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Introduction

Certains polluants, qualifiés d’cestrogénes mimétiques ((EMs), sont rejetés dans les
écosystemes aquatiques par les stations d’épuration traitant des effluents domestiques,
industriels, et/ou agricoles. En effet, les traitements d’épuration traditionnels ne permettent pas
d’éliminer totalement ces polluants. Ces toxiques s’accumulent alors dans 1’eau, dans les
sédiments et finalement dans les poissons ol ils induisent des pathologies. Les poissons sont les
bioindicateurs les plus utilisés pour diagnostiquer ce type de pollution. Dans ce cas, le
biomarqueur détecté est la synthése anormale de vitellogénine (VTG) par les poissons males ou

les jeunes immatures.

Le but de ce travail est de développer un test d’agglutination pour la détection in situ de
la VTG. Le fonctionnement de ce type de test est basé sur I’interaction immunologique entre un
anticorps (Acs), fixé sur des billes de latex, et I’antigene (la vitellogénine).

Dans le cadre de cette démarche, pour induire la production d’anticorps monoclonaux
spécifiques de la VTG il est nécessaire, au préalable, de développer une nouvelle méthode de
purification non dénaturante de cette protéine, permettant d’obtenir une solution pure et
suffisamment concentrée.

De plus, dans I’objectif d’élargir ’utilisation de ce test a différentes espéces de poissons,
une étude de la conservation phylogénétique des différentes molécules de VTG a été réalisée.
Cette étude doit aboutir a la sélection d’un anticorps monoclonal reconnaissant un grand nombre
de ces différentes molécules de VTG.

Enfin, il est intéressant de déterminer si la carpe, comme d’autres especes, produit
plusieurs molécules de VTG, et dans ce cas, si ces deux molécules sont synthétisées dans les

mémes conditions ou bien si leur production caractérise un état physiologique.

L’analyse bibliographique (Partie I) présente une liste non exhaustive des (EMs les plus
connus (sources et devenir dans I’environnement) ; leurs effets sur I’espéce humaine et sur les
poissons ; les différentes méthodes existantes de dosage de la VTG ; et enfin, I'intérét et les

étapes de développement d’un test d’agglutination pour détecter sa production anormale, in situ.

Introduction -11-



Les résultats obtenus et leur discussion (Partie 3) s’articulent, au terme d’une présentation
du matériel et des méthodes utilisées (Partie 2), selon 4 axes :
® la purification de la vitellogénine de carpe Cyprinus carpio,
¢ [’obtention et la production d’anticorps monoclonaux spécifiques d’un épitope commun 2
la vitellogénine de plusieurs espéces de poissons,
¢ le développement d’un test d’agglutination spécifique, rapide, simple d’utilisation, pour
pouvoir étre utilisé directement sur le terrain,

¢ T’application sur le terrain en utilisant les anticorps monoclonaux produits.

Les conclusions présentent la complexité du développement d’un test d’agglutination, et
Pintérét, de ce type de test, dans la compréhension des processus contrdlant la synthése de la

VTG.
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I. A. Les aestrogeénes mimétiques

A T’heure actuelle, les écosystémes aquatiques sont contaminés par différents types de
molécules, naturelles ou anthropiques, responsables de transformations parfois irréversibles de la
morphologie ou de la physiologie des organismes, qui vivent dans les milieux aquatiques ou en
dépendent. Parmi ces molécules, certaines possedent la capacité de mimer les effets des
aestrogenes. Cette nouvelle famille de polluants, appelée cestrogénes mimétiques ((EMs),
regroupe un large éventail de substances d’origines et d’utilisations trés diverses tels que des
produits industriels, phamaceutiques, phytosanitaires mais également des composés naturels
produits par I’Homme, les animaux, les végétaux et les champignons.

Ces substances sont chimiquement tres différentes (Figure 1 et Annexe 1). En effet, alors
que tous les composés d’origine biotique et leurs dérivés sont des stéroides apparentés aux
cestrogenes, certains produits de synthése sont également considérés comme des (EMs : les
polychlorobiphényles (PCBs) et leurs métabolites hydroxylés (les dioxines tels que les PCDDs et
PCDFs), les alkylphénols, les phtalates, le bisphénol A (composé aromatique), mais également
certains pesticides organochlorés (DDT et ses métabolites, endosulfane, toxaphéne, HCH et la

dieldrine) ainsi que des fongicides (comme la vinclozoline).

Partie I. Analyse Bibliographique -17 -
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Figure 1 : Exemples de différentes structures chimiques des cestrogénes mimétiques (une
présentation exhaustive de ces molécules est répertoriée dans I’annexe 1).
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I. A. - 1. Les eestrogenes

I. A. - 1. 1. Les aestrogénes d’origine animale ou humaine

L A. -1 1.1 Roles

Dans le régne animal, 1’cestrone (E1), le 17 -cestradiol (E2) et I’cestriol (E3) sont des
hormones stéroidiennes secrétées, respectivement, par le cortex adrenal, les ovaires et le
placenta. Ces trois cestrogeénes sont majoritairement des hormones femelles indispensables au
développement et au fonctionnement de leurs organes reproducteurs, ainsi qu’a la mise en place
des caracteéres sexuels secondaires (seins...) (Vander ef al., 1995).

Les oestrogénes naturels peuvent &tre classés dans la catégorie des (EMs car ils

représentent une source exogéne d’hormones pour le biotope.

L A. - 1. 1. 2. Sources de pollution

Source animale

Les élevages intensifs d’animaux domestiques (ovins, bovins, porcins ou volailles)
constituent la source d’cestrogénes animaux la plus importante. Dans le cas des bovins, le taux
urinaire de E2 a été estimé a 13 ng/l (Erbe et al., 1997, Ying et al., 2002). Concernant les
volailles, sa concentration dans les fumiers a été évaluée entre 14 et 533 ng/g de matiere seche
(Shemesh et Shore, 1994, Shore et al., 1995, Shore et al., 1998, Ying et al., 2002). Les fumiers
issus de ces différents élevages sont, pour la majorité, épandus. La lixiviation des sols peut alors
entrainer ces hormones dans les eaux de surface ou souterraine qu’elles polluent comme I’ont
montré Shore et al. (1995) ainsi que Peterson et al. (2001). D’apres ces études une concentration
constante de E2 de 5ng/l a été mesurée dans certaines eaux souterraines américaines, au
printemps (Shore et al., 1995, Peterson et al., 2001, Ying et al.,, 2002). Une partie de cette

pollution peut également étre conduite vers les stations d’épurations (STEPs) (Centner, 2004).
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Source humaine

Les hormones stéroidiennes (E1, E2 et E3), sont aussi excrétées par ’Homme. Les
quantités journalieres d’hormones stéroidiennes, excrétées dans les urines, varient entre 1 et
8ng/l en fonction du type d’hormone, de 1'dge et du sexe du sujet. Il reste, de plus,
particulierement élevé chez la femme enceinte (259 2 6000 ng/l en fonction de 1’hormone)

(Tableau 1).

Tableau 1 : Estimation de la quantité d’hormones stéroidiennes (en pg/l) éliminée par voie

urinaire chez I’espece humaine (Johnson et al., 2000).

Population (Estrone (Estradiol (Estriol
Femmes menstrualisées (15 a 59 ans) 8 3,5 4,8
Femmes ménopausées (> 59 ans) 4 2,3 1
Femmes enceintes (derniers mois) 600 259 6000
Hommes 3.9 1,6 1,5

A partir de ces estimations, il a été possible de modéliser la quantité d’hormones urinaires
d’origine humaine arrivant en station d’épuration (Johnson et al., 2000). Cette modélisation a
aboutit aux trois relations suivantes :

¢ [El]lenng/l=P/1143F,

¢ [E2]enng/1=P/2628F,

¢ [E3]enng/l1=P/23,64F,
ou P est le nombre d’habitants desservis par la station d’épuration et F est le débit entrant des
effluents bruts en litres par jour (I/jour).

En comparant les résultats prédictifs obtenus avec ces trois relations et les concentrations
mesurées dans différents effluents bruts domestiques (en terme de P et de F), il a été démontré
que, dans la majorité des cas, les concentrations mesurées sont similaires aux taux prédictifs
(Ternes et al., 1999b, Johnson et al., 2000, Cargouét et al., 2004, Lagana et al., 2004, Lee et al.,
2004). Cette concordance entre la modélisation et la mesure montre que les cestrogénes arrivant
dans les STEPs sont majoritairement d’origine humaine et résultent de leur élimination par les
urines. On peut aussi noter que les quantités excrétées via les selles sont trés faibles par rapport a

celles éliminées dans les urines (Johnson et al., 2000).
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Les résultats prédictifs peuvent aussi parfois surestimer la réalité : un pourcentage non
négligeable de stéroides peut en effet, &tre adsorbé sur des particules en suspension (jusqu’a
20 %) qui sont éliminées par une étape de filtration préliminaire (Johnson et al., 2000) ; une
autre proportion des cestrogénes présents dans les effluents bruts resterait sous une forme
conjuguée (Tilton et al., 2002), contrairement & ce qui a été avancé par Belfroid et al.(1999),
Larsson et al. (1999) et Ternes et al. (1999a) selon lesquels la totalité de ces molécules sont
déconjuguées lors de leur transport dans les égouts vers les STEPs. Une partie de ces oestrogenes
pourrait également &tre métabolisée lors de ce méme transport, comme I’E2 qui peut €tre oxydé
en E1 (Lagana et al., 2004) et I’'E3 qui s’oxyde en E2 puis en El. Ceci pourrait expliquer que
dans certains effluents, ces deux hormones ne soient pas détectées (Johnson et al., 2000).

En dernier lieu, certaines stations d’épuration traitent a la fois des effluents bruts
d’origines domestiques et industrielles (Harries ez al., 1999, Cargouét et al., 2004, Pawlowski et

al., 2004a). Belfroid et al. (1999) montrent que les effluents bruts industriels peuvent également

contenir des cestrogénes (E1 : <0,1-11 ng/l ; E2 : <0.4-1,8 ng/l et E3 : <0,4-1,8).

L A. - 1. 1. 3. Epuration des eaux usées

Dans les stations d’épuration, ces cestrogénes peuvent €tre métabolisés, avec un
rendement qui peut varier entre 45 % et 98 % pour I’El, entre 33 % et 99,9 % pour I’E2 et entre
40 % et 97 % pour ’E3 (Tableau 2, Annexe 2, 3 et 4) (Ternes et al., 1999b, Johnson et al., 2000,
Cargouét et al., 2004, Lagana et al., 2004, Lee et al., 2004).

Tableau 2 : Niveaux de contamination en hormones stéroidiennes (en ng/l) de divers effluents
bruts et traités de STEPs (84 STEPs) et eaux de surface (150 sites de prélévements), entre 1996
et 2002 (Routledge et al., 1998, Belfroid et al., 1999, Larsson et al., 1999, Ternes et al., 1999b,
Johnson et al., 2000, Fawell et al., 2001, Kashiwada et al., 2002, Todorov et al., 2002, Williams
et al., 2003, Cargouét et al., 2004, Hemming et al., 2004, Lagana et al., 2004, Lee et al., 2004,
Pawlowski et al., 2004a).

Composés Effluent brut Effluent traité % d’élimination  Eau de surface
(Estrone <0,5-140° nd. —76° 44 -98° nd —12°
(Estradiol nd. -48% nd. - 642 33-99,9° nd. -27°%
(Estriol nd.-120* nd. - 28° 40 ->97° nd.-5°

2 valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; ° valeur minimale estimée — valeur maximale estimée
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Ce rendement d’épuration est variable, et peut &tre amélioré selon les processus
d’épuration employés tels que 1’ utilisation de boues activées (Ternes et al., 1999b). Dans ce cas,
le rendement augmente avec le temps de rétention hydraulique (c’est A dire le temps de passage
dans la STEP et donc le temps de contact des effluents avec les boues activées) (Johnson et al.,
2000). D’autres facteurs d’origine externe peuvent également influencer le rendement
d’épuration de ces hormones, comme par exemple la température (qui favorise 1’activité
bactérienne et la dégradation chimique) et les précipitations (qui influent sur la durée de
rétention hydraulique et sur I’adsorption organique) (Harries ef al., 1999, Ternes et al., 1999a,
Ternes et al., 1999b, Johnson et al., 2000, Tilton et al., 2002, Cargouét et al., 2004, Hemming et
al., 2004, Lagana et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a).

Dans tous les cas, les rendements d’élimination de ces hormones n’é&tant pas de 100 %,
elles sont présentes dans les effluents traités ol elles peuvent encore atteindre des concentrations
de 76 ng/l pour I'El, 64 ng/l pour I'E2 et 28 ng/l pour I’E3 (Tableau 2 et Annexes 2, 3 et 4)
(Routledge ez al., 1998, Belfroid et al., 1999, Larsson et al., 1999, Ternes et al., 1999b, Johnson
et al., 2000, Kashiwada et al., 2002, Todorov et al., 2002, Williams e al., 2003, Cargouét et al.,
2004, Hemming et al., 2004, Lagana et al., 2004, Lee et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a).

L A. - 1. 1. 4. Situation dans I’environnement

Milieu naturel

Les effluents traités dans les STEPs sont déversés dans les fleuves, les rividres ou les
estuaires. Cargouét et al. (2004) ont observé que les concentrations en hormones (E1, E2 et E3)
présentes dans la Seine, en aval de 4 stations d’épuration (Evry, Valenton, Colombes et Achéres)
desservant Paris et ses environs, sont environ deux fois supérieures 2 celles mesurées en
amont (Annexes 2, 3 et 4). De plus, leur concentration ne descend pas en dessous de 1,1 ng/l
(Cargouét et al., 2004).

Toutefois, en s’éloignant du point de rejet des STEPs, 1a dilution de 1’effluent induit une
diminution de la concentration en hormones. A cela s’ajoute 1’adsorption de ces molécules sur
les sédiments et/ou sur les particules en suspension dans I’eau, ainsi que leur biodégradation

bactérienne (Williams et al., 2003). Ces phénomenes expliquent que, dans certains cours d’eau et
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A certains moments de 1’année, ces oestrogénes puissent &tre indétectables (Ternes et al., 1999b,

Kashiwada et al., 2002, Williams et al., 2003).

Eaux de consommation

Dans la région parisienne, les deux points de prélevement d’eau de consommation sont
situés 4 Vigneux (sur la Seine entre les stations d’épuration d’Evry et de Valenton) et a2 Méry-sur-
Oise (sur I’Oise). Ils présentent des concentrations en hormones E1, E2 et E3, respectivement, de
1,4, 1,7 et 2,2 ng/l, pour Vigneux et une concentration de 1,8 ng/l pour les trois molécules a Méry-
sur-Oise (Cargouét et al., 2004). Ces concentrations sont plus élevées que celles mesurées dans
des eaux de consommation provenant du sud de 1’ Allemagne ol les concentrations sont plut6t de
I’ordre de 0,4 (E1), 0,7 (E2)et 0,3 ng/l (E3) (Kuch et Ballschmiter, 2001).

Or, les eaux de consommation subissent un certain nombre de traitements de potabilisation
dont une étape de désinfection au chlore. D’apreés une étude réalisée sur I’E2, un traitement avec
1,5 mg/l de chlore pendant 36 heures suffirait 2 éliminer 27 pg/l de cette hormone (Lee et al.,
2004). Une autre étude fait également état de 1’élimination totale des trois stéroides naturels par
les différents processus de potabilisation de 1’eau utilisés réguliecrement en Angleterre comme
1’ozonation, la coagulation et le traitement au charbon actif (Webb et al., 2003).

Par conséquent dans le cas de Dcestrone, du 17 -cestradiol et de I'cestriol, la
contamination de ’Homme via I’eau de boisson semble limitée. Une contamination éventuelle

par I’alimentation des poissons contaminés par exemple, reste cependant envisageable.

Absorption par les poissons

Les hormones El, E2, et E3 dissoutes dans 1’eau ou adsorbées sur les particules en
suspension ou dans les sédiments, peuvent pénétrer dans l’organisme des poissons, via
I’alimentation et/ou la filtration de I’eau par les branchies. Les hormones peuvent alors
s’accumuler dans les tissus avec un temps de persistance qui est fonction des especes. Ainsi, des
truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) exposées a un effluent traité contenant 5,8 ng/l de El
et 1,1 ng/l de E2, élimineraient ces hormones seulement aprés 4 semaines d’exposition, une

partie de ces hormones étant éliminée comme chez I’étre humain, sous forme conjuguée
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(Larsson ef al., 1999). La quantité accumulée et le temps de bioaccumulation de ces oestrogenes
sont dépendants de la quantité de tissus adipeux. Par exemple, les larves de carrelets
(Pleuronectes yokohamae) éliminent I’E2 une heure aprés avoir été replacées dans une eau
propre. Quant aux jeunes immatures, ceux-ci ne commencent a éliminer 'E2 qu’aprés 24 h

d’épuration (Specker et Chandlee, 2003).

L A. - 1. 2. L’e@strogene de synthése : I’éthinyleestradiol

LA -1 2. 1 Roles

Le 17 -éthinyleestradiol (EE2) est un dérivé synthétique du 17 -cestradiol. Sa structure
moléculaire a été €laborée pour la rendre plus stable de maniére 2 augmenter sa demi-vie dans
Porganisme humain (EE2 : 17 heures, E2 : 20 min) (Lai et al., 2002). Cette hormone synthétique
est le composant majeur de plusieurs pilules contraceptives et de divers traitements hormonaux
de substitution pour la ménopause (Johnson et al., 2000). D’autres hormones synthétiques,
dérivés moins stables de I'EE2, sont également utilisés dans la fabrication d’autres pilules ou
médicaments : le mestranol (ethinyleestradiol-3-methyl éther), la norethisterone, I’acétate de

norethisterone, la progestine et la lynestrenol (Larsson et al., 1999).

