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INTRODUCTION

 Une exposition aux rejets d’effluents de mines de métaux peut entrainer de graves effets toxigues sur les organismes
aquatiques (mortalité, perturbation du développement, de la reproduction, etc.).

e Aujourd’hui, le suivi de l'état biologique des milieux soumis a des rejets miniers repose notamment sur la mesure des
concentrations metalligues totales accumulées dans les tissus de poissons exposeés.

e Or, cette approche ne renseigne pas sur la nature des ligands intracellulaires auxguels se lient les métaux accumulés et
dont va dépendre leur toxicité.

 Dans les cellules, les métaux peuvent étre détoxiques (ex.. granules, metallothionéines), mais peuvent egalement étre
associes a des fractions dites sensibles (ex.: organites) et perturber le fonctionnement cellulaire.

OBJECTIF

Etudier la répartition subcellulaire de métaux d’'intérét dans les foies et les gonades de meuniers noirs exposés a
des rejets d’effluents miniers.

MATERIEL & METHODES

Nombre d’ individus prélevés Femelles Males
Site de référence 9 9
Site expose 10 8

1) Isolement des differentes fractions par centrifugation differentielle
pour les foies et les gonades de meuniers noirs.
2) Analyse des métaux (As, Cd, Cu, Ni, Pb, Se et Zn) par ICP-MS.

homogénat de FOIE

homogénat de GONADES

1500g, 4°C, 15 min 1500g, 15 min, 4°C

P1 S1 P1 S1
a) re-suspension H,0, 96°C, 5 min a) re-suspension H,0, 96°C, 5 min
b) NaOH 1M, 80°C, 60 min b) NaOH 1M, 80°C, 60 — 90 min
¢) 10 000g, 20°C, 30 min 15 000g, 4°C, 45 min (x2) ¢) 10 000g, 20°C, 30 min 180 000g, 4°C, 60 min
P2 S2 P2 S2
granules noyau + deébris granules noyau + débris
P3 S3 P3 S3
mitochondries , mitochondries
180 000g, 4°C, 60 min
+ lysosomes
+ microsomes a) 85°C. 30 min
P4 S4 b) 4°C, 60 min,
c) 50 000g, 4°C, 10 min
lysosomes + a) 85°C, 30 min
microsomes b) 4°C, 60 min,
c) 50 000g, 4°C, 10 min
P5 S5 P5 S5
protéines cytosoliques protéines cytosoliques protéines cytosoliques protéines cytosoliques
dénaturées a la chaleur stables a la chaleur dénaturées a la chaleur stables a la chaleur
"HDP" "HSP" "HDP" "HSP"
S = surnageant, P = culot, fractions sensibles aux métaux, fractions contenant les métaux détoxiques
En _plus Avant d appllql\Jer le prg)tocole_ de Organite ou viosol matrice membrane
fractionnement subcellulaire a '[,Ol.Js les ecfhantlllo_ns fraction ciblée y mitochondriale mitochondriale
=» mesure de marqueurs SpeC|f|queS a certains
organites ou fractions afin d’évaluer leur intégrité et Marqueur ~ lactate citrate synthase cytochrome ¢
ainsi optimiser et valider le protocole. deshydrogenase oxydase

(pour plus details concernant la méthodologie, cf. présentation orale de S. Cooper « Adaptation de la méethode de repartition subcellulaire chez
différents poissons et organes » — 10h30 salle du Manege)
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RESULTATS ET DISCUSSION

GONADES :
*Exposé > Reference : Se (x10) et Cd (x4)
Femelles > Males : Cu (x5), Zn (x4) et Se (x2.5)

FOIES :

*Exposes > Reférence pour tous les metaux mais particulierement
marqué pour Se (x10), Cd (x5) et Cu (x3)

Pas de differences significatives entre les males et les femelles  Pour tous les métaux, contribution de la fraction débris trés forte
chez les males (=50% et plus) contrairement aux femelles (<20%)
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Majorité du Se associée aux fractions sensibles (= 50%, contribution
majoritaire de la fraction HDP) et proportion de Se non negligeable dans la
fraction noyau+deébris =» probabilité d’incorporation non-spécifiqgue du Se
dans des protéines sous forme de sélénométhionine et probable toxicite.

Chez les temelles exposees, augmentation de la part du Se assoclee a la
fraction HDP et diminution de la part du Se associée a la fraction HSP
=» Reprotoxicité potentielle
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Cd majoritairement associé a la fraction HSP (> 59%) =» détoxication via la
complexation a des métallothionéines pour qui le Cd a une forte affinite

Cd associe aux fractions HSP et granules augmente chez les individus
exposes = Mise en place efficace de mécanismes de détoxication
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

o Seléenium : métal essentiel mais présent en fortes concentrations dans le foie et

Perspectives :

*Nécessité d’améliorer le protocole de fractionnement
subcellulaire pour les gonades males,

eConcentrer les recherches sur la seéparation des
noyaux des debris (notamment pour le Se),

*Utiliser d’avantage de marqueurs afin de renforcer le
controle de la qualité du fractionnement (ex.:
marqueurs du noyau, des lysosomes, etc.)

les gonades, et dans des fractions sensibles
=» potentiel toxique du Se

 Culvre : dans le foie et les gonades, prise en charge via les métallothionéines
=» réegulation efficace du Cu

e Cadmium : dans le foie, réepartition similaire a celle du Cu / dans les gonades,
la détoxication du Cd implique également les granules
=» détoxication efficace du Cd

La méthode de fractionnement subcellulaire a permis de mieux identifier le métal potentiellement a risque pour le meunier noir
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