité à plus ou moins long

terme.

Dans cette étude, les impacts au niveau génétiques n'ont pas été étudiés. Il est pourtant très

important de pouvoir expliquer plus en détail I'inhibition ou I'augmentation de I'activité des

enzymes antioxydantes. Par exemple dans le cas de I'inhibition de I'activité glutathion

réductase il serait intéressant de savoir si elle résulte de I'inhibition de la tanscription des

gènes impliqués dans la synthèse de cette erzyme, ou plutôt d'un effet au niveau post-

transcriptionnel.



VI. CONCLUSION
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Notre étude consistait à déteminer si les systèmes antioxydants pouvaient être utilisés comme

biomarqueun ci'exposition ou cie toxicité chez cies individuse exposés à des xénobiotiques

dans I'environnemenl Nous sommes intéressés plus particulièrement aux activités des

glutathion peroxydases, glutathion réductase et catalase associées aux mesures des taux de

glutathion réduit et oxydé mesurés dans les glandes digestives et les branchies d'Unio

tumidus, bival ve dulçaquicole.

Comme ces enzymes antioxydantes et le glutathion sont localisées dans des compartiments

cellulaires différens, soit au niveau cytoplasmique, soit au niveau mitochondrial ou

peroxysomal, nous avons choisi d'évaluer les niveaux de ces différents paramètres en fonction

de leur localisation cellulaire. Pour ce faire, nous avons réalisé les différents dosages sur des

fractions subcellulaires : le surnageant de centrifugation l2ffig qui représente la fraction

cytosolique et le culot de centrifugation 120009 dans lequel se retrouvent les mitochondries,

les lysosomes et le peroxysomes.

Après avoir optimisé les méthodes de dosage des différents paramètres, nous avons optimiséle

protocole de fractionnement des tissus ainsi que le mode de préparation et de conservation des

organes. Nous avons retenu une homogénéisation douce des tissus à I'aide d'un potter manuel,

dans du tampon phosphate 50 mM auquel sont ajoutés du PMSF (inhibiteur des sérines

protéases) et un mélange sérine-borate (inhibiteur de la y-glutamylcystéine transpeptidase,

enzyme hydrolytique du glutathion réduiQ.

Læs organes (glandes digestives et branchies) sont congelés dans I'azote liquide à -196'C

immédiatement après prélèvement des individus.

A la suite de ces optimisations expérimentales, nous avons évaluer les concentrations et les

activités basales des différentes activités antioxydantes. Pour cela nous avons étudié I'impact

des saisons, du sexe des individus et des conditions physiologiques des femelles sur les

paramètres mesurés.

Nous n'avons pas mis en évidence de différences significatives entre les individus mâles et

femelles, ni entre les femelles qu'elles aient ou non des larves. [-es saisons (printemps et

automne) ne semblent pas influencer les paramètres antioxydants, sauf pour (i) I'activité

glutathion réductase au niveau hépatique (ii) I'activité catalasique au niveau branchial qui sont

toutes deux plus faibles au printemps qu'à I'automne.

[æs activités antioxydantes ont des niveaux globalement plus faibles dans les branchies que

dans les glandes digestives. En particulier les activités caûalase et glutathion peroxydase

sélénium-indépendante qui sont bien faibles au niveau branchial.
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Lonque les individus sont soumis à un stress chimique, au laboratoire ou in situ, nous avons

remarqué que ies ac^rivités glutaihion réductase, giutatirion peroxydase séiénium-dépendante

et les taux de glutathion réduit semblaient sensibles et répondre rapidement à la présence de

polluants. Ils pourraient donc constituer des indicateurs intéressants de l'état précaire des

individus.

Ces trois paramètres étaient fortement diminués dans les branchies et dans les glandes

digestives lors de l'intoxication des individus au laboratoire avec du cuivre et du thiram, mais

également lors des études de terrain où ils étaient diminués chez les individus proche du rejet

de la cokerie (étude préliminaire de terrain) ainsi que chez les bivalves transférés sur le site

fortement pollué par les FLAPs et les PCBs (seconde étude de terrain).