L A. - 1. 2. 2. Source de pollution

L apport journalier en EE2 par la pilule contraceptive et les traitements hormonaux sont
respectivement d’environ 35 ug et 27 ug par femme. En moyenne 26 % de ’EE2 absorbé sont
excrétés dans les urines (Johnson et al., 2000), sous une forme conjuguée (Ternes ef al., 1999a).

L’importance de la pollution par les hormones de synthése varie d’un pays 2 I’autre, le
pourcentage de femmes consommant des hormones de synthése étant différent. Les quantités
totales absorbées s’élevent en Suisse a environ 3,5 mgfjour, parmi lesquelles 2,9 mg/jour
sont €liminées (Larsson et al., 1999). La consommation allemande s’éléve a 137ug/jour (Ternes
et al., 1999a) alors qu’en Angleterre, seulement 13 % de la population féminine prend la pilule et
3 % suit un traitement hormonal de substitution (Johnson et al., 2000). En France, le pourcentage

de femmes prenant la pilule est plus élevé avec 21,6 % (Cargouét ef al., 2004).
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De méme que pour les oestrogénes naturels, un modele de prédiction des quantités

urinaires arrivant en STEP a pu €tre établi :
[EE2} enng/l =P/ 1428 F

ot P est le nombre d’habitants desservi par la STEPs et F, le flux d’effluent brut arrivant a la
STEPs en 1/jour. Ce modele est calculé sur la base d’un taux moyen d’excrétion de I'EE2 égal a
26 %. Les résultats obtenus avec ce modele indiquent cependant qu’il sous-estime la réalité
(Johnson et al., 2000, Williams et al., 2003). Johnson et al. (2000) expliquent cette différence
par une sous-estimation du pourcentage en EE2 réellement excrété qui peut étre bien supérieur a
26 % puisqu’il peut atteindre une valeur maximale de 90 % (Johnson et al., 2000). Par ailleurs, le
modele ne comptabilise pas les femmes utilisant des moyens de contraception ou des
compléments hormonaux composés d’autres hormones de synthéses tels que le mestranol, la
norethisterone, I’acétate de norethisterone, la progestine et la lynestrenol (Larsson et al., 1999).
Ces hormones sont rapidement métabolisées en EE2 soit avant d’€étre excrétées, soit au cours de
leur transport dans les égouts. Elles seraient, de ce fait, responsable d’une partie du surplus de

EE2 détecté dans les effluents bruts (Ternes et al., 1999a).

L A. - 1. 2. 3. Epuration des eaux usées

L’EE2 arrive au niveau des STEPs sous une forme déconjuguée lors de son transport avec
les eaux usées (Temes et al., 1999a). Au Brésil, en Allemagne, en Italie et en France, la
concentration en EE2 présente dans les effluents bruts étudiés varierait du non détectable (n.d.) a

10 ng/l (Tableau 3 et annexe 5) (Ternes ez al., 1999b, Johnson et al., 2000, Lagana et al., 2004).

Tableau 3 : Concentration en EE2 (en ng/l) détectée dans divers effluents bruts et traités de
STEPs (63 STEPs) et dans plusieurs eaux de surface (41 points de prélévements), entre 1996 et
2002 (Routledge et al., 1998, Belfroid er al., 1999, Larsson et al., 1999, Ternes et al., 1999b,
Johnson et al., 2000, Fawell et al., 2001, Williams et al., 2003, Cargouét et al., 2004, Hemming
et al., 2004, Lagana et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a).

Composé Effluent brut Effluent traité % d’élimination  Eau de surface

Ethinylcestradiol nd.-10° n.d.-500* 34 ->98° nd. -4,3°

% valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; ° valeur minimale estimée — valeur maximale estimée
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L’absence de quantité de EE2 détectable dans certains effluents bruts domestiques pourraient
étre due au faible nombre de femmes prenant la pilule dans I’aire desservi par la STEP (Lagana
et al., 2004) et/ou 2 la dilution trés rapide de I’EE2 (Cargouét et al., 2004).

Les pourcentages de dégradation de 1'EE2 par les processus d’épuration varient de 34 %
a plus de 98 %. Par conséquent, comme pour les hormones naturelles, I’EE2 peut également étre,
en partie, éliminé par les processus d’épuration. Toutefois sa biodégradation par les
microorganismes semble plus difficile. En effet, Ternes et al. (1999a) montrent que seulement
20 % de EE2 ont disparu aprés 24 heures passés en batch en contact avec des boues activées,
alors que pour I’E2, plus de 95 % des molécules disparaissent aprés 1 a 3 heures (Ternes et al.,
1999a). Un rendement de 98 %, peut toutefois &tre atteint en augmentant les temps de rétention
hydraulique & 26 heures et le temps de contact avec les boues a 20 jours (Johnson et al., 2000).
Cependant, dans la pratique, le temps passé, dans les STEPs, (temps de rétention hydraulique +
temps de contact avec les boues) par les effluents bruts varie en moyenne entre 2 et 10 heures ce
qui conduit & un rendement d’épuration de 53 % environ (Exemple des STEPs parisiennes)
(Cargouét et al., 2004).

D’apres une autre €tude, réalisée aux USA en 2000, des taux de 500 ng/l en EE2 ont été
mesurés sur la période de mars-avril dans les effluents traités d’une STEP (Hemming et al.,
2004). Mais ce niveau de pollution semble exceptionnel et serait lié a I’augmentation de la
population féminine étudiante. En général, les valeurs retrouvées dans la majorité des effluents
traités sont comprises entre non détectable (n.d.) et 42 ng/ml (Annexe 5) (Routledge et al., 1998,
Belfroid ez al., 1999, Larsson et al., 1999, Ternes et al., 1999b, Johnson et al., 2000, Williams et
al., 2003, Cargouét et al., 2004, Lagana et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a).

L A. - 1. 2. 4. Situation dans environnement

Milieu naturel

Comme les hormones naturelles, I’EE2 présent dans les effluents traités est une source de
pollution locale au niveau du rejet des STEPs. Les résultats observés en France, le confirment
puisque les quantités mesurées en aval des 4 stations d’épuration desservant la région parisienne,
sont supérieures a celles mesurées en amont (Cargouét ef al., 2004). Les concentrations en EE2
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diminuent, ensuite, au fur et 2 mesure de 1’éloignement du rejet, du fait de la dilution des rejets,
des dégradations chimique et biologique, et de I’adsorption sur les sédiments.

La demi-vie physico-chimique de ’EE2 dans les écosystemes aquatiques est plus élevée
que celle de ’E1 et de I’E2 (4 2 6 jours et 2 4 3 jours, respectivement). De plus, le coefficient de
répartition de I’EE2 entre les sédiments et la colonne d’eau, est supérieur a celui des hormones
naturelles. Selon les conditions de débit, il varie entre 34 et 98 %, alors que pour I’E1l et I’E2, il
est compris, respectivement, entre 7-68 % et 12-78 % (Williams et al., 1999). L’EE2 s’adsorbe
donc plus facilement sur les sédiments, ou il est plus stable (physico-chimiquement). Par
conséquent, I’EE2 séjourne plus longtemps dans les eaux de surface (incluant les sédiments) que

les hormones naturelles.

Eaux de consommation

L’EE2 peut également &tre retrouvé dans les sites de prélevement d’eaux de boisson. Ainsi,
dans la région parisienne, les deux sites de pompage de la Seine et de I’Oise, sont pollués par de
I’EE2. Les concentrations retrouvées dans 1’eau y sont équivalentes & celles des trois hormones
naturelles (1,1 ng/l & Vigneux et 1,4 ng/l 3 Méry-sur-Oise) (Cargouét et al., 2004).

L’espece humaine pourrait donc étre contaminée par de I’EE2 via 1’eau de boisson.
Cependant d’apreés Webb er al. (2003), les quantités absorbées, comprises entre <1 et 2 ng/jour,
seraient négligeables par rapport 2 la production humaine endogene en stéroides, méme chez les
jeunes garcons pré-pubéres dont la production minimale en cestradiol est de 6 pg/jour (Webb et
al., 2003). Comme pour les hormones naturelles, la pollution des eaux de surface par I’EE2 ne

semble donc pas, pour I’instant, présenter de danger direct pour I’espeéce humaine.

Absorption par les poissons

Par contre, la pollution des eaux de surface (eau et sédiment) par I’EE2, peut poser des
problémes via les especes piscicoles. Tout d’abord, Lai et al. (2002) ont estimé que le facteur de
bioaccumulation de I’EE2 chez les poissons varierait entre 170 et 332, ce qui est plus de 10 fois
supérieur aux facteurs de bioaccumulation des hormones naturelles (E1 : 3,6-30, E2: 5,8-61,

E3: 1,8-13) (Lai et al., 2002). D’autre part, ’EE2 est trés difficilement métabolisé par les
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poissons comme le montre sa demi-vie qui est, en moyenne, de 3,54 jours (Lai et al., 2002).
Cette hormone devrait donc affecter les poissons sur de plus longues durées induisant un risque
plus €levé de contamination de 1’espéce humaine via la consommation de poissons par rapport a

celui par les hormones naturelles.

L. A. - 1. 3. Les phytcestrogénes et les mycceestrogénes

L A. -1 3. 1. Roles

Les phyteestrogenes et les myccestrogénes sont des composés stéroidiens, produits
respectivement par les plantes et les champignons.

La famille des phytestrogénes est constituée de quatre grands groupes de composés :
les lignanes (le secoisolariciresinol et le matairesinol), les coumestrans (le coumestrol), les
phytostérols (le B-sitostérol) et les flavonoides. Ces derniers sont eux-mémes composés de trois sous-
groupes : les isoflavones (la diadzéine et la génistéine), les flavones (le kaempferol) et les flavonones
(la naringenine). Ces substances sont présentes dans diverses graines de céréales (seigle, blé...),
fruits (pamplemousse, orange...), 1égumes (carottes, épinards, choux-fleurs, haricots, soja...), baies,
noix et noisettes, etc. (Bennetau-Pelissero et al., 1998, Mazur et al., 1998, Safe et Gaido, 1998,
Bennetau-Pelissero er al., 2001, Hutabarat, 2001, Albertazzi et Purdie, 2002, Zhang et al., 2002,
Bennetau-Pelissero et al., 2003, Grace et al., 2003, Ososki et Kennelly, 2003, Lagana et al., 2004).
Leur fonction principale est d’agir comme anti-oxydants (Albertazzi et Purdie, 2002).

Quant aux myccestrogénes, le plus connu est la zéaralénone. Ce composé est une toxine
macrocyclique produite par de nombreuses especes fongiques (Fusarium et Aspergillus) se

développant sur les céréales (Ososki et Kennelly, 2003, Lagana et al., 2004).

L A. - 1. 3. 2. Sources de pollution

Alimentation humaine

Les deux sources alimentaires en phyteestrogénes, destinées A 1’espece humaine, sont les

végétaux mais également les produits alimentaires enrichis en farines et/ou en protéines de soja,
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comme certains desserts (yaourts, laits chocolatés, ou desserts a la vanille, etc), quelques
fromages, sauces (de soja ou & la lécithine), ou encore certains laits en poudre pour bébé. La
consommation des végétaux apporte principalement quatre phytcestrogenes: les deux
isoflavones, la génistéine et la diadzéine, et les deux lignanes, le secoisolariciresinol et le
matairesinol. Le coumestrol a également €té retrouvé dans environ 50 % des 1égumes étudiés par
Mazur et al. (1998), mais a des quantités beaucoup plus faibles. Quant & I’enrichissement des
produits alimentaires en farines et/ou protéines en de soja, il serait responsable d’un apport
supplémentaire en génistéine et en diadz€ine (Hutabarat, 2001, Bennetau-Pelissero et al., 2003)
et dans une moindre mesure en lignanes (Mazur et al., 1998).

Les quantités ingérées par I’espéce humaine vont donc essentiellement dépendre du régime
alimentaire des populations concernées. Au Japon, pays ol la consommation en soja est la plus
importante, I’apport en isoflavone varierait entre 50 et 200 mg/jour (Albertazzi et Purdie, 2002).
En France, les quantités d’isoflavones consommées s’éleéveraient a environ 100 mg/jour pour un
adulte omnivore, et entre 15,7 et 34,3 mg/jour pour un bébé 4gé de 4 mois. Ces isoflavones
seraient, dans ce cas 13, plut6t apportées par des aliments enrichis en farines et/ou en protéines de
soja (Bennetau-Pelissero et al, 2003). Concernant les régimes végétariens, il semblerait,
paradoxalement, qu’ils apportent moins d’isoflavones (taux plasmatique de 89 ng/ml) qu’une
alimentation omnivore (144 ng/ml) ou a base de soja (233 ng/ml). Par ailleurs, les régimes
alimentaires, de type omnivore, lactovégétarien et macrobiotique sont également une source de
lignanes ; des taux urinaires en lignanes s’élevant a 23,9 nmol/jour, 4,64 nmol/jour et
2,32 nmol/jour, ont été mesurés chez des femmes suivant, respectivement, ces trois types de
régimes. Le taux tres élevé en lignane du régime macrobiotique est i€ & une alimentation plus riche
en germes de soja, en haricots verts ou en choux de Bruxelles. (Mazur et al., 1998).

D’autre part, de plus en plus de compléments alimentaires prescrits aux femmes
ménopausées, contiennent des phytcestrogénes, comme la génistéine et la diadzéine, pour pallier a
leur déficit hormonal. Ces aliments spécifiques apporteraient entre 2,4 et 98,2 mg/jour
d’isoflavones (Bennetau-Pelissero et al., 2003).

Les isoflavones ingérées subissent alors plusieurs transformations. Les isoflavones
inactivées (forme glycosilée pour la génistéine et la diadzéine) (Grace et al., 2003), peuvent étre

activées par clivage du groupement glycosile (Albertazzi et Purdie, 2002). Dans le foie, elles
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subissent une conjugaison avec des groupements B-glucuronides ou sulfates. Ces conjugués sont
ensuite €éliminés, via les urines. Quant aux deux lignanes (matairesinol et secoisolariciresinol) et
au myccestrogene (z€aralénone), leur métabolisation par la flore intestinale aboutit respectivement
a la production d’entérolactone, d’entérodiol, et de o-zéaralénol et de [-zéaralénol. Ces
substances sont par la suite également excrétées aprés conjugaison via les urines (Mazur et al.,
1998, Albertazzi et Purdie, 2002, Lagana et al., 2004). Ces produits de métabolisation sont alors

véhiculés jusqu’aux stations d’épuration pour étre, théoriquement, dégradés.

Alimentation animale

L’alimentation traditionnelle des animaux d’élevage, est la premiére source de
phyteestrogenes et de mycoestrogénes (Bennetau-Pelissero ez al., 2003). Dans quelques cas, leurs
apports sont augmentés pour pallier & des carences ou pour bénéficier de certains avantages
apportés par ces suppléments alimentaires. Par exemple, en pisciculture, le rendement de
croissance des poissons est amélioré par une alimentation enrichie en protéines de soja
(Bennetau-Pelissero et al., 1998, Latonnelle et al., 2002b, Bennetau-Pelissero et al., 2003). Dans
les élevages de bovins, la zéaralénone a également longtemps été utilisée comme promoteur de
croissance et réducteur de stress, ceci jusqu’a son interdiction par 1'Union Européenne en 1985
(Lagana er al., 2004).

Les myceestrogénes et les phyteestrogénes ingérés par les animaux, sont par la suite
€éliminés de I’organisme via les urines. Ils passent alors dans les sols suite & 1’épandage des

fumiers puis, apres lixiviation, dans les eaux de surface.

Sources industrielles

Une autre source de pollution par les hormones végétales et fongiques est industrielle. T1
a, par exemple, ét€ démontré que les effluents des usines de production des huiles végétales sont
riches en phytostérols, comme le Bsitostérol (Dias et al, 2002). Une autre étude réalisée par
Jackson et al. (2002), a également dévoilé qu’entre 4 et 31 % des isoflavones, utilisées dans la
préparation de produits alimentaires & base de soja, sont également éliminés dans les effluents
industriels. Ces isoflavones sont perdues au cours des différents processus de préparation
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(chauffage, broyage, etc.) (Jackson et al., 2002). L’étude de Dias et al. (2002), indique
également que le Asitostérol est présent dans les effluents d’autres industries non alimentaires
comme les industries productrices de papiers et certaines industries pharmaceutiques (le -
sitostérol de soja peut étre utilisé pour produire des corticostéroides) (Dias et al., 2002).

Ces effluents industriels sont ensuite, comme les effluents domestiques, véhiculés jusqu’a

des STEPS spécifiques ou des STEPS mixtes, c'est-a-dire traitant a la fois les deux types

d’effluents (Pawlowski et al., 2004a).

L A. - 1. 3. 3. Epuration des eaux usées

Les dosages réalisés sur des effluents bruts domestiques arrivant en STEPs, montrent la
présence de phytcestrogenes et de myccestrogénes (Tableau 4, annexe 6) (Tilton et al., 2002,
Lagana et al., 2004). Les traitements subis en station d’épuration induisent une métabolisation
des phytcestrogénes avec un rendement d’épuration qui varie environ entre 73 et 88 % (Lagana et
al., 2004). Selon les auteurs de cette étude, les phyteestrogenes présents dans ces effluents,
proviendraient des lavages des feuilles des végétaux au cours des phases d’irrigation ou de
précipitations abondantes. Par ailleurs, d’autres études ont démontré qu’une partie des
phyteestrogeénes ingérés par I’homme étaient éliminés via les urines. Par exemple, en Angleterre,
des doses en génistéine, en diadzéine, en entérolactone et en entérodiol variant de 0 a 784,
de 02 1332, de 0 2 63640 et de 0 a 2850 ng/ml ont été mesurées sur un échantillon de 234 urines

(Grace et al., 2003).

Tableau 4 : Concentrations en phyto- et en myccestrogénes (ng/l) présentes dans différents
effluents bruts et traités de STEPs (3 STEPs) et dans diverses eaux de surface (2 points de
prélevements) (2001-2002) (Tilton et al., 2002, Lagana et al., 2004).

Composés Effluent brut Effluent traité % d’élimination  Eau de surface
Phyteestrogéne 8-384° 3-90° 73 -88° 1-<50°
Myceestrogéne nd. -18° 3-30° 30-53° nd.—-<10°

2 yvaleur minimale détectée - valeur maximale détectée ; ° valeur minimale estimée — valeur maximale estimée

Concernant la métabolisation des myccestrogénes, elle semble difficile. En effet, un
rendement de seulement 53 % peut étre obtenu pour la zéaralénone et une rendement variant
respectivement entre 30 et 38 % pour ses deux métabolites, 1’ -zéaralénol et le -zéaralénol,
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(Lagana et al.,, 2004). Pour les auteurs de cette étude, 1’origine des myceestrogénes dans les
effluents bruts analysés, serait animale et proviendrait de leur utilisation en tant que promoteur
de croissance (Lagana et al., 2004) bien que ces mémes auteurs précisent que leur utilisation a
été interdite en Europe depuis 1985 et que les mesures présentées ont été réalisées en 2001
(Lagana et al., 2004). Une autre étude, réalisée en Allemagne, fait également état de la présence
d’ -zéaralénol dans les effluents de deux STEPS, traitant & la fois des effluents industriels et

domestiques, avec des concentrations comprises entre 20 et 30 ng/l (Pawlowski et al., 2004a).

L A. - 1. 3. 4. Situation dans ’environnement

Milieu naturel

Plus de 20 % environ des phyteestrogénes et des myccestrogeénes sont déversés dans les
écosystémes aquatiques, soit jusqu’a 83 ng/l de génistéine, 16 ng/l de diadzéine, 90 ng/l de -
sitostérol, 10 ng/l de zéaralénone, 30 ng/l de -zéaralénol et 5 ng/l d* -zéaralénol (Annexe 5).
Dans les eaux de surface, leur concentration tend & diminuer (Lagana et al., 2004, Pawlowski et
al., 2004a), stirement du fait des phénomenes de dilution, de biodégradation, de dégradation

physico-chimique ou d’adsorption sur les sédiments.

Absorption par les poissons

Depuis plusieurs années, le soja est utilisé en pisciculture comme complément
alimentaire (Bennetau-Pelissero et al., 1998, Latonnelle et al., 2002b, Bennetau-Pelissero et al.,
2003). A ce jour, aucune étude n’a montré que les phyteestrogénes, présents dans le soja, sont
bioccumulés dans les tissus des animaux. Cependant, I’apparition de perturbations
morphologiques chez des animaux consommant, régulierement, des phytcestrogénes, laissent
supposer qu’ils les bioaccumulent (Bennetau-Pelissero et al., 1998, Bennetau-Pelissero et al.,
2001, Latonnelle et al., 2002b, Bennetau-Pelissero et al., 2003). En effet, le développement de

ces anomalies implique que le toxique perdure dans 1I’organisme.
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L A. - 2. Les molécules d’origine industrielle

I. A. - 2. 1. Les alkylphénols

L A.-2 1. 1. Réles

Les alkylphénols polyéthoxylates (ApnEOs) et leurs monomeres, les alkylphénols (les
nonylphénols et les octylphénols) sont des substances anthropiques, trés largement utilisées, dans
divers secteurs industriels, depuis plus de quarante ans, comme par exemple (Bennie, 1999,
Heemken et al., 2001) :

¢ [es surfactants non-ioniques pour le prétraitement de la laine,

® Les agents mouillants et assouplissants dans la production de cuir et de papier,

¢ [es agents nettoyants dans les industries du métal,

¢ [es agents émulsifiants pour les pesticides et les peintures,

8 Les agents dispersants de certaines pulvérisations,

¢ Les agents plastifiants dans la production de plastique en PVC (Polychlorure de vinyle).

Depuis les années 1980, leur utilisation n’a fait que s’accroitre. En 1989, les productions
canadienne et américaine avaient atteint, respectivement, un seuil annuel de 5500 tonnes de
nonylphénols et de 180000 tonnes d’alkylphénols (Blackburn et Waldock, 1995, Maguire, 1999).
Quant 2 la consommation anglaise en nonylphénols, jusqu’en 1990, elle s’étalait entre 16000 et
19000 tonnes par an, parmi lesquelles 6500 tonnes auraient été déversées dans 1’environnement
aquatique (Bennie, 1999). En Allemagne, en 1995, la consommation en alkylphénols s’élevait a
20000 tonnes, dont 14000 tonnes étaient des nonylphénols, et les 6000 tonnes restantes étaient
composées entre autre d’octylphénols et de butylphénols. Dans ce pays, la majorité de la
production des nonylphénols (11500 tonnes) était utilisée pour produire des alkylphénols

polyéthoxylates, avec 1 a 40 unités éthoxylate (Heemken et al., 2001).

L A. - 2. 1. 2. Epuration des eaux usées

Pendant les processus de fabrication de différents produits industriels, les alkylphénols

polyéthoxylates et/ou les alkylphénols non utilisés sont éliminés dans les effluents bruts
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industriels. Par ailleurs, une quantité non négligeable de ces mémes composés serait éliminé dans
les effluents domestiques. Ces derniers proviendraient de 1’évacuation de plusieurs produits
ménagers dans les égouts (Lagana et al., 2004). Ces deux types d’effluents seraient alors
véhiculés par les eaux usées jusqu’aux STEPs pour étre traités.

Les concentrations présentes dans les effluents bruts peuvent atteindre des taux de
320 ng/l en 4-tert-octylphénol (4-OP) et 8768 ng/l en 4-nonylphénol (4-NP) (Blackburn et
Waldock, 1995, Larsson et al., 1999, Komer et al., 2000, Bolz et al., 2001, Heemken et al.,
2001, Inoue et al., 2002, Kashiwada et al., 2002, Todorov et al., 2002, Hemming et al., 2004,
Lagana et al., 2004). Les taux d’épuration du 4-NP varient entre 40 et 85 % (Korner et al., 2000,
Lagana et al., 2004). Quant au 4-OP, son rendement d’épuration est au mieux de 13 %, et, dans
certains cas, les concentrations retrouvées apres traitement peuvent étre supérieures a celles des

effluents bruts (Korner et al., 2000) (Tableau 5, annexe 7).

Tableau 5 : Contamination par les alkylphénols (ng/l) de différents effluents bruts et traités de
STEPs (37 STEPs) et de diverses eaux de surface (155 points de prélevements), entre 1994 et
2002 (Blackburn et Waldock, 1995, Larsson et al., 1999, Komer et al., 2000, Bolz et al., 2001,
Heemken et al., 2001, Inoue et al, 2002, Kashiwada et al, 2002, Todorov et al., 2002,
Hemming et al., 2004, Lagana et al., 2004).

Composés Effluent brut Effluent trait€é = % d’élimination  Eau de surface
2. NPs - <200 - 330000 ? - <30 - 180000 ?
4-NP 2130 - 8768 * 320 —-22800 % 40 —85° n.d. - 1466 *
2. NPnEO (n=122) - 83100 — 429000 ? - 0,8-289%
4-OP 180 —320° 280 - 3572 <13° nd. —189°
2 OPnEO n=122) - - - 0,4-84°

? valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; ° valeur minimale estimée — valeur maximale estimée

Ceci peut €tre expliqué par la métabolisation bactérienne des alkylphénols
polyéthoxylates présents dans les effluents bruts qui proviennent des industries métalliques,
agro-alimentaires, pharmaceutiques et de production de résines plastiques, desservis par les
STEPs concernées (Korner et al., 2000). En effet, la métabolisation de ces molécules complexes

entraine la production d’alkylphénols (OPs et/ou NPs) (Figure 2).

-34- Partie I. Analyse Bibliographique



O -(CH;-CH;-0 -)xH
R = CoH,3: groupement nonylphenol Q n : groupement éthoxylate
R

R = CgH,4: groupement octylphenol
APnEO

Q/ 0-(CH;-CH;-0 ), H
R

AP(n-1)EO
Anaérobie Aérobie
O/O-(CHz-CHz-O-)zH O/O-CH;-CH;-O-CH;-COOH
R R

AP2EO AP2EC

/O/O-CHZ-CHz-OH /Q/O-CHz-COOH
R R

AP1EO AP1EC

AnaéroN /©/OH /laérobie
R
AP

Figure 2 : Biodégradation des alkylphénols polyéthoxylates (APnEO) (Bennie, 1999, Maguire, 1999).

Les quantités importantes de 4-OP (ou de 4-NP) nouvellement formées peuvent alors masquer la
biodégradation des OPs et des NPs présents dans les effluents bruts. Ceci pourrait expliquer que,
dans les effluents traités de trois STEPs américaines, des molécules de nonylphénol mono- et
diéthoxylates (NP2EO, NP1EO) sont également détectées a des concentrations cumulées comprises
entre 83100 et 429000 ng/ml (Tableau 5, annexe 7) (Todorov et al., 2002).

Quelques études font également état de I’accumulation des alkylphénols dans les boues
activées (Komer et al., 2000, Bolz et al., 2001). Kémer et al. (2000) ont ainsi mesuré une
concentration en 4-NP égale a 30000 pg/kg de matiére seche. Par contre, dans I’étude de Bolz et
al. (2001), les concentrations en 4-NP détectées sont plus faibles et varient entre 2500 et
3700 pg/kg de matiere seche. Ces alkylphénols lorsqu’ils sont épandus avec les boues, peuvent

alors polluer les sols, puis les eaux souterraines et de surface.
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L A. - 2. 1. 3. Situation dans ’environnement

Milieu naturel

La pollution des eaux de surface par les alkylphénols mono ou diéthoxylates et par les
alkylphénols, est essentiellement due au déversement des effluents traités provenant des STEPs
(Bolz et al., 2001). Quand ces polluants se retrouvent dans I’eau, ils se partagent entre la colonne
d’eau et les sédiments. Ainsi, dans les rivieres anglaises Aire et Calder, il a été estimé que 30
40 % des octylphénols peuvent s’adsorber sur le sédiment en suspension (Johnson et al., 1998).
De méme, dans plusieurs fleuves et rivieres d’ Allemagne, des concentrations en alkylphénols et
alkylphénols mono ou diéthoxylates, adsorbées sur les sédiments, comprises respectivement
entre 17-1378 pg/kg et 30-1797 ug/kg de matiere séche ont été mesurées (Bolz et al., 2001,
Heemken er al., 2001).

Les concentrations solubles mesurées dans les fleuves et les rivieres varieraient, entre non
détectable (n.d.) et 1466 ng/l et n.d. et 189 ng/l, pour le 4-NP et le 4-OP, respectivement
(Tableau 5, annexe 7). Mais d’aprés I’étude de Blackburn er al. (1995), ces quantités ne
correspondent qu’a la partie immergée de 1’iceberg. En effet, dans cette étude, des taux de
180000 ng/l en NPs, tous isomeres confondus, solubles et adsorbés sur des particules en
suspension, ont pu &tre mesurés (Blackburn et Waldock, 1995).

Ces pollutions de I’eau et des sédiments seraient responsables de la pollution de plusieurs
estuaires. Ainsi, en Allemagne, 1’estuaire du fleuve Elbe et une partie de la cote de la mer du
Nord ou se déverse ce fleuve, sont pollués par du 4-OP (16 ng/l), du 4-NP (63 ng/l), et des
alkylphénols mono ou diéthoxylates (63 et 21 ng/l). Sept estuaires anglais présentent également
une pollution par des NPs (solubles ou adsorbés) avec des concentrations pouvant atteindre
320 ng/ml (Blackburn et Waldock, 1995). Ceci est possible car la demi-vie des alkylphénols
dans les écosystémes aquatiques est trés longue : environ 10 jours pour les octylphénols

(Johnson et al., 1998).
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Eaux de consommation

Concernant les eaux de boisson, une étude effectuée sur 4 eaux minérales japonaises, a
démontré la présence de 4-NP et de 4-OP dans trois d’entre-elles, a des concentrations moyennes
de 40 ng/l et 50 ng/l, respectivement (Inoue et al., 2002). Or, d’aprés Lee et al. (2004), un
traitement au chlore, comme celui effectué pendant les processus de potabilisation de 1’eau,
suffirait 2 éliminer 220 ug/l de 4-NP (Lee et al., 2004). Les rivieres japonaises contenant
1000 fois moins de 4-NP (Kashiwada et al, 2002), les eaux de boissons n’auraient,
théoriquement, pas dii &tre contaminées. Ce paradoxe peut provoquer une certaine inquiétude
vis-a-vis de pays tels que 1’ Angleterre, 1’ Allemagne et I’Italie, ou les concentrations en 4-NP
dans les eaux de surface peuvent étre plus élevées que celles mesurées au Japon (Annexe 7)

(Blackburn et Waldock, 1995, Bolz et al., 2001, Lagana et al., 2004).

Absorption par les poissons

Les alkylphénols présents dans les eaux de surface, sous forme soluble ou adsorbée sur
les sédiments, peuvent &tre ingérés par les poissons. Une partie de ces toxiques va alors
s’accumuler dans les tissus. Ainsi, des poissons exposés a 5,36 pg/l de 4-NP, pendant 28 a
31 jours, concentrent dans leurs tissus, environ 3,8 pg/g de cette molécule ce qui correspond a un
facteur de bioconcentration (BCF) de 550 (Villeneuve et al., 2002). Cette concentration est
supérieure a celle des hormones stéroidiennes, E1 (3,6-30), E2, (5,8-61) et E3 (1,8-13), et
également a celle de 1’hormone de synthese EE2 (170-332) (Lai et al., 2002).

Les alkylphénols s’accumulent principalement dans les muscles et le foie. Pedersen et al.
(2003) montrent ainsi que 0,33 mg et 0,14 mg de OPs peuvent se fixer respectivement dans les
muscles et le foie de truites arc-en-ciel, considérant que les muscles représentent environ 67 %
de la masse totale des animaux contre 3 % pour le foie, le facteur de bioconcentration du foie
semble supérieur a celui des muscles. Cependant, les quantités bioaccumulées sont trés faibles
par rapport aux quantités ingérées, a savoir 150 mg. Une grande proportion des OPs ingérés est
donc éliminée via les selles ou les urines. Ces toxiques peuvent alors &tre & nouveau libérés dans
les eaux: 16 % de la quantité ingérée par les poissons a en effet été retrouvée dans I’eau

(Pedersen et al., 2003).
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L A. -2.2. Lebisphénol A

L A.-2. 2. 1. Sources de pollution

Sources industrielles

Le bisphénol A (BPA) est un composé aromatique bicyclique qui entre dans la production
des polycarbonates, des résines époxy et résines polyester styréne. Ces polymeres et ces résines
sont utilisés dans la fabrication d’amalgames dentaires, de vernis pour le traitement de surface
des boites de conserve et comme agents retardant des produits inflammables ou explosifs (Safe
et Gaido, 1998, Lindholst et al., 2000, Lagana er al., 2004). En 1993, la production annuelle
mondiale en BPA, était de 640000 tonnes parmi lesquelles, environ 109 tonnes furent déversées
dans I’environnement : 3,5 x 107 % dans I’air, 24 % dans les sols et 75 % dans 1’eau (43 % dans
la colonne d’eau et 32 % dans le sédiment) (Lindholst et al., 2000). Cette production ne cessa
d’augmenter par la suite. En 1995, I’ Allemagne produisait déja 2 elle seule, 210000 tonnes et
quant a 'union européenne, elle était responsable de 30 % de la production mondiale (Fromme
et al., 2002). La contamination de ’environnement se fait pendant les processus de fabrication

industrielle, mais le BPA peut également étre libéré par le produit fini (Fromme et al., 2002).

Source humaine

Le BPA présent dans les résines ou les amalgames utilisés en odontologie peut étre libéré
dans la salive. Il est alors absorbé au niveau des intestins et passe dans le sang. Aprés une étape
de conjugaison avec I’acide glucuronique dans le foie, le BPA est, finalement, rejeté dans les

urines a des concentrations comprises entre 220 4 450 pg/ml (Kawaguchi et al., 2004).

L A. - 2. 2. 2. Epuration des eaux usées

Le BPA excrété par I’organisme humain (essentiellement le BPA d’origine industrielle)
est évacué vers les STEPs ot il est métabolisé. Les quantités arrivant dans ces STEPs dépendent
de I’origine du BPA. Ainsi, lorsque les STEPs regoivent uniquement des effluents bruts d’origine

domestique, la charge en BPA est beaucoup moins élevée que si les STEPs recoivent
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simultanément des effluents industriels. Ceci explique la différence de concentration en BPA
observée entre les STEPs mixtes allemandes (542-3010 ng/l, 40 % industrielle) et domestiques
italiennes (332-339 ng/l), étudiées respectivement par Komer et al. (2000) et Lagani et al.

(2004) (Annexe 8).

Tableau 6 : Contamination par le bisphénol A (ng/l) de différents effluents bruts et traités de
STEPs (59 STEPs) et de diverses eaux de surface (260 points de prélevements), entre 1997 et 2003
(Larsson et al., 1999, Komer et al., 2000, Bolz et al., 2001, Heemken et al., 2001, Fromme et al.,
2002, Kashiwada et al., 2002, Hemming et al., 2004, Kawaguchi et al., 2004, Lagana et al., 2004).