L-a déplétion des ces activités antioxydantes semblent traduire des effets de toxicité induits par

Ies contaminants et pourraient être utilisés comme biomarqueurs de toxicité. Mais il est

indispensable d'étudier les relations entre les réponses des systèmes antioxydants et les

niveaux de contaminations pour pouvoir à plus long terme connaftre la signification d'une

induction ou d'une inhibition de ces svstèmes.

Nous n'avons étudié in siru qu'un seul type de pollution à savoir une contamination par les

HAPs et les PCBs. Il est nécessaire d'étudier la réponse des activités antioxydantes fâce à un

type de pollution différent afin de s'assurer que les paramètres apparaissant les plus sensibles

lors de cette première étude le soient en d'autres clrconstances.

D'autre part, il serait intéressant d'approfondir sur un plan plus fondamental les réponses

enzymatiques obtenues alln de déterminer si les diminutions d'activités résultent d'une action

des toxiques sur I'enzyme ou au niveau de la régulation de sa synthèse, soit directement au

niveau de la tanscription des gènes impliqués dans la synthèse de I'enzyme ou d'un effet au

niveau post-transcri tionnel.
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Tableau T8 : Activités antioxydantes mesurées dans la fraction cytosolique (S) et la fraction des organites (C)

de glandes digestives d'Unio tumidus transféÉs dans les sites contaminés B, C et D pendant 15 et 30 jours.

l,es activités glutathion peroxydases (GPx) et glutathion réductase (GRd) sont exprimées en nmoles
NADPIVmin/mg protéines, I'activité catalasique est exprimée en;rmoles H2O2lmin/mg protéines et les taux de

glutathion sont exprimés en nmoles glutathion/mg protéines.

[,es valeurs en italique représentent les taux exprimés par gramme de tissu.