Composé Effluent brut Effluent traité % d’élimination  Eau de surface

BPA 332-3010° nd.-702*° 85-91° nd.-410*

2 yaleur minimale détectée - valeur maximale détectée ; ° valeur minimale estimée — valeur maximale estimée

Les rendements d’épuration du BPA peuvent atteindre un maximum de 91 % (Tableau 6)
(Korner et al., 2000, Lagana et al., 2004). Ces rendements résultent d’une métabolisation du BPA
(Korner et al., 2000), et/ou du piégeage de celui-ci par les boues activées (Bolz et al., 2001,
Fromme et al., 2002). Boltz et al. (2001) et Fromme ez al. (2002) ont mesuré des taux de BPA,
piégés dans les boues activées de plusieurs STEPs, variant entre n.d. et 3675 ug/kg et 4 et
1363 ug/kg (de matiere séche), respectivement. L’adsorption du BPA dans les boues activées est
due 2 son caractére lipophile (log Kow=3,4) qui est inférieur & celui des nonylphénols (log Kow > 4).
Par conséquent, la différence d’épuration entre le BPA et les NPs (85-91 %, et 40-85 %), observée
par Bolz et al. (2001) et Lagana et al. (2004), ne semble pas due a une plus grande adsorption du

BPA dans les boues mais au contraire a une meilleure biodégradation du BPA par rapport aux NPs.

L A. - 2. 2. 3. Situation dans ’environnement

Milieu naturel

Plusieurs études, réalisées dans différents pays, montrent que la pollution des eaux de
surface par le BPA est trés largement répandue (Tableau 6). Ainsi, sur 261 prélevements réalisés
en automne 1998 sur 109 fleuves et rivieres du Japon, 109 étaient contaminés par du BPA
(Kashiwada et al., 2002) alors que seulement 52 étaient contaminés par des NPs. Par contre, la

pollution au BPA est beaucoup moins répandue que la pollution par les hormones stéroidiennes
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(222/256). D’autres part, en terme de concentration retrouvée, le niveau de contamination des
eaux de surface au BPA (58 ng/l) est supérieur & celui des hormones (1,8 ng/l) et inférieur 2 celui
des NPs (150 ng/l) (Kashiwada et al., 2002). Cette différence entre le BPA et les NPs semble
€tre assez générale puisqu’elle a également été observée dans une autre étude, réalisée en
Allemagne (Bolz et al., 2001). Enfin, le BPA possédant un plus faible pouvoir lipophile que les
NPs, les quantités adsorbées sur le sédiment sont beaucoup plus faibles (taux maximum de
190 pg/kg pour le BPA et 259 pg/kg de matiére séche pour les NPs) (Bolz et al., 2001, Fromme
et al., 2002)

Les demi-vies, chimique ou microbiologique, assez longue du BPA (respectivement
28 jours et 2,5-4 jours) facilitent sa dispersion dans les eaux de surface, ce qui explique, par
exemple, la contamination de la mer du nord, & I’embouchure du Fleuve allemand Elbe, qui peut
atteindre des taux de 20 ng/l, alors que celui-ci ne regoit aucune pollution directe par des rejets

de STEPs (Annexe 7) (Heemken et al., 2001).

Eaux de consommation

Une étude réalisée en laboratoire sur I'effet des traitements au chlore, comme ceux
effectués pendant les processus de potabilisation de I’eau, semble indiquer qu’un traitement de
10 min suffirait a2 éliminer une concentration d’environ 2,282 mg/l de BPA (Lee et al., 2004).
Cette concentration étant plus d’un million de fois supérieure a celle détectée dans les eaux de
surface actuellement étudiées (Tableau 6), la contamination de ’'Homme par ’eau de boisson
semble impossible. Pourtant, au Japon, du BPA a été détecté dans des eaux de boisson i des
concentrations de 80 ng/l (Inoue et al., 2002). Les traitements de potabilisation 4 grande échelle

pourraient donc étre peu efficaces.

Absorption par les poissons

Le bisphénol A, présent dans 1’eau ou bien adsorbé sur les sédiments, peut étre ingéré par
les poissons. Dans leur organisme, comme chez I’Homme, il est absorbé au niveau intestinal puis
passe dans le sang. Sa demi-vie a alors été estimée a 3,75 h. Ensuite, le BPA peut étre véhiculé

jusqu’au foie ou il peut subir une conjugaison avec de 1’acide glucuronique (Larsson ef al., 1999,
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Lindholst et al., 2000, Lindholst et al., 2001) avant d’étre a nouveau libéré dans le sang (226 h
apres I’exposition) (Lindholst et al., 2001). Il peut aussi se bioaccumuler. Ainsi, des animaux
exposés a des concentrations variant entre 10 et 500 ug/l de BPA, bioaccumulent jusqu’a 4,36
ug/g (de poisson) de cette substance (Lindholst et al., 2000).

Le BPA peut également étre véhiculé vers les muscles ol il peut aussi se bioaccumuler
bien qu’a des concentrations plus faibles (0,83 pg/g de poisson) (Lindholst ez al., 2000). En fait,
il semblerait que la bioaccumulation dans les muscles n’intervienne qu’apres la saturation du
foie. De plus, le BPA stocké dans les muscles ne serait pas biodisponible, seul le BPA présent
dans le foie induirait alors des effets cestrogéniques (Lindholst ez al., 2000).

Par ailleurs, les facteurs de bioconcentration (BCF) du BPA dans le foie et les muscles de
diverses especes de poissons (8,7-38,4 et 1,7-3,6, respectivement) (Lindholst et al., 2000) sont
du méme ordre de grandeur que ceux évalués pour les hormones stéroidiennes E1 (3,6-30), E2,
(5,8-61) et E3 (1,8-13) et tres inférieurs a ceux trouvés pour le 4-NP (550) (Villeneuve et al.,

2002) et I’hormone de synthése EE2 (170-332) (Lai et al., 2002).

I. A. - 2. 3. Les phtalates

I A. - 2. 3. 1. Sources de pollution

Sources industrielles

Les esters de phtalates (PAEs) sont des composés anthropiques utilisés dans la production
de différentes matieres premieres telles que les résines de polychlorure de vinyle (PVC), de
polyacétate de vinyle, de cellulose, d’époxy et de polyuréthane. Ces plastiques entrent dans la
fabrication de plusieurs produits finis utilisés dans la construction, dans les industries de
1’automobile, de 1’électroménager, du vétement, des jouets, des emballages et pour la fabrication
de machines 2 usage médical. Les PAEs entrent également dans la production de : cosmétiques,
encres, peintures, pesticides et insecticides (Vitali et al., 1997, Wang et al., 1997, Hewitt et
Servos, 2001, Gavala et al., 2003, Adhoum et Monser, 2004, Silva et al., 2004).

Les PAEs les plus répandus sont le dimétyl- (DMP), le diéthyl- (DEP), le di-iso-propyl-
(DiPP), le dipropyl- (DPP), le di-iso-butyl- (DiBP), le di-n- butyl- (DBP), le n-butyl benzyl-
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(BBP), le di-2-éthylhexyl- (DEHP) et le di-n-octylphtalate. En 1975, la production mondiale
annuelle variait entre 1,4-1,8 tonnes. Depuis, leur production ne cesse d’augmenter. Ainsi en
1987, elle était déja de 5 tonnes dont 4 tonnes de DEHP (Vitali et al., 1997).

Une certaine proportion de ces phtalates peut étre déversée dans 1’environnement, ceci A
chaque échelon des processus industriels ol ils interviennent. Par exemple, dans le cas des
industries plastiques et produits dérivés, les PAEs peuvent étre libérés lors des phases de
production (en particulier au cours du chauffage des matieres premigres), lors de leur utilisation
dans la fabrication des produits finis (fenétre, porte, et diverses tuyauteries) mais également lors
de T'utilisation de ces produits (libération dans le liquide circulant par exemple) (Vitali ez al.,
1997, Marttinen et al., 2003). Les PAEs sont alors, pour la majorité, évacués vers des STEPs

(Vitali et al., 1997).

Source humaine

La contamination de I’espéce humaine par les PAEs, existe (Silva et al., 2003, Calafat et
al., 2004). Les voies de contamination sont multiples : ingestion, inhalation, absorption 2 travers
le derme, ou bien par voie intraveineuse ou parentérale chez les patients suivant des traitements
médicaux impliquant du matériel fabriqué avec des esters de phtalates (Wahl et al., 1999, Calafat
et al., 2004). Chez I’espéce humaine, les esters de PAEs sont rapidement métabolisés en
monoesters qui, a leur tour, peuvent étre métabolisés en oxydes. Les monoesters et les oxydes
obtenus subissent alors une glucuronisation. Les conjugués obtenus sont ensuite excrétés dans les
urines ou les selles (Silva et al., 2003, Silva er al., 2004). Les mesures réalisées par Silva et al.
(2004), montrent la présence de plusieurs monoester de phtalates tel que le monométhyl phtalate
(57-179 ng/ml), le monocyclohexyl phtalate (38-201 ng/ml) et le monocyclopentyl phtalate (39-
88 ng/ml), et deux oxydes, le mono-(2-ethyl-5-oxohexyl) phtalate (25-125 ng/ml) et le mono-(2-
ethyl-5-hydroxyhexyl) phtalate (11-47 ng/ml) dans plusieurs échantillons urinaires provenant de
donneurs volontaires, indemnes de toutes pollutions avec des phtalates (Silva et al., 2004).

Les substances éliminées dans les urines sont alors évacuées vers les STEPs (Vitali ez al.,

1997).
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L A. - 2. 3. 2. Epuration des eaux usées

Dans les STEPs, le rendement d’élimination des PAEs semble tres élevé. Dans le cas du
DEHP, un rendement d’élimination de 97 % a été mesuré dans une STEP finlandaise (Marttinen
et al., 2003). Mais cette valeur ne correspond cependant pas a 97 % de biodégradation. En fait,
seulement 14 % sont réellement biodégradés. Les 68 % restant sont adsorbés par les boues
activées (Marttinen et al.,, 2003). Ainsi, en Allemagne, les boues activées de 35 stations
d’épuration différentes présentaient des taux en DEHP et en DBP compris entre 27,9-154 mg/kg
et entre 0,2-1,7 mg/kg respectivement (Fromme et al., 2002). Les PAEs peuvent persister dans
ces boues, leur temps de persistance étant d’autant plus long que leurs chaines latérales sont
longues (Gavala et al., 2003). Cette contamination des boues activées crée alors un risque de
pollution des sols et des nappes phréatiques (par lixiviation des sols), lorsque les boues sont
épandues (Schnaak. ef al., 1997, Gavala et al., 2003).

C’est pourquoi, depuis quelques années, plusieurs équipes de recherche tentent de trouver
de nouveaux mélanges bactériens pour accélérer la biodégradation de ces polluants dans les
boues : en conditions aérobies et acclimatées, ou en conditions anaérobies. Dans les deux cas, le
DBP peut étre trés rapidement biodégradé (demi-vies inférieures a 2 jours et 5,1 jours,
respectivement). Le DEP est aussi assez rapidement biodégradé en condition anaérobie, avec une
demi-vie de 8,6 jours. Par contre, le DEHP n’est que tres difficilement biodégradé en condition
anaérobie. Sa demi-vie a été estimée, en laboratoire, a2 198 jours (Gavala et al., 2003). Ce résultat
est confirmé en STEP, puisqu’au bout de 19 jours de traitement anaérobie, seuls 32% du DEHP
présent ont été réellement biodégradés (Marttinen et al., 2003). Toutefois, I’avantage de ces
nouveaux mélanges bactériens est qu’apres I’épandage des boues dans les sols, la biodégradation
peut continuer voire méme étre plus rapide que dans les boues. Ainsi, la demi-vie du DOP dans
les sols (chaine latérale plus longue que le DEHP) ne serait plus que de 28,4 jours (Wang et al.,

2004).
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I A. - 2. 3. 3. Situation dans Uenvironnement

Milieu naturel

Les PAEs présents dans les différents effluents traités en STEPs (domestiques et/ou
industriels) et ceux présents dans les pesticides peuvent polluer les écosyst®mes aquatiques
(Vitali et al., 1997). La persistance des PAEs dans ces écosyst¢mes dépend des processus de
dégradation physico-chimique et biotique. En fait, les processus de dégradation physico-
chimique sont insuffisants pour permettre une autoépuration de I’environnement : la demi-vie
physico-chimique des PAEs est de I’ordre de plusieurs années. Quant aux processus de
biodégradation bactérienne ou par d’autres especes aquatiques, leur efficacité reste variable mais
ils permettent de diminuer la demi-vie des PAEs dans 1’eau douce qui atteint finalement des
valeurs comprises entre 1 et 30 jours selon la température, la longueur et les ramifications des
chaines latérales (Vitali et al., 1997).

Les caractéristiques physico-chimiques des PAEs font qu’ils ont tendance & s’adsorber
sur les particules en suspension dans I’eau et sur les sédiments (Vitali et al., 1997). Une étude
italienne réalisée sur le fleuve Ebre, montre que tous les phtalates peuvent étre retrouvés dans les
sédiments a des concentrations pouvant atteindre 487,3 pug/kg pour le DEHP (Annexe 9) (Calafat
et al., 2004). Cependant, les valeurs mesurées dans les sédiments peuvent étre encore plus
€levées. Dans une autre étude, réalisée sur 35 échantillons de sédiments provenant de plusieurs
fleuves et rivieres allemandes, des concentrations en DBP et en DEHP de 2,2 et 8,4 mg/kg ont

été ainsi mesurées (Tableau 7, Annexe 9) (Fromme et al., 2002).

Tableau 7 : Contamination par les phtalates (ng/l) de différents effluents bruts et traités de STEPs
(48 STEPs) ainsi que de diverses eaux de surface (121 points de prélévement) et sédiments
(10 points de prélevement ; en pg/kg), entre 1994 et 2002 (Vitali et al., 1997, Fromme et al.,
2002, Brossa et al., 2003, Marttinen et al., 2003, Calafat et al., 2004, Hemming et al., 2004).

Composés  Effluent brut  Effluent traité % Eau de surface Sédiment

Phtalates 209200°  n.d.— 182000 97 ° nd.—97800° n.d —8444°

% valeur mesurée ; ° valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; € valeur estimée.

Toutefois, I’eau des fleuves et des rivieres peut aussi étre polluée par des PAEs, et dans

ce cas des concentrations trés élevées ont également été détectées : 44300 ng/l pour le DBP et
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97800 ng/l pour le DEHP (Tableau 7, Annexe 9) (Vitali et al., 1997, Fromme et al., 2002, Brossa
et al., 2003). Quant aux écosysttmes marins, ils peuvent également &tre touchés par cette
pollution. Dans certains cas, la pollution marine peut méme étre supérieure a la pollution des
eaux douces. C’est, par exemple, le cas présenté dans I’étude de Brossa et al. (2003) ou I’eau de
mer contient deux fois plus de DBP et quatre fois plus de DEHP. De plus, un autre phtalate peut
étre détecté dans 1’eau de mer, le BBP (150 ng/l). Ce dernier semble &tre plutdt d’origine
agricole car il est uniquement détecté dans les eaux d’irrigation au contraire des deux autres
PAEs qui sont présents, 2 la fois, dans les effluents traités et dans les eaux d’irrigation (Brossa et
al., 2003). Par conséquent si, dans ce cas, ’eau de mer est plus polluée, c’est parce qu’elle regoit,
a 1a fois, les eaux polluées du fleuve par les effluents de STEPs et les eaux d’irrigation (Brossa et

al., 2003).

Eaux de consommation

Dans I’eau du robinet prélevée dans le sud de la Catalogne, en Espagne, la présence de
deux PAEs a été détectée, a des concentrations de 1340 ng/l pour le DBP et 4260 ng/l pour le
DEHP. Ces concentrations sont environ deux fois supérieures a celles de la riviere qui traverse
cette région. Par contre, elles sont a peu prés équivalentes a celles de I'effluent traité de la STEP
qui dessert une partie de cette région. Par ailleurs, les eaux d’irrigation semblent également &tre
une source de pollution puisqu’on y trouve également des taux élevés de ces polluants

(DBP : 3570 ng/l, DEHP : 5210 ng/l) (Brossa et al., 2003).

Absorption par les poissons

En théorie, du fait de leur lipophilicité, les PAEs ingérés par les poissons devraient
s’accumuler facilement dans les tissus. Plusieurs études ont été réalisées pour évaluer leurs effets
cestrogéniques sur ces animaux, mais aucune ne présente de résultats sur leur bioaccumulation dans
les organes ou les tissus de poisson (Giam et al., 1998, Kim et al., 2002). Cependant, le fait qu’ils
induisent des changements physiologiques indique qu’ils sont véhiculés et qu’ils pénétrent dans les

organes ol ont lieu ces changements.
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LA .-2.4. Les PCBs

L A. -2. 4. 1. Sources de pollution

Les PCBs regroupent I’ensemble des biphényles chlorés dont la formule brut est la
suivante : C2H;onCly. Compte tenu, des différents niveaux de substitution et des différents
isomeres de position, 209 congénéres et 10 isomeres sont théoriquement possibles. Cependant,
I’encombrement stérique des différents groupements fonctionnels permet la formation de
seulement 182 d’entre eux. Les PCBs présents sur le marché, correspondent 2 des mélanges
complexes pouvant contenir 40 & 60 congéneres différents. De plus, malgré différentes étapes de
purification, les produits finis peuvent également contenir d’autres substances polychlorées
toxiques, comme les polychlorodibenzofurannes (PCDFs), les polychlorodibenzodioxines
(PCDD), les polychloroquaterphényles (PCQ) et les polychloronaphtalénes (PCN) (Mhiri et
Tandeau de Marsac, 1997).

Synthétisés pour la premiere fois en 1881, la production industrielle des PCBs débute
réellement en 1929, aux USA. Ils sont utilisés, entre autres, comme :

¢ fluides diélectriques (isolants) dans les transformateurs, les condensateurs de puissance,
pour I’électroménager ou 1’éclairage,

¢ fluides caloporteurs dans certaines installations thermiques,

¢ fluides hydrauliques et lubrifiants,

¢ additifs dans les formulations d’insecticides et de bactéricides,

® agents plastifiants et/ou adhésifs pour les peintures, colles, encres, plastiques, etc (Mhiri

et Tandeau de Marsac, 1997).

La majorité de ces composés est synthétisée par 10 pays, parmi lesquels les USA,
I'’Allemagne, I'ltalie, 1’'Espagne, 1’ Angleterre, le Japon et la France. Cette production a été
estimée a 1,1-1,5 millions de tonnes depuis 1929. En France, les PCBs ont été tres utilisés
pendant les années 50-70. De 1955 a 1984, la production frangaise avoisinait 115000 tonnes.
Depuis 1975, I'utilisation des PCBs comme additifs, a été interdite en France et, depuis 1987,
leur vente et leur acquisition, ou la commercialisation d’appareils contenant plus de 100 mg/kg

de PCBs, ont €t prohibées. En 1992, le taux limite de PCBs toléré dans les produits électriques a
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été ramené 3 50 mg/kg. Enfin, une directive européenne prévoit I'interdiction totale des PCBs
d’ici 2010 (Mhiri et Tandeau de Marsac, 1997).

La pollution de I’environnement par les PCBs, peut se faire lors de leur synthese ou lors
de la fabrication des produits finis. Ces substances étant des produits trés volatiles, leur entrée

dans I’environnement se ferait plutdt par voie aérienne (Font et al., 1996, Falandysz et al., 2004).

L A. - 2. 4. 2. Epuration des eaux usées

Lors de leur synthése ou de leur utilisation, certains PCBs sont évacués vers les STEPs.
Des concentrations variant de quelques nanogrammes par litre jusqu’a 3200 ng/l ont ainsi été
détectées dans certains effluents traités d’origine industrielle en Suisse, en Espagne et aux USA
(Tableau 8, annexe 10) (Font et al., 1996).

Du fait de leur structure chimique complexe, ces polluants ne sont pas dégradés par les
processus traditionnels d’épuration de I’ean (Wang et al., 2003) et sont généralement soit
évacués avec les effluents traités et déversés dans les écosystemes aquatiques (Wang et al.,
2003), soit piégés par les boues activées (Brambilla et al., 2004). Dans ce cas, les PCBs vont tout
d’abord contaminer les sols lors de 1’épandage des boues puis, au cours de la lixiviation de ces

sols, ils vont contaminer 2 leur tour les eaux souterraines et de surface (Brambilla et al., 2004).

Tableau 8 : Contamination par les PCBs de différents effluents de STEPs et de diverses eaux de
surface en ng/l entre 1980 et 1992, dans 8 pays différents d’Europe et d’ Amérique (Font et al.,
1996).

Composés Effluent de STEP Fleuve / riviere Estuaire / océan Mer
Isomere de PCB - 0,06 - 164 ° - 0,08 -0,79°
2. PCBs 500 —3200* g-222° 0,07-0,6° 1,3-4,6%
Aroclore 3,4-1547° <1-620° - -

2 valeur minimale détectée - valeur maximale détectée
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L A. - 2. 4. 3. Situation dans ’environnement

Milieu naturel

Le dosage des PCBs dans des milieux polaires est difficile A réaliser du fait des
caractéristiques trés hydrophobes de ces substances, des propriétés chimiques différentes entre
isomere et de leurs faibles concentrations dans les milieux polaires (Font et al., 1996, Verweij et
al., 2004). Ces dosages impliquent souvent une phase d’extraction et/ou de concentration
(Contreras Lopez, 2003, Wang et al., 2003). Les analyses réalisées dans différents pays, comme
I’ Allemagne, les Pays-Bas, le Canada, le Japon, la Belgique, la Croatie et I’Espagne, ont ainsi
permis de montrer que les PCBs sont toujours présents, quelque soit le type d’eaux de surfaces :
fleuves et rivieres, estuaires, océans et mers (Tableau 8, annexe 10) (Font et al., 1996).

Cependant, la majorité des PCBs s’adsorbe sur les sédiments (Verweij et al., 2004).
Différentes études réalisées aux USA, aux Pays-Bas, montrent des taux élevés de PCBs avec des
concentrations comprises entre 116 et 304 ng/g de matiere séche (Sapozhnikova et al., 2004),
et “ <37 et 1100 ng/g (Verweij et al., 2004), respectivement. Ces sédiments servent de réservoir
a PCBs et leur déplacement dans les cours d’eau permet leur transport bien au-dela des estuaires
(Font et al., 1996). Par ailleurs, les PCBs ont une longue durée de vie dans les écosystemes

aquatiques (stabilité chimique importante, trés faible biodégradabilité) (Smith et Gangolli, 2002).

Eaux de consommation

Dans 'eau de boisson de divers pays d’Europe, la concentration en PCBs peut s’élever a
0,5 ug/l pour la somme de tous les isomeres et jusqu’'a 0,1 pg/l pour certains isomeres
spécifiques (Font et al., 1996), valeur proche de la limite maximale autorisée dans les eaux de
boisson établie par I'Union Européenne qui est comprise entre 0,1-0,2 pg/l. C’est pour cette
raison que plusieurs équipes de recherche tentent de trouver des moyens pour diminuer la
pollution des écosystemes aquatiques par les PCBs. La méthode de dépollution la plus largement
répandue est la méthode thermique (Mhiri et Tandeau de Marsac, 1997). D’autres méthodes,

dégradation bactérienne (Mhiri et Tandeau de Marsac, 1997) ou irradiation, (Curry et Mincher,
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1999) ont été développées ou sont en cours de développement pour dépolluer les sols, les

effluents de STEPs et les sédiments.

Absorption par les poissons

L’absorption des PCBs par les poissons se fait plutdt par ingestion des sédiments en
suspension, et/ou via 1’alimentation, selon I’espéce de poisson. Ainsi, il semblerait que la
contamination des gobies (Acanthogobius flavimanus) et des soles anglaises (Pleuronectes
vetulus) se fasse plutot via I’ingestion de sédiments (Voorspoels ef al., 2004) alors que pour les
carpes (Cyprinus carpio), elle serait plut6t due a leur alimentation (Verweij et al., 2004).

Les PCBs absorbés peuvent s’accumuler dans 1’organisme du poisson (Tableau 9 ;
Annexe 11) : dans les muscles (Bordajandi et al., 2003, Falandysz et al., 2004, Sapozhnikova et
al., 2004, Verweij et al., 2004), dans le foie (Mormede et Davies, 2003, Sapozhnikova et al.,
2004, Voorspoels et al., 2004) mais également dans les gonades (Sapozhnikova et al., 2004) et
dans les branchies (Sapozhnikova et al., 2004). D’apres 1’étude de Sapozhnikova et al. (2004),
I’échelle de bioaccumulation des PCBs chez les Tilapias (Sarotherodon melanotheron) est la
suivante : Foie > gonades > branchies > muscles (Sapozhnikova et al., 2004). Cette différence
est corrélée avec la composition lipidique de ces organes. En effet, les PCBs étant des composés
trés lipophiles, ils se stockent principalement dans les graisses. La différence de masse graisseuse
peut également expliquer que les anguilles (Anguilla anguilla) bioaccumulent plus de PCBs que
les truites communes (Salmo trutta), les perches (Perca fluviatilis), les gardons (Rutilus rutilus)

et les vandoises (Leusiscus leusiscus) (Bordajandi er al., 2003, Yamaguchi et al., 2003).

Tableau 9 : Bioaccumulation des PCBs et PCDD/Fs chez les poissons (16 especes) (Bordajandi
et al., 2003, Mormede et Davies, 2003, Yamaguchi et al., 2003, Falandysz et al., 2004, Verweij
et al., 2004, Voorspoels et al., 2004).

, Foie Muscle
Composés — - ; :
ng/g de lipide ng/g de lipide ng/g (poids sec) ng/g (poids
2. PCBs 18,5-9880° 21-5320% 0,77 -<12,54% 1,6 -126°
2. PCDD/Fs - - 1,22-1,69° 1,69 -4,39?

? yaleur minimale détectée - valeur maximale détectée
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Une partie des PCBs ingérés va étre éliminée :
® via les urines apres biotransformation les rendant plus hydrophiles,
® par leur excrétion dans les selles, dans les ceufs ou dans le sperme (Contreras Lépez, 2003).
Quand la quantité de toxique éliminée est inférieure 2 la quantité ingérée par les poissons,
les toxiques se concentrent dans 1’organisme (Contreras Lopez, 2003). La structure des PCBs, et
plus précisément leur degré de chloration, influe sur le processus de bioconcentration. Ainsi, les

congéneres moins chlorés sont plus rapidement métabolisés et éliminés (Bordajandi et al., 2003).

I A. -2. 5. Les pesticides

L A. -2.35. 1. Sources de pollution industrielle

Les pesticides sont des produits chimiques destinés a lutter contre les parasites, les
insectes et les champignons qui détruisent les cultures. La population mondiale étant en
croissance constante, les besoins alimentaires ne cessent de croitre. Pour subvenir 2 ces besoins,
les rendements agricoles ont été améliorés grace, entre autre, a I’utilisation de plus de pesticides.
Ainsi, au Bénin, depuis 1990, les quantités de pesticides, introduites dans I’environnement, sont
passées de moins de 500 m® 2 environ 4862 m’en 1998 (Okoumassoun et al., 2002).

Les pesticides regroupent plusieurs types de produits chimiques différents tels que les
pyréthroides (Garey et Wolff, 1998, Wermer et al., 2002, Yilmaz et al., 2004), les dicarboximides
(Radice er al.,, 2002), les azoles (Hurst et Sheahan, 2003), les pesticides organophosphorés
(Ingelse et al., 2001, Lambropoulou et Albanis, 2001) et organochlorés (Okoumassoun et al.,
2002). Tous ne sont pas des EMs (Garey et Wolff, 1998, Mills ez al., 2001, Hurst et Sheahan,
2003). La majorité des pesticides cestrogéniques appartient en effet a la classe des organochlorés
(Okoumassoun et al., 2002, Muir et al., 2003) comme la dieldrine, le lindane, I’heptachlore, le
methoxychlore, I’endosulfan (Gormley et Teather, 2003), I’hexachlorocyclohexane (HCH)
(Singh et Canario, 2004) et le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) et ses métabolites (Mills et
al., 2001), le p,p’-DDE, le p,p’-DDT, et le p,p’-TDE. Certains pyréthroides (le Fenvalerate et le
Sumithrine) (Garey et Wolff, 1998), fongicides dicarboximides (le procymidone) (Radice et al.,

2002) et certains fongicides appartenant a la classe chimique des azoles (I’epoxiconazole, le
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penconazole et le propiconazole) présentent également une activité cestrogénique (Hurst et

Sheahan, 2003).

L A. - 2. 5. 2. Situation dans ’environnement

Milieu naturel

La pollution des écosystémes aquatiques par les pesticides se fait lors de leur utilisation
(Dabrowski et al., 2002).

Tout d’abord, il y a une contamination des sols. La persistance des différents pesticides
dans les sols fait que ces derniers deviennent des réservoirs a pesticides. Par exemple, en Chine,
20 ans apres l’interdiction de 1’utilisation du DDT et du HCH, des concentrations non
négligeables sont encore présentes dans les sols : jusqu’a 5,3 et 3,4 ug/kg (Feng et al., 2003).
Ensuite, 1a lixiviation des sols entraine une partie des pesticides vers les eaux souterraines et les
eaux de surface (Feng et al., 2003). Ce transport dépend :

¢ du mode et de la fréquence d’application des pesticides et de leurs propriétés physico-
chimiques (solubilité, demi-vie et K,y,) (Dabrowski et al., 2002) ;

¢ des caractéristiques des sols et des écosystémes végétaux qui y poussent (composition
carbonée des sols ; type et surface des récoltes ; type et densité des végétaux constituants les
berges : barrieres naturelles entre les sols et les eaux de surface) (Dabrowski et al., 2002) ;

¢ et de certains facteurs externes comme les précipitations (Dabrowski et al., 2002).

Dans les eaux de surface, les pesticides se partagent entre la phase aqueuse et le sédiment,
de facon différente selon leur propriété lipophile. Ainsi, 1’azinphos-méthyl est, plus
fréquemment, détecté dans la phase aqueuse alors que le chlorpyrifos et 1’endosulfan le sont

plutdt dans les sédiments (Dabrowski et al., 2002).

Absorption par les poissons

Selon le pesticide et plus précisément selon sa répartition entre la colonne d’eau et les
sédiments, la voie d’entrée dans 1’organisme des poissons est différente. Les pesticides dissous

dans I’eau vont plutdét entrer via les branchies ou la peau. Quant a2 ceux adsorbés sur les

Partie 1. Analyse Bibliographique -51-



sédiments, ils pénetrent plut6t par ingestion. Par ailleurs, comme les pesticides contaminent les
animaux de tous les niveaux trophiques, les poissons peuvent donc &tre aussi contaminés via

I’alimentation (Muir et al., 2003).

Tableau 10 : Bioaccumulation des pesticides chez diverses espéces de poissons (15 especes )
(Okoumassoun et al., 2002, Bordajandi et al., 2003, Mormede et Davies, 2003, Yamaguchi et
al., 2003, Falandysz et al., 2004, Verweij et al., 2004, Voorspoels et al., 2004).

Immature +
Composés - - -
Muscle Foie Muscle Foie Muscle Foie Muscle
Aldrine - <0,03-5,3% - <0,03 -3,8*% - - <30000°
Dieldrine - 22-557° - <0,03 - 3,8 - - 0,09 - <80000°
Chlordane - 103 - 855% - 229 -270% - - -
. 410-4350% 256 - 1360° 384 - 1460° - - 1,3-136°¢
2. DDTs 475 - 6380
- - - 392 - 5250° - 34 - 4000°
. <0,06-22,8" 88-43*" <0,06-169° - - 0,25-19°¢
> HCHs 26 - 86 :
- - - 12 - 33° - 1-280
Heptachlore - <0,03 -8,8% - <0,03-4,6" - - <30000°
Lindane - - - - - - 0,08 - <100000"
2. pesticides - - - - - 1,8-63% -
valeur minimale - maximale détectée en : ng/g de lipide ?, ng/g de muscle (poids secs) °, (poids frais) ©

Apres pénétration dans les organismes, les pesticides vont s’accumuler dans le foie et/ou
dans les muscles (Tableau 10 ; Annexe 13) (Okoumassoun et al., 2002, Bordajandi ez al., 2003,
Mormede et Davies, 2003, Yamaguchi et al., 2003, Falandysz et al., 2004, Verweij et al., 2004,
Voorspoels et al., 2004). Les facteurs influengant le processus de bioaccumulation des
pesticides, et plus précisément des pesticides organochlorés, sont identiques a ceux influengant la
biocaccumulation des PCBs. D’ailleurs ces deux types de contaminants sont généralement étudiés
en méme temps (Okoumassoun et al., 2002, Bordajandi et al., 2003, Mormede et Davies, 2003,
Muir et al., 2003, Yamaguchi er al., 2003, Falandysz et al., 2004, Verweij et al., 2004,
Voorspoels et al., 2004). Ainsi, comme pour les PCBs, les anguilles bioaccumulent plus de
DDTs, de dieldrine et de lindane que les truites communes, les gardons, les perches et les
vandoises car les anguilles possédent une masse graisseuse plus importante (Bordajandi et al.,
2003, Yamaguchi et al., 2003).

D’autres part, selon le pesticide concerné, la bioaccumulation sera différente d’une

espece de poisson a 1’autre, car chaque espece possede une sensibilité différente vis-a-vis des
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divers pesticides. Ainsi, les carpes bioaccumulent plus de DDTs, que d’Aldrine et de Dieldrine
(Verweij et al., 2004).

Certains pesticides ont été interdits dans certains pays du fait de leur dangerosité. Par
exemple, I’utilisation de DDT est interdite aux USA depuis 1972. Par contre, il est encore utilisé
au Mexique pour lutter contre la malaria. Ceci se répercute directement dans 1’environnement
puisque les poissons péchés sur la cote atlantique mexicaine sont 40 % plus contaminés que les
poissons péchés sur la cote atlantique américaine (Sapozhnikova et al., 2004).

Par conséquent, la contamination des poissons par les pesticides, méme si elle est
inférieure a celle des PCBs, pose quand méme un probléme important vis-a-vis des espéces
piscicoles mais également vis-a-vis de I’Homme puisque ces animaux sont une source

alimentaire (Smith et Gangolli, 2002).

Aucun des astrogénes mimétiques ((EMs) cités précédemment, n’est éliminé a 100 %
par les différents processus d’épuration de ’eau existant. De plus, malgré les phénoménes de
dilution, de dégradation biotique et abiotique, des quantités encore trés élevées pour certains
de ces (EMs, sont détectées dans les eaux de surface, ce qui conduit a la contamination des
poissons et des eaux de boisson. Ces polluants vont alors pouvoir induire des effets néfastes
d’une part sur les espéces piscicoles et éventuellement sur ’espéce humaine qui, du moins
théoriquement, pourrait étre contaminée via la consommation de poisson et d’eau de boisson

contaminés.
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I. B. Les Effets

Les (EMs appartiennent a la famille des perturbateurs endocriniens. Ces derniers alterent
la physiologie et le développement des organismes vivants et de leur progéniture en interagissant
avec les fonctions endocrines (Schwaiger et Negele, 1998). Les (EMs agissent plus exactement

sur la fonction de reproduction en mimant les cestrogénes endogénes.