Site A
Tl5 T30

Site B
T30T 1 5

Site C

T30T 1 5 T 1 5

Sire D

Gk totale
S

C

l 1 3 t 8  l l l t 2 6

294t12 281t15

54t9 57 + 14

80e13 95t15

8 9 r  l 0  8 6 + 9

239t10 171t12

4 7 + 9  4 6 + 8

72!13 66+,8

72 x . l0  72  t9
lEltl7 182ù5

3 5 + 7  3 9 + 8
59t15 4!11

49  +7

110tlE

2 5 + 5

33t10

Se Gk
S

c

83 t 14 &l +23

238il7 220*.16

4 5 + 8  4 8 r  1 3

45+5 51t10

6 1 + 1 0  6 3 + 1 0

173t9 142t12

4 l + 1 4  4 l + 7

39!5 37ts

5 3 t 1 1  4 9 + 8

129!7 113!20

26x .6  26+6

38È5 37L3

3 6 + 5

73!13

2 8 + 5

17*4

GPx Se ind.
S

C

2 6 x . 7  3 l  t 8

63t8 68t9

l 4 t 7  1 4 +  5

36+7 42il6

2 5 x . 6  2 3 + 5

57t15 48t11

9 * 2  9 x . 2

26É 2I+6

34x .7  24+  6

49É 47t9

?3x .7  l 5+3

2l+6 15tJ

15 x .2
22Ls

8 + 2
I2x3

GRd
S

c

5 9 + 8  5 9 +  1 0

255!17 264!14

4 9 * 5  5 0 + 9

74*7 76t6

4 9 + 8  5 l + 8

182x.15 178t10

4 2 + 7  3 9 t 8

4417 40ts

34 t7  37  +8

145!12 132!10

? 3 + 7  1 4 + 6

31+6 35t5

1 l  + 3

72+8

8 + 3

5t1

Catalase

S

C

110  t  15  l l l  +26

219t22 250t19

634+ 59 6llt 50

E69L3E 86æ28

104t 15 106t 19
253il2 230!18
655+?3 650 r 33
885t17 906tiE

1 1 l t 1 4  1 0 8 + 9

274!21 260t17

555 + 53 574 + 51

E34û7 E43t?2

106 + 15

178+-15

43O +22

509!26

GSH
S

c

394+25 386+27

670ûl 66ltl9

146+22 150 t 28

26814 26tu1E

356+25 351 +27

600t21 589il7
139+B 133+26
251il5 260t16

Z7l+ 42 294+22

460+14 446ù8

U x 2 0  8 5  +  9

170t15 16æ17

163 + 16

28æ.16

44x.8
g(EI3

s
GSSG

C

86 t l0 92+ 13

15æ.10 14æ.17

4 3 t 1 0  4 6 + 8

E0t9 75t7

8 7 : 1 1  1 0 3  +  1 8
18(}t13 171!15

3 8 + 9  4 + 1 0
90t17 86+13

94 t  l l  75  +  l 0

160t20 166t30

2 9 t 5  3 5 + 5

60t12 69t10

8 8 t 9

15(}Ê11
47 x.7

8tu7



Tableau T9 : Activités antioxydantes mesurées dans la fraction cytosolique (S) et la fraction des organites (C)

de branchies d'Unio tumidus transférés dans les sites contaminés B, C et D pendant 15 et 30 jours.

Les activités glutathion peroxydases (Ghr) et glutathion réductase (GRd) sont exprimées en nmoles
NADPFI/minimg protéines, I'activité catalasique est exprimée en,;zmoles H2O2lminlmg protéines et les taux de

glutathion sont exprimés en nmoles glutathion/mg protérnes.

l,es valeurs en italique représentent les taux exprimés par gramme de tissu.

Site A
T15 T30 T 1 5

Site B
T30

Site C
T 1 5 T30

Site D
T 1 5

GPx totale
S 7 7 + 4  1 6 x . 7

143t13 142il8

4 6 + 3  4 8 + 5

117t11 lIl!10

4 7 + 5  4 3 + 7

97t12 98!10

3 8 + 5  3 7 t 4

93+7 90t9

4 2 +  5  7 2 + 7

9417 155t12

3 3 + 3  Æ + 6

96t10 122+7

3 0 t 4
75t10

24 x.5

5EÈ8

Se GPx

S

c

4 8 + 4  4 8 + 5

88t7 94!9

34+  4  34x .4

7Ex.10 87!9

2 2 +  5  2 5 + 2

61tS 57t9

25+  5  24 t3

58+7 56t9

2 5 t 5  2 7  t 5

77t9 68t12

2 2 + 5  2 3 + 5

52+7 55tE

1 6 + 2
54rE

17 x.4
26t6

GPx Se ind.
S

C

2 9 + 5  2 9 + 5

53+8 48+6

1 8 t 6  1 7  x . 5

39+7 2817

26+ 5  2 l  x .5
37t9 40t10

14+6 14x .5
35È5 3l+6

1 7 x . 6  3 8 t 5

32tS 83tll

1 3 t 5  2 3 t 5

31t6 70t9

15 r5
24ts

8 + 3

20*5

GRd
S

c

4 D + 3  5 0 t 5

118t10 94t12

36x.3  14x .4

E6+7 85t11

2 9 +  5  3 2 x . 5
73t9 79t7

? Â + 2  3 2 x . 5

65t9 61!5

27  +3  29  +3

74t10 69!9

2 4 + 4  2 6 x . 4

57il2 62rE

l l + 2

26!7

8 + 2

2Et6

Catalase
s

C

I7 x.4 23 t5

113t18 108!14

167 x.9 176+9

436û7 442!26

28 x.4 26 x.3
127!15 12æ19
185 + 15 179 + 10

39848 413!21

2 5 + 3  3 0 t 3
129t95 127û9

169 + 14 267 + lO

345120 522t38

17 x.4

102!13

1 0 0 + 7

272t24

GSH
S

c

491t  18 481 t  14

833û0 841x16

l?3 t21 I30 + 20

255+-19 266!15

296+ 14 230+20

510+.10 500t24

6 8 t  1 5  5 5 t 9

150il2 161+-10

220+18 227 +22

380t20 390t16

66 t  15  66+  13

12(850 1lùtl2

104+  11

I92tl9

4 l  x .9

8æ17

S
GSSG

c

9 9 + 1 1  1 0 0 + 9

200t20 lE0t24

43+9  43  t8

86t10 91t12

l04+ 12 lo4+ 12

17(817 166t20
45x.4  39+ l0

9(815 80+-17

92 + 16 l7 l  x .2O

150121 244t10

35 t 9 48+6

70û 9li9

5 3 t 1 0
9810

3 l  r 9

60Ë.5
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