L B. - 1. Effets sur Pespéce humaine

I B. - 1. 1. Voie de contamination

Les (EMs peuvent, en théorie, contaminer I’espeéce humaine :

% Via la consommation de médicaments et de végétaux: Ces voies concernent
spécifiquement les cestrogeénes de synthese, les phyto- et les myccestrogénes. Les quantités
absorbées peuvent étre tres élevées : 35 pg/jour & 100 mg/jour (Johnson et al., 2000, Albertazzi et
Purdie, 2002, Bennetau-Pelissero et al., 2003). Elles sont bien supérieures aux concentrations en
hormones stéroidiennes produites de maniére endogéne chez les femmes (non enceintes : 1-
8 ugfjour) (Johnson et al., 2000), chez les hommes (1,5-3,9 ug/jour) (Johnson ez al., 2000) et
produites par les garcons pré-puberes (6 pg/jour) (Webb e al., 2003). De ce fait, ces voies de

contamination ne peuvent tre négligées.

% Via la consommation d’eaux de boisson contaminées : les concentrations retrouvées en
cestrogeénes naturels et en cestrogénes de synthése dans les eaux de boisson indiquent que cette
voie de contamination est peu probable pour I’espéce humaine (Webb et al., 2003). Par contre,
en ce qui concerne les alkylphénols, le bisphénol A et les phtalates, aucune étude n’a démontré
que les concentrations présentes dans les eaux de boissons (40-50 ng/l, 80 ng/l, 1340-4260 ng/1,

respectivement) étaient inoffensives pour I'Homme (Inoue et al., 2002, Brossa et al., 2003).

Q>Via la consommation de poissons contaminés : cette voie concerne tous les (EMs,
puisque tous possédent la capacité de s’accumuler dans ’organisme des poissons (Bennetau-

Pelissero et al., 1998, Giam et al., 1998, Lindholst et al., 2000, Lai et al., 2002, Villeneuve et al.,
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2002, Falandysz et al., 2004, Voorspoels et al., 2004). Et d’ailleurs, pour les PCBs et les
pesticides, des études ont montré que cette voie de contamination était la voie de contamination

principale pour I’espéce humaine (Smith et Gangolli, 2002).

L. B. - 1. 2. Effets sur la reproduction humaine

De plus en plus d’études font état de I’augmentation des pathologies liées au systeme

reproducteur humain telles que :

Qb les problemes de fertilité masculine. Une étude réalisée sur plusieurs villes d’Europe
montre, par exemple, que dans certaines villes comme Paris, la spermatogénese a diminué de
2,1 % par an entre 1973 et 1992 (de 86.10° 2 60.10° spermatopzoides par ml de sperme,
respectivement). Par contre, 2 Toulouse, il semble que la fertilité masculine n’ait pas changé
pendant cette période. De méme, aux Etats-Unis, selon 1’état concerné, le rendement de
production de spermatozoides peut également étre trés différent. Par exemple, le taux de
spermatozoides par millilitre de sperme est de 131,5.10° dans P’état de New York, de

100,8.10° dans le Minnesota et de 72,7.10° en Californie (Safe, 2000).

% les pathologies organosexuelles comme les cryptorchidies (un ou les deux testicules ne
sont pas descendus), les hypospadias (déplacement de 1’ouverture urétrale) et les micropénis.
Ainsi, une étude épidémiologique réalisée en Angleterre, entre 1952 et 1977, a montré que le
nombre de cryptorchidie a doublé pendant ces 25 dernieres années (1,2 % et 2,9 %,
respectivement). Pendant cette méme période, le nombre d’hypospadias a augmenté de maniere

significative en Europe (Angleterre, Hongrie et France) et aux Etats-Unis (Sultan ez al., 2001).

q5les cancers hormonaux-dépendants comme les cancers des testicules ou de la prostate
chez I’homme et les cancers du sein, des ovaires et de 1'utérus chez la femme : le nombre de
cancers des testicules est généralement en hausse dans plusieurs pays. Par exemple, le Danemark
présente le nombre de cas le plus élevé des quatre pays scandinaves: environ 14,5.10° cas par an
entre 1985-1989 au lieu de 3,6.10° cas par an en Finlande (Safe, 2000). En ce qui concerne les
cancers du sein, leur nombre augmente €galement depuis ces 20 dernieres années. Ainsi, dans
I’Est de 1a Chine et dans le Nord des Etats-Unis, les taux annuels de cancers du sein sont,

actuellement et respectivement, de 11,8 et 86,3 cas pour 100000 individus (Coyle, 2004). De
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plus, aux USA, seulement 25 4 47 % des cancers des seins sont expliqués par les facteurs de
risque physiologiques comme 1’4ge, le cycle reproducteur (dge de la menstrualisation, de la
premiére grossesse, de la lactation et de la ménopause, etc). Un pourcent des cas est attribué aux
rayonnements subis lors des séances de radiographie. Le reste serait expliqué par 1’apport
exogene d’cestrogenes ou la consommation d’alcool (Coyle, 2004). En Suisse et au Danemark,
plusieurs études indiquent aussi que plus de 60 % des cancers auraient une origine

environementale (Coyle, 2004).

L. B. - 1. 3. Actions des aestrogénes mimétiques

A Theure actuelle, aucune affirmation ne peut étre faite sur la relation entre la
recrudescence des altérations du systéme reproducteur humain et la contamination de 1’homme
par des (EMs. Toutefois plusieurs études montre que ce lien est envisageable.

Par exemple, dans le cas du diéthylstilbestrol (DES), ce lien de cause 2 effet a clairement
€té établi. Cet analogue pharmaceutique de I’cestradiol a été utilisé dans les années soixante pour
prévenir les risques d’avortement. Or, il s’est révélé étre trés toxiques pour les feetus. Chez les
enfants de sexe féminin, il a induit une augmentation du nombre des malformations génitales et
des cancers génitaux (Massaad et al., 2002). Quant aux garcons, ils souffraient d’anomalies
génitales de type cystes épididymales (20,8 % au lieu de 4,9 % chez les gargons controles),
hypospadias (4,4 % au lieu de 1,1 %), cryptorchidie et des testicules hypoplasiques (11,4 % au
lieu de 2,1 %), ou bien de type micropénis (apparition de ce type d’anomalie dans 1,5 % des cas)
(Sultan et al., 2001).

D’autre part, dans certaines industries comme celles fabriquants des plastiques en PVC
ou tous les composants utilisés sont des EMs (56 % sont des organochlorides, et le reste est
constitué essentiellement de phtalates tel que le DEHP, et d’additifs comme le bisphénol A et le
nonylphénol), une augmentation anormale du nombre des cancers des testicules a été observée :
7 cas sur 9 individus étudiés (Ohlson et Hardell, 2000). De méme, de nombreuses études ont
démontré que la majorité des (EMs possédent la capacité de stimuler la multiplication des
cellules MCF-7, lignée cellulaire humaine caractéristique des tumeurs du sein (Soto et al., 1994,

Soto et al., 1995, Sonnenschein et Soto, 1998, Andersen et al., 1999, Folmar et al., 2002). De
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plus, une étude réalisée & New York, en 1993, a montré une multiplication (entre 2 et 4 fois) du
nombre de cancers du sein dans une population de femmes présentant des taux sériques élevés en
DDE et en PCBs (Coyle, 2004).

Toutes ces observations tendent a soutenir Uidée que Iomniprésence des (EMs dans
Penvironnement humain pourrait étre responsable de certaines anomalies apparaissant chez

Pespéce humaine, touchant le systéme reproducteur ou les organes hormono-dépendant.

Néanmoins, certains EMs comme les phytcestrogeénes sont utilisées pour lutter contre les
cancers du sein et de la prostate. En fait, avant la ménopause, quand les taux en cestrogenes sont
élevés, les phyteestrogeénes semblent avoir un effet protecteur contre les cancers du sein. Par
contre, aprés la ménopause, quand les taux en cestrogenes sont faibles, les phyteestrogenes
peuvent stimuler le développement d’un cancer du sein. Ceci s’explique par le fait que le
potentiel cestrogénique des phyteestrogénes étant assez faible, ils ne peuvent exprimer leur
activité cestrogénique que dans un environnement par ailleurs faible en cestrogenes (Ososki et
Kennelly, 2003). En ce qui concerne leur effet bénéfique sur le cancer de la prostate, il a été
démontré, in vitro, que les phytcestrogénes peuvent inhiber la croissance des cellules cancéreuses

prostatiques (Ososki et Kennelly, 2003).

I. B. - 2. Effets sur les espéces piscicoles

Le choix des poissons comme espéce de référence pour 1’évaluation de la qualité des
écosystémes aquatiques s’explique par le fait qu’ils sont largement représentés dans tous les
milieux aquatiques : eau douce, eau de mer, en surface, en profondeur, sur les cotes ou au large.
De plus, ils jouent un rdle majeur dans la chaine alimentaire. Ils sont le lien entre les niveaux
inférieurs et supérieurs de la pyramide trophique dont I’homme est le sommet (Van der Oost et
al., 2003). IIs représentent donc, de ce fait, une voie non négligeable de contamination pour
I’Homme.

De plus, les especes piscicoles font partie des especes aquatiques les plus touchées par la
pollution des écosystemes aquatiques par les (EMs. Selon le toxique impliqué, sa concentration et

la durée d’exposition, mais avant tout selon le stade de développement du poisson au moment de
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son exposition, différents niveaux d’impacts ont été observés chez les poissons males :
¢ féminisation totale de la population de poisson,
¢ ou féminisation partielle des méles,
¢ ou bien simple déstructuration des gonades males.

Toutes ces perturbations peuvent aboutir a long terme 2 la disparition totale de 1’espéce touchée.

I. B. - 2. 1. Modification du sex-ratio

La modification du sex-ratio en faveur des femelles a été observée dans différentes études
de laboratoire impliquant plusieurs especes de poissons et trois (EMs: le 17 -cestradiol (E2), le
17 -éthinyleestradiol (EE2), et le 4-nonylphénol (NP) (Annexe 14) (Blizquez et al., 1998,
Andersen et al., 2003, Hill et Janz, 2003, Van der Belt et al., 2003, Chikae et al., 2004).

Ces études montrent qu’il existe une période particuliere, incluant la phase de
différenciation sexuelle, pendant laquelle les animaux exposés peuvent se féminiser
completement (Bldzquez er al., 1998, Andersen et al., 2003, Hill et Janz, 2003, Van der Belt et
al., 2003, Chikae et al., 2004). En dehors de cette période, 1’exposition des animaux n’induit pas
ou peu d’inversion du sexe. Ainsi, par exemple, quand des bars de mer (Dicentrarchus labrax)
sont exposés avec 10 mg/kg d’EE2 entre le 60 et le 260™™ jour aprés I’éclosion, la période de
différenciation sexuelle se situant entre 126 et le 226°™ jour aprés 1’éclosion, 80 % de la
population présente un phénotype femelle. Par contre, quand ils sont contaminés entre le 48 et le
ggieme Jour apres I’éclosion, seuls 62 % des animaux deviennent des femelles (Bldzquez et al.,
1998). L’inversion de sexe est possible chez les poissons car, méme si le sexe de I’animal est
fixé génétiquement, c’est ’environnement hormonal qui va réellement induire ’expression des
phénotypes méles ou femelles (Gimeno et al., 1998a, Gimeno et al., 1998b). Par conséquent, si
I’environnement hormonal est modifié pendant la période de différenciation sexuelle, le
phénotype développé peut étre différent du sexe génétique.

De plus, chez certaines especes piscicoles comme les poissons z&bres (Danio rerio),
Iinversion de sexe peut &tre réversible, & condition d’arréter 1’exposition au bon moment
(Andersen et al., 2003). Ainsi, 20 jours aprés I’arrét de I’exposition, avec 15,4 ng/l d’EE2

pendant la période de différenciation des gonades, (entre le 20 et le 40°™ jour apres 1’éclosion),
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seulement 30 % des poissons sont devenus des femelles, contre 10 % de mailes et 60 %
d’animaux intersexes. Ces derniers présentent des gonades dont la structure semble intermédiaire
entre les phénotypes méle et femelle. En fait, ceci résulte d’un début de retour a la normale di a
I’absence d’(EMs entre le 40 et le 60°°™ jour d’expérimentation. Par contre, si les animaux sont
exposés, sans interruption, entre le 20 et 60" jour apres 1’éclosion, alors 100 % des animaux
développent un phénotype femelle irréversible (Andersen et al., 2003).

D’autre part, ces études montrent que le potentiel cestrogénique (capacité a mimer les
effets des cestrogenes) de chaque toxique differe. Ainsi une concentration de 1 ng/l d’EE2 est
suffisante pour induire le méme effet que 1 ug/l d’E2 (une inversion de sexe), alors que pour le
4-NP 100 pg/l sont nécessaires (Hill et Janz, 2003, Chikae et al., 2004).

Lorsque ces concentrations sont comparées avec celles trouvées dans les milieux
aquatiques de divers pays d’Europe, seuls le EE2 et les NPs semblent présenter un danger
potentiel. En effet, les concentrations en EE2 et en NPs (tous isomeres confondus) mesurées
atteignent respectivement des valeurs de 4,3 ng/l (Tableau 4) (Belfroid ez al., 1999, Cargouét et
al., 2004, Lagana et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a) et de180 pg/l (Tableau 6) (Blackburn et
Waldock, 1995). Pour I’E2, les concentrations obtenues dans 1’environnement, entre n.d. et
27 ng/l (Tableau 2) (Belfroid et al., 1999, Fawell et al., 2001, Kashiwada et al., 2002, Cargouét
et al., 2004, Lagana et al., 2004, Pawlowski et al, 2004a), sont inférieures a 1 pg/l,
concentration nécessaire pour obtenir un effet.

Par conséquent, il est théoriquement possible d’obtenir des modifications du sex-ratio
chez certaines espéces de poissons dans I’environnement. Ceci semble confirmé par une étude
effectuée en 2001 sur douze sites répartis le long des cOtes anglaises, puisqu’une légere
féminisation des anguilles vivipares (Zoarces viviparus) (52-60 % de femelles) a été observée

(Matthiessen e al., 2002) dans une zone (Alde) proche de celle oi1 un taux élevé de NPs, (180 pg/l)

avait été mesuré en 1994 (Blackburn et Waldock, 1995).
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L B. - 2. 2. Féminisation partielle

La féminisation partielle des poissons méles est, dans la majorité des cas, la conséquence
d’une transformation incompléte des gonades. Cette féminisation partielle peut concerner
I’architecture testiculaire et/ou les cellules germinales. Dans les deux cas, les animaux intersexes

obtenus sont stériles.

1 B. - 2. 2. 1. Architecture testiculaire

La féminisation partielle de I’architecture testiculaire peut, par exemple, aboutir 2 la
formation d’un oviducte a la place d’un canal déférent. Ce type d’altération a été observé chez
des carpes exposées a de I’E2 ou a un alkylphénol, le 4-tert-pentylphénol (4-TPP), durant
plusieurs semaines, soit 20, 30, 60 ou 90 jours a partir du 50°™ jour apres I’éclosion. Selon le
toxique impliqué et sa concentration, le nombre d’animaux concernés est différent. Ainsi, 100 %
des animaux exposés aux deux concentrations de E2 (9 et 23 ug/l), développent un oviducte et
ceci quelque soit la durée d’exposition (Annexe 15). Quant aux animaux exposés a du 4-TPP, le
nombre d’animaux présentant cette altération est, a la fois, dose-dépendante et durée-dépendante.
Ainsi, pour les trois concentrations de 4-TPP (36, 90 et 256 ug/l), les premiers oviductes
apparaissent quand les animaux sont exposés pendant 30 jours. Pour la plus faible concentration
(36 pg/l) méme apres 90 jours d’exposition, seuls 50 % des males développent un oviducte. Par
contre, pour les deux concentrations élevées (90 et 256 ug/l), 100 % d’animaux sont atteints
apres 60 jours d’exposition pour la concentration de 90 ug/l et aprés 30 jours pour la
concentration de 256 pg/l (Gimeno et al., 1998a). La différence entre ces deux toxiques résulte
de leur potentiel cestrogénique avec E2 > 4-TPP.

Concernant les gobies (Acanthogobius flavimanus) contaminés péchés a Forth, 2 Clyde, a
Tees et a Mersey, les altérations observées n’impliquent pas les gonades males, mais la papille
urogénitale. Cet appendice est un organe sexuel secondaire qui sert 2 déposer le sperme. Trente
trois & 75 % des maéles contaminés présentent une féminisation partielle de cet organe (Annexe
15). Cette anomalie est trés répandue chez les gobies. Elle est connue sous le nom du syndrome

de MIPS (Morphologically Intermediate Papilla Syndrome). Des recherches en laboratoire ont

montré que ce syndrome pouvait étre induit par des concentrations d’E2 égales a 10, 100 et
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1000 ng/l avec un nombre d’animaux atteints, dose-dépendant (14, 29 et 57 %, respectivement)
(Matthiessen et al., 2002).

Les concentrations en E2 retrouvées dans les milieux aquatiques (n.d.-27 ng/l, Tableau 2)
confirment que le syndrome de MIPS puisse apparaitre dans 1’environnement. Quant a I’apparition
d’oviducte, 1’étude réalisée par Gimeno et al. (1998) ne permet pas d’affirmer que les
concentrations présentes dans I’environnement pourraient induire ce type de perturbation puisque

la concentration minimale induisant un effet n’a pas été déterminée (Gimeno et al., 1998a).

L B. - 2. 2. 2. Cellules germinales

La féminisation partielle des gonades males peut également impliquer les cellules
germinales. Elle se traduit par I’apparition d’un ou plusieurs oocytes incrustés dans le tissu
testiculaire. Le plus souvent, ces oocytes sont isolés les uns des autres (Blizquez et al., 1998,
Gimeno et al., 1998a, Gronen et al., 1999, Hashimoto et al., 2000, Ackermann et al., 2002, Kang
et al., 2002, Matthiessen et al., 2002, Vethaak et al., 2002, Andersen et al., 2003, Hill et Janz,
2003, Solé et al., 2003). Mais, dans certains cas, des petites zones ovariennes peuvent se former
ol plusieurs oocytes sont rassemblés (Simpson et al., 2000). Cette féminisation des cellules
germinales méles est possible car ces cellules sont dites bipotentes. Elles peuvent se différencier
aussi bien en oocytes qu’en spermatocytes, suivant la stimulation hormonale qu’elles regoivent

(Gimeno et al., 1998a).

Poissons immatures

Pour certaines espéces de poissons telles que les bars de mer et les poissons zebres, les
ovotestis (testicules contenant des oocytes) vont apparaitre uniquement chez des animaux
immatures, et pendant des périodes particulieres de leur développement :

¢ entre le 60°™ et le 260°™ jour aprés I’éclosion, pour les bars exposés a de I'E2
(10 mg/kg) (Blazquez et al., 1998),
¢ entre le 1 et le 30°™ jour apres la fertilisation, pour les poissons zebres exposés a de

I’EE2 (15,4 ng/l) (Andersen et al., 2003).
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Une exposition au-dela de ces deux périodes, n’induit plus le développement d’ovotestis. Pour
les bars, le fait que la phase de développement des testicules (126-226™ jour) soit incluse dans
la période d’exposition, laisse supposer que les oocytes obtenus sont bien le résultat d’une
féminisation partielle des gonades (Blazquez er al., 1998). Par contre, dans le cas des poissons
zebres, la période d’exposition se situant avant la phase de développement des testicules (23-
40me jour), les oocytes observés seraient plutot des reliquats de la phase hermaphrodite. En
effet, entre le 10°™ et le 23°™ jour aprés 1’éclosion, tous les poissons zébres développent des
ovaires. Puis au 23"™ jour, les ovaires de la moitié de la population, entrent en dégénérescence
et des testicules les remplagant. Les oocytes obtenus auraient réussi & perdurer du fait de la
présence de I’(EM (Andersen et al., 2003).

Chez les animaux atteints treés jeunes, le développement d’ovotestis s’accompagne, dans
la majorité des cas, d’une inhibition ou d’une altération du développement gonadique (Bldzquez
et al, 1998, Gimeno et al., 1998a). Cependant, chez certaines espéces, des oocytes peuvent
apparaitre alors que les testicules se sont développés normalement. C’est le cas, par exemple, des
poissons zebres exposés a :

® de ’EE2 (15,4 ng/l), entre la fertilisation de I'ceuf et le 30°™ jour aprés 1’éclosion
(Andersen et al., 2003),
¢ du4-NP (30 et 100 pg/l), entre le 2™ jour et le 60°™ apres I’éclosion (Hill et Janz, 2003),
et des carrelets matures péchés dans la partie de la baie de Tokyo polluée par des effluents
industriels et domestiques (Hashimoto et al., 2000).

Dans le cas des poissons zebres, le développement normal des testicules confirme le fait
que les oocytes observés sont bien des cellules résiduelles provenant des ovaires développés au
cours du stade hermaphrodite, et non pas le résultat d’une féminisation des cellules germinales

males (Andersen et al., 2003, Hill et Janz, 2003).

Poissons matures

Les ovotestis peuvent étre aussi obtenus chez des animaux matures contaminés, pour
certaines espéces de poissons telles que les carpes et les médakas (Oryzias latipes). En effet,

lorsque des méles matures de ces deux espéces sont exposés & de I’E2 (carpes : 1 g/l pendant
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60 ou 90 jours, médakas : 29-463 ng/l pendant 25 jours), 25 & 100 % des animaux présentent des
ovotestis, ce ratio dépendant de la concentration ou de la durée d’exposition (Gimeno et al.,
1998b, Kang et al., 2002).

De plus, 1’apparition anormale d’oocytes chez ces animaux adultes est également souvent
accompagnée d’une déstructuration du tissu testiculaire, voir d’une féminisation partielle de son
architecture et/ou d’une inhibition de la spermatogenése (Gimeno et al., 1998b, Kang et al., 2002).
Ces observations ont conduit 4 ’hypothése que le développement d’ovotestis, chez des poissons

matures, impliquerait une démasculinisation préalable des testicules (Gimeno et al., 1998b).

Situation dans ’environnement

D’apres les études réalisées sur le terrain, les ovotestis sont le type d’altération
féminisante le plus répandu dans I’environnement (Annexe 16) (Hashimoto ez al., 2000, Simpson
et al., 2000, Matthiessen et al., 2002, Vethaak et al., 2002, Solé et al., 2003). Pourtant, les
concentrations minimales nécessaires pour induire leur développement sont supérieures a celles
retrouvées dans 1’environnement, sauf dans le cas particulier des médakas qui semblent
particulierement sensibles & I’E2 (Tableau 4). En effet, 5 médakas méles matures sur 8, exposés
a 29 ng/l d’E2, présentent des ovotestis (Kang et al., 2002). Quant aux carpes matures, la
concentration minimale en E2 ayant un effet est de 0,1 ug/l (Gimeno et al., 1998b). Par
conséquent, pour ce type d’altération, la carpe semble €tre un poisson moins sensible. Toutefois,
des carpes matures ayant développé des ovotestis ont été trouvées dans I’environnement (Solé et
al., 2003). Ces poissons ont été péchés a 23 km en aval d’une STEP, traitant a la fois des
effluents domestiques et 20-30 % d’effluents industriels, c'est-a-dire dans un milieu riche en
plusieurs (EMs. Ces polluants, pouvant agir de maniere synergique, peuvent alors posséder un
plus fort pouvoir cestrogénique, ce dernier étant suffisant pour induire le développement
d’ovotestis.

Par conséquent, le mélange et la concentration des (EMs dans les effluents de STEPs
peuvent expliquer le fait que les ovotestis soient aussi répandus dans 1’environnement. Cette

hypothése peut étre étayée par des études de terrain oll I’apparition d’ovotestis a pu &tre reliée a
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la présence de STEPs polluant les eaux de surface (Hashimoto et al., 2000, Simpson et al., 2000,

Matthiessen et al., 2002, Vethaak et al., 2002, Solé et al., 2003).

L. B. - 2. 3. Démasculinisation

Quand les poissons sont exposés a des (EMs, soit leurs gonades sont totalement ou
partiellement féminisées, comme cela a été vu précédemment, soit leur différenciation en
testicule est inhibée. Ce phénoméne de démasculinisation apparait aussi bien chez les jeunes

immatures que chez les poissons matures.

L B. - 2. 3. 1. Démasculinisation des jeunes immatures

Ainsi, chez des carpes immatures exposées pendant leur phase de différenciation sexuelle
(entre le 50-70"™ jour apres I’éclosion) & du 4-TPP (36, 90, 256 ug/l), 100 % des animaux n’ont
pas différencié leurs gonades en testicules. Ce pourcentage tend & diminuer avec 1’allongement
de la période d’exposition et il diminue d’autant plus rapidement que la concentration en TPP est
plus élevée (Tableau 11) (Gimeno et al., 1998a). La diminution du nombre de males présentant
des gonades indifférenciées se fait, dans ce cas, en faveur de la féminisation partielle des

gonades avec la formation d’un oviducte dans le testicule (Gimeno et al., 1998a).

Tableau 11: Effet de la durée d’exposition et de la concentration en 4-TPP sur I’apparition

d’anomalie du développement des gonades males chez les carpes immatures (Gimeno et al., 1998a).

Exposition 50-70"™ jaé 50-90°™ jaé 50-110"™ jaé 50-140"™ jaé
ug/l 36 90 256 36 90 256 36 90 256 36 90 256
Indifférencié 100 100 100 70 30 O 20 O 0 0 0 0
+ oviducte 0 0 0 30 70 100 30 100 100 50 100 100
Normaux 0 0 0 0 0 0 5 o0 0 50 0 0

jaé : jours apres 1’éclosion.

Dans le cas des poissons zeébres exposés a du 4-NP, toujours pendant la phase de
différenciation sexuelle, 1’apparition d’animaux possédant des gonades indifférenciées, se fait 2
une concentration plus élevée par rapport a celle nécessaire pour induire 1’apparition d’ovotestis.

En effet, une exposition a 30 pg/l induit, comme unique altération, I’apparition d’ovotestis (5 %)
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alors qu’une exposition de 100 pg/l, induit, a la fois, ’obtention de 10 % de males indifférenciés
et 10 % d’ovotestis (Hill et Janz, 2003). Dans ce cas, les oocytes obtenus sont des cellules
résiduelles de la période femelle de ces animaux hermaphrodites. La concentration de 30 pg/l de
NP, est donc suffisante pour maintenir des oocytes. Par contre, elle est insuffisante pour inhiber

le développement des gonades (Hill et Janz, 2003).

L B. - 2. 3. 2. Démasculinisation des adultes matures

Les testicules des poissons sont constitués d’un ensemble de lobules ou de tubules (selon
leur forme). Ces ultrastructures sont agencées par 1’association de cystes : petits sacs enfermant
les cellules germinales. Ces cystes sont composés de tissu épithélial testiculaire constitué des
cellules de Sertoli et des cellules germinales ainsi que de tissu interstitiel, composé des cellules
de Leydig et de vaisseaux sanguins. Chez les poissons adultes, la démasculinisation peut toucher

les trois niveaux d’organisation cellulaire (Annexe 17) :

%L’exposition a des (EMs peut donc induire, dans les cas les plus séveres, la
déstructuration des lobules/tubules, accompagnée, dans certains cas, d’une réduction de
I’épaisseur de leur parois (Gimeno et al., 1998b, Flammarion et al., 2000) et/ou a la
déstructuration des cystes qui peuvent disparaitre (Gimeno et al., 1998b, Kinnberg et al., 2000,

Zaroogian et al., 2001, Islinger et al., 2003, Moncaut et al., 2003).

Qb L’altération de ces ultrastructures s’accompagne souvent d’une déstructuration du tissu
interstitiel et/ou du tissu épithélial. Ainsi, une hypertrophisation du tissu interstitiel peut étre
observé chez des animaux exposés a de I’E2 (> 1 mg/kg), de I’OP (>100 mg/kg) et du o,p'-DDT
(>30 mg/kg) (Folmar er al., 2001, Zaroogian et al., 2001, Gill et al., 2002, Moncaut et al., 2003).
Quant au tissu épithélial, différents niveaux d’impact peuvent étre observés :

® soit tout le tissu est touché avec apparition de parties atrophiées, et/ou fibrosées,
emplies de vacuoles (Gimeno et al., 1998b),

¢ soit seules les cellules de Sertoli sont touchées : leur nombre s’accroit (Flammarion et
al., 2000), des corps résiduels peuvent apparaitre en grand nombre dans leur
cytoplasme (Islinger et al., 2003) ou alors elles s’hyperplasient et desquament

(Christiansen et al., 1998b, Kinnberg et al., 2000).
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Q? La spermatogenese est également altérée chez les animaux atteints adultes. Inhibée, elle
entraine un blocage au stade de spermatogonie A et B (Gimeno et al., 1998b, Gronen et al.,
1999, Kinnberg et al., 2000, Folmar et al., 2001, Le Gac et al., 2001, Zaroogian et al., 2001,
Kang et al., 2002, Moncaut et al., 2003, Pawlowski et al., 2004b). Par ailleurs des cellules
spermatiques nécrotiques peuvent étre observées (Christiansen er al., 1998b, Flammarion et al.,
2000, Folmar et al., 2001, Zaroogian et al., 2001, Pawlowski et al., 2004b). Celles-ci restent
incrustées dans le tissu épithélial jusqu’a ce qu’elles soient phagocytées par les cellules de
Sertoli (Christiansen et al., 1998b). Des corps résiduels apparaissent alors dans ces cellules
(Islinger et al., 2003) et/ou augmentent en nombre (Flammarion et al., 2000). Paradoxalement, la
génistéine induit une accélération de la spermatogenese (Bennetau-Pelissero et al., 2001).

Toutes ces altérations sont dose-dépendantes et leur induction suppose souvent une
concentration minimale qui va dépendre du toxique impliqué et surtout de 1’espéce de poissons.
Par exemple, avec I’E2, une dose minimale de 463 ng/l est suffisante pour induire des effets chez
les médakas alors que pour les carpes, une concentration de 1 pg/l est nécessaire. Ce résultat
confirme que les médakas sont plus sensibles que les carpes.

D’autre part, chez les poissons matures, les phénomenes de démasculinisation ne sont pas
obligatoirement accompagnés de 1’apparition d’ovotestis (Gimeno et al., 1998b, Gronen et al.,
1999, Kang et al., 2002) ou d’un oviducte (Christiansen et al., 1998b, Flammarion et al., 2000,
Kinnberg et al., 2000, Folmar et al., 2001, Le Gac et al., 2001, Zaroogian et al., 2001, Gill et al.,
2002, Islinger et al., 2003, Moncaut et al., 2003, Pawlowski et al., 2004b). Ceci peut s’expliquer
par le fait que la concentration en toxique et/ou son potentiel cestrogénique sont insuffisants pour
induire, en plus de la démasculinisation des testicules, leur féminisation partielle. Il semble
d’ailleurs que, pour le p,p-DDT, les concentrations étudiées (15, 30 et 60 mg/kg), n’induisent
méme pas de phénomene de démasculinisation des testicules (Zaroogian et al., 2001).

De plus, les concentrations généralement trouvées dans 1’environnement sont inférieures
aux concentrations étudiées en E2, EE2, 4-NP, 4-OP et en pesticides capables d’induire ces
perturbations (Tableaux 2, 4, 6 et 11). Par contre, si 1’on considére la totalité des isoméres de
NPs, ces altérations pourraient éventuellement &tre induites dans 1’environnement puisque des

taux élevés ont déja été détecté (Tableau 6).
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L B. - 2. 4. Reproduction

L’altération de la reproduction touche tout autant les méles que les femelles, mais aussi
leur capacité a s’accoupler. Ainsi, une diminution, voir 1’inhibition totale de cette capacité a été
observée chez des poissons téte de boule (Pimephales promelas) aprés des expositions a 10 et

100 ng/l d’EE2 (Pawlowski ef al., 2004b).

L B.-2.4. 1. Les médles

Chez les maéles, I’altération de la reproduction peut se traduire par la présence anormale
de sperme résiduel dans le canal déférent (Folmar ef al., 2001, Zaroogian et al., 2001), ou dans
les cas les plus graves, par une absence totale de production de sperme (Moncaut ez al., 2003,
Pedersen et al., 2003). Dans d’autres cas, c’est la spermatocrite (nombre de cellules par volume
de sperme) qui va étre diminué (Gimeno et al., 1998b, Bennetau-Pelissero et al., 2001).

Le nombre de méles matures au moment de la période de reproduction peut également
étre diminué lors d’une contamination par des EMs (Gimeno et al., 1998b, Bennetau-Pelissero
et al., 2001). C’est, par exemple, le cas, pour des bars de mer miles contaminés avec 5 a
10 mg/kg de E2 : le pourcentage de males matures passe alors de 84 % (lots de contrdles) a 57 %

ou 54,5 % respectivement, pour les lots exposés (Bldzquez et al., 1998).

L B. - 2. 4. 2. Les femelles

Pour les femelles, une altération du développement des ovaires a été observée par
Benneteau-Pelissero et al. (2001) chez des truites arc-en-ciel femelles matures exposées a 500 ppm
de génistéine par voie alimentaire. Trois animaux sur 19 présentaient des oocytes bloqués en phase
de pré-vitellogenese et 3 autres étaient entrés en vitellogenese (phase pendant laquelle le vitellus ou
*jaune d’ceuf ”, réserve nutritionnnelle de I’embryon, se constitue dans I’oocyte) plus tardivement

que les animaux des lots de contrbles (Bennetau-Pelissero et al., 2001).
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Cependant, la majorité des altérations induites chez les femelles concernent plutdt leur

capacité a frayer et 2 pondre avec les observations suivantes :

qb Une diminution du nombre de femelles en frai lors d’une exposition de truites arc-en-ciel

adultes 2 500 ppm de génistéine (Bennetau-Pelissero et al., 2001).

Q}Une diminution du nombre de femelles de poissons zébres pouvant pondre diminue
lorsque celles-ci sont exposées, pendant leur phase immature, & une concentration de 10 ng/l

d’EE2 (Van der Belt et al., 2003).

Qb Une diminution du nombre d’ceufs pondus reste la perturbation la plus répandue chez les
femelies (Gronen et al., 1999, Werner et al., 2002, Van der Belt et al., 2003, Pawlowski et al.,
2004b). Dans les études réalisées par Van der Belt er al. (2003) et Pawlowski et al. (2004b), 1a
concentration minimale d’exposition pour induire ce type d’altération, chez des poissons zébres
et des poissons téte de boule, a été évaluée a 10 ng/l, dans les deux cas. D’autres part, 1’étude
réalisée par Werner et al. (2003), montre que la diminution du nombre d’ceufs pondus peut étre
proportionnelle a la concentration en toxique. Le pesticide, I’esfenvalerate, fait en effet chuter le
nombre total d’ceufs pondus de 103, 2 71 et & 42 pendant la période d’exposition, pour des
concentrations respectivement de 2, 21 et 140 mg/kg, (Wemer et al., 2002). Par contre, dans
d’autres études, la diminution du nombre d’ceufs pondus semble plutdt suivre une loi du tout ou
rien. En effet, dans I’étude de Gronen er al. (1999), quelle que soit la concentration d’OP
employée (20, 41, 74, 230 ppb) lors de 1’exposition des médakas, le nombre d’ceufs pondus passe
de 61,6 ceufs/jours chez les animaux contrdles a 34,5 + 2,5 ceufs/jours chez les animaux exposés.
Dans cette étude, les couples formés étaient composés de femelles saines et de mdles
contaminés. Les résultats obtenus pourraient, par conséquent, étre le résultat d’une diminution de
la capacité, des males contaminés a stimuler le phénomene de ponte chez les femelles, capacité

qui chuterait de maniére identique chez tous les méles contaminés (Gronen et al., 1999).

I. B. - 2. 4. 3. Fertilisation des ceufs

Enfin, dans certains cas, la fertilisation des ceufs peut aussi étre altérée suite a la
contamination des méles (Gronen et al., 1999, Kang et al,, 2002) ou des deux géniteurs

(Pawlowski et al., 2004b) par un (EM. Ainsi, par exemple, chez les médakas mailes, le taux de
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fertilisation des ceufs chute quand ils sont exposés a la concentration élevée de 463 pg/l en E2
(Kang et al., 2002). Cette fertilisation peut méme étre complétement inhibée. C’est le cas pour
les poissons téte de boule matures exposés a 100 ng/l de EE2 (Pawlowski et al., 2004b). Cette
diminution de la fertilisation des ceufs est slirement la conséquence des altérations induites sur la
capacité de reproduction des mdles (diminution de la production de sperme, etc) et/ou des

femelles (diminution du nombre d’ceufs pondus, etc).

L B. - 2. 5. Effets tératogénes

Différents niveaux d’impacts sont observables chez la progéniture d’animaux
contaminés. Ainsi, I’exposition des géniteurs & des (EMs peut induire une augmentation :
¢ de la mortalité des ceufs : avec 10 ng/l d’EE2, 500 ppm de génistéine ou avec 10 a
20 pg/l de phyteestérols de bois (Bennetau-Pelissero et al., 2001, Hill et Janz, 2003,
Nakari et Erkomaa, 2003),
¢ de la mortalité des larves : avec 10 ug/l de phytcestérols de soja, 20-230 ppb de 4-OP,ou

4-148 mg/kg d’esfenveralate (Gronen et al, 1999, Werner et al., 2002, Nakari et

Erkomaa, 2003).

De plus, le processus d’éclosion des ceufs peut aussi étre altéré. C’est par exemple le cas
chez les poissons zebres quand la génération FO est contaminée en présence d’une concentration
supérieure a 1 ng/l d’EE2, & 10 pg/l de phyteestérols de bois, ou a 30 pg/l de 4-NP (Hill et Janz,
2003, Nakari et Erkomaa, 2003, Pawlowski et al., 2004b). Une augmentation du nombre
d’anomalies embryonnaires (microphtalmie bilatérale, analphtalmie unilatérale, petits jaunes
d’ceufs, etc) a également été observée chez la progéniture d’animaux contaminés avec 20 a
230 ppb de 4-OP (Gronen et al., 1999).

Enfin, les animaux arrivés au stade de la différenciation sexuelle, peuvent subir une
féminisation partielle des gonades conduisant au développement d’ovotestis (traitement subi par
les géniteurs : 10 pg/l de 4-NP durant 10 j/mois pendant 4 mois, 12-776 ug/l/j de
di-n-butylphtalate jusqu’a la différenciation sexuelle) (Patyna et Cooper, 2000, Schwaiger et al.,
2002). Paradoxalement, les phytcestostérols de bois, induisent une masculinisation de la

génération F1, puis une féminisation de la génération F2 (Nakari et Erkomaa, 2003).
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Dans d’autres cas, ce sont des étapes du développement comme 1’acquisition de la nage
qui sont perturbées (diminution suite & une exposition des géniteurs avec 1 et 10 ng/1 EE2, ou
30 et 100 pg/l de 4-NP) (Hill et Janz, 2003).

A Texception des effets induits par 0,1 et 1 ng/l de EE2 sur 1‘éclosion et I’acquisition de
la nage, chez des poissons zebres, les concentrations induisant des effets tératogénes sont

supérieures a celles présentes dans 1’environnement (Tableaux 2, 4-11).

I. B. - 2. 6. Effets sur d’autres organes

L B. - 2. 6. 1. Anomalies observées

Des anomalies peuvent aussi apparaitre dans d’autres organes, tels que les reins, la rate et
le foie, suite & une exposition a certains (EMs (Schwaiger et al., 2000, Folmar et al., 2001,

Islinger et al., 2003, Pawlowski et al., 2004b) :

% Les 1ésions des reins consistent en hémorragies apparaissant entre les tubules, les espaces
de Bowman et le tissu interstitiel. L’épithélium tubulaire est également souvent atteint: des
hypertrophies ou des dégénérescences et des nécroses peuvent apparaitre. De plus, I’accumulation
d’une substance éosinophile peut étre observable dans les tubules rénaux et dans les sinusoides au

niveau de la téte du rein.

% Dans la rate, des hémorragies ainsi qu’une prolifération massive et une hypertrophie des
cellules réticuloendothéliales peuvent apparaitre. Par ailleurs, ces cellules présentent des

phagocytes contenant aussi du matériel éosinophile.

Qb Les altérations du foie se caractérisent par une hypertrophie des hépatocytes avec une
augmentation du volume des noyaux et de la surface du réticulum endoplasmique rugueux,
accompagnée d’une réduction significative des dépdts de glycogéne. Ces anomalies traduisent
une augmentation de la synthese protéique dans cet organe. De plus, du matériel éosinophile peut

apparaitre dans le cytoplasme de ces cellules.
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L B. -2. 6. 2. Cause de ces anomalies

Ces altérations sont la conséquence de la production anormale de vitellogénine chez les
males contaminés par des (EMs. Cette protéine est le précurseur des composants du vitellus ou
“jaune d’ceuf’, spécifique des femelles ovipares. Apres sa syntheése hépatique, la VTG est
transportée jusqu’aux ovaires oll elle est incorporée par les oocytes.

Chez les mailes contaminés, faute d’oocytes, elle s’accumule dans les reins, la rate et le
foie (matériel éosinophile visualisé dans ces organes). Ce sur-stockage imprévu va alors induire
les dommages observés dans ces différents organes, voir dans les cas les plus grave, la mort de
I’animal. Ainsi, dans I’étude de Folmar et al. (2001), les dommages provoqués dans les reins par

deux injections de 10 mg/kg d’E2 expliquant la mort de 5 carrelets sur 12 (Folmar et al., 2001).
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L. C. Lavitellogénine : Biomarqueur d’exposition

La détection d’une pollution peut se faire par des méthodes physico-chimiques et/ou par
des méthodes biologiques.

Dans le cas des (EMs, les méthodes physico-chimiques employée pour détecter chaque
substance sont différentes, complexes et cofiteuses (traitement de 1’échantillon, extraction,
technique d’analyse...) (Font et al., 1996, Ingelse et al., 2001, Lambropoulou et Albanis, 2001,
Dias et al., 2002, Inoue et al., 2002, Brossa et al., 2003, Kawaguchi et al., 2004, Lagana er al.,
2004, Verweij et al., 2004). (SPE, Solid Phase Extraction ; SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction ;
LC-MS-MS, Liquid Chromatography coupled with tandem Mass Spectrophotometry ; GC-MS,
Gaz Chromatography coupled with Mass Spectrophotometry ; HPLC, High Performance Liquid
Chromatography ...). De plus, elles ne permettent pas, a elles seules, d’évaluer les risques. En
effet, ces méthodes quantifient les polluants présents dans les différentes matrices telles que
I’eau, les sédiments, les sols et les tissus mais ne donnent pas information sur les éventuels effets
de ces polluants sur les organismes.

L’utilisation d’un biomarqueur va permettre d’appréhender les effets perturbateurs d’un
ou d’une famille de polluants. En effet, un biomarqueur est un changement biologique (de type
moléculaire, cellulaire et/ou physiologique) li€ a I’exposition ou aux effets dus a ce polluant
(Peakell, 1994). Par conséquent, les résultats obtenus vont intégrer tous les paramétres
influengant I’action du toxique sur 1’organisme touché (biodisponibilité du polluant, capacité de
pénétration dans I’organisme, potentiel cestrogénique du toxique, sensibilité de 1’animal, etc). Par
ailleurs, D’existence d’un biomarqueur d’exposition commun a tous les (EMs rendrait son
utilisation d’autant plus avantageuse. La production anormale de VTG par les poissons, méle ou
immature est un biomarqueur répondant a 1’ensemble de ces caractéristiques (Arukwe et

Goksoyr, 1998, Schwaiger et Negele, 1998, Kime et al., 1999).
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L. C. - 1. Layvitellogénine

L C. - 1. 1. Vitellogeneése

Les poissons téléostéens sont des animaux ovipares. Leurs embryons se développent dans

des ceufs qui sont 1ibérés dans I’eau. Ils ne possédent donc pas de lien avec la mere, entre autres

nutritifs, et doivent alors vivre de leurs réserves. Cette réserve est dénommée vitellus ou “ jaune

d’ceuf . Elle est constituée pendant la phase de vitellogenése. Six phases composent le

développement des oocytes (Tyler et Sumpter, 1996) :

L’oogenese : Passage du stade oogonies a oocyte I aprés la premigre division méiotique.
La croissance de ’oocyte primaire : Cette étape se caractérise par une intense synthese
d’ARNm, par I’apparition des corps de Balbiani ainsi que le développement, autour de
I'oocyte, de deux enveloppes appelées enveloppe vitelline et zona radiata. A la fin de
cette €tape, les oocytes dans la phase folliculaire pendant laquelle les couches cellulaires
denommées granulosa et theque se forment autour de la zona radiata.

L’étape de cortical alvéoli : Cette étape se caractérise par la formation de cortical alvéoli.
Ces structures sont composées de polysialoglycoprotéines. A la fin de cette phase, la
totalité du cytoplasme de I’oocyte I est rempli de ces structures. Puis peu de temps avant
le début de la vitellogenese, ces structures migrent vers la périphérie de ’oocyte et au
moment de la fertilisation, elles sont libérées dans I’espace péri-vitellin.

La vitellogenese: Au cours de cette étape, des protéines extra-ovariennes sont
incorporées, modifiées et stockées dans des vésicules germinales qui constituent le
vitellus. La vitellogénine (VTG) est la protéine précurseur de la majorité des protéines
entrant dans la composition du vitellus (Yaron, 1995, Tyler et Sumpter, 1996).

La maturation : les événements essentiels composant cette étape sont I’éclatement des
vésicules germinales qui indiquent I’arrét de 1’accumulation de VTG et ’hydratation des
ceufs chez certaines especes de poissons marins comme le bar de mer (Dicentrarchus
labrax).

L’ovulation.
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I. C. - 1. 2. Nature de la vitellogénine

La VTG est une phospholipoglycoprotéine constituée, pour les poissons tél€ostéens, de
20 % de lipides (triglycérides et cholestérol) et de 0,6 % de phosphate, (Tao ez al., 1993, Yaron,
1995, Roubal et al., 1997, Heppell et Sullivan, 1999). Elle contient, également un ou plusieurs
atomes de calcium selon 1’espece considérée (Yeo et Mugiya, 1997). A 1’état natif, la VTG est
une protéine dimérique. Selon les especes, la masse moléculaire du dimére varie entre 340 et 510
kDa, et la masse moléculaire du monomere dénaturé et dépourvu de lipides varie de 130 a 180
kDa (Tyler et Sumpter, 1990a, Tao et al., 1993, Mafiands et al., 1994b, Roubal er al., 1997,
Heppell et Sullivan, 1999, Johnsen et al., 1999). Le dimere est stabilisé par des ponts dissulfures.
Quant au monomere, il posséde également des ponts dissulfures intra-chaine (Brion et al., 2000).

Selon les espéces, jusqu’a deux molécules de VTG différentes peuvent étre produites.
Ces deux molécules peuvent étre synthétisées a partir du méme geéne ou de deux genes différents
(Bowman et al., 2000). Dans la majorité des cas, le deuxieme geéne est issu d’une réplication du
premier et résulterait d’une adaptation apparue au cours de 1’évolution de D’espece. Leur
composition en acides aminés différe donc peu méme lorsque les deux molécules sont issues de
deux genes. Dans le cas des protéines issues d’un seul gene, la différence peut €tre due a une

transcription du géne dissemblable ou 2 des transformations post-transcriptionnelles distinctes.

I C. - 1. 3. Syntheése de la vitellogénine

La VTG est synthétisée dans le foie par les hépatocytes chez les femelles matures des
vertébrés ovipares, y compris chez les poissons téléostéens (Schwaiger et Negele, 1998). Cette
synthése peut-tre stimulée par différentes substances endogénes: les cestrogénes et plus
précisément le 17-cestradiol (E2), qui sont les inducteurs majoritaires, ainsi que la prolactine ou
encore la GH (Growth Hormone pour hormone de croissance) (Fukada et al., 2000).

Apres sa synthese dans les ovaires, I'E2 est secrété dans la circulation sanguine, puis est
transportée jusqu’au foie. Cette hormone étant lipophile, elle traverse par diffusion simple la
membrane plasmique des hépatocytes. Dans le cytoplasme de ces cellules, 'E2 se lie a un
récepteur cytoplasmique spécifique RE (Récepteur aux cestrogénes). Cette interaction induit,

dans un premier temps, la libération des protéines de chocs thermiques, les HSP (Heat Shock
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Protein), qui maintenaient le récepteur sous sa forme inactive (REi). Puis, elle provoque la
dimérisation du récepteur (Rollerovd et Urbancikovd, 1999). Le complexe récepteur-hormone
ainsi activé migre vers le noyau ol il pénétre en passant par les nombreux pores nucléaires. Ce
complexe interagit alors avec des séquences promotrices spécifiques de I’ADN : les ERE
(Eléments de Réponses aux (Estrogénes). Cette liaison induit une modification de la structure
conformationnelle de I’ADN et provoque 1’activation de la transcription du géne de la VTG

(Figure 3) (Pakdel et al., 1991, Arukwe et Goksoyr, 1998).

Figure 3 : Stimulation de la syntheése de la vitellogénine (VTG) par le 17f-cestradiol (E2), dans
un hépatocyte femelle. REa et REi : Récepteur aux cestrogénes actif et inactif ; ERE : Elément de
réponse aux cestrogénes ; HSP : Protéine chaperon (ou Heat Shock Protein) (Pakdel et al., 1991,

Arukwe et Goksoyr, 1998).

I. C. - 1. 4. Le récepteur aux cestrogenes

Deux formes de récepteurs spécifiques des cestrogenes ont été identifiées chez plusieurs
vertébrés dénommés RE (Walter et al., 1985) et RE (Kuiper et al., 1996, Mosselman et al.,
1996, Tremblay et al., 1997). Chez les poissons téléostéens, ces deux formes seraient également
présentes (Tchoudakova ez al., 1999, Xia et al, 1999, Bowman et al., 2002), récemment une

troisieme forme a été découverte chez les craokers de I’atlantique : le RE (Hawkins et al., 2000).
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La structure des récepteurs REs semble étre identique chez tous les vertébrés, elle
comprend les domaines suivants :

¢ Domaine A/B : partie N-terminale variable,

® Domaine C, zone de liaison avec I’ADN : région centrale hautement conservée,

¢ Domaine E, zone de liaison avec le ligand : région moyennement conservée,

¢ Domaine F : petite partie C-terminale trés peu conservée.

La différence entre les domaines E des récepteurs REs peut expliquer en partie le fait que
Iaffinité de chaque récepteur pour les cestrogénes (Kd) differe d’une espece de poisson a I’autre
(Tableau 12). Quant a la capacité de liaison spécifique (Byua), qui traduit le nombre maximal de

sites de liaison disponible, elle est également différente entre chaque espéce.

Tableau 12 : Constante de dissociation (Ky) et capacité de liaison spécifique (Byuqy) des récepteurs
cytosoliques hépatiques femelles spécifiques des cestrogénes (Andreassen et Korsgaard, 2000)

[1], (Kloas et al., 2000) [2], (Latonnelle et al., 2002a) [3] et (Tollesfen ez al., 2002) [4].

Espece Kd (nM) By (fmol/mg)  Référence
Anguille (Zoarces viviparus) 2 iyl =70
(pmol/g de foie) (pmol/g de foie) [1]
Carpe v 2.1 1299 [2]
Esturgeon de Sibérie (Acipenser baeri) 7,9 0,029 nM [3]
Saumon (Salmo salar) 13,1 1 72,2 (4]
Truite arc-en-ciel 14,4 : 96,6 [4]
1.3 0,11 nM [3]

La synthese des REs est autorégulée par les estrogénes. L’induction de la synthese des
REs, est identique & celle de la VTG. Un niveau basal de REs dans le cytoplasme des hépatocytes
de poissons femelles permet la fixation des premieres molécules d’cestradiol (Pakdel et al., 1991,
Bowman et al., 2002). La cascade de réaction aboutit 2 la production d’autres REs qui fixeront, 2
leur tour, d’autres molécules d’estrogenes (Flouriot et al., 1996).

Cette activation du géne des REs est antérieure 2 celle de la VTG. Selon les especes, le
décalage, entre le niveau maximum de transcription des deux geénes, peut varier entre 36 et 42 h
pour les bars ““ largemouss ” (Micropterus salmoides) (Bowman et al., 2002) et 12 jours pour les
truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Pakdel et al., 1991). L’activation précoce de la

transcription du géne des REs serait due 2 son affinité plus élevée vis-a-vis de 1’cestradiol que
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celle du géne de la VTG (Flouriot et al., 1996, Bowman et al., 2002). Ainsi, une étude réalisée sur
des cultures d’hépatocytes de truite arc-en-ciel montre que la transcription du géne des REs
requiert une concentration en E2 inférieure a 0,5 nM alors que la concentration minimale pour
induire la transcription du géne de 1a VTG est de 1 nM (Flouriot ef al., 1996). En outre, le passage
de la transcription du géne des REs a celui de 1a VTG est dii au fait que le géne des REs sature
plus rapidement. Ainsi, apres la saturation du géne du RE, c’est le géne de la VTG qui est activé
(Flouriot et al., 1996, Bowman et al., 2002).

D’autres part, I’cestradiol agit sur la stabilité de I’ARNm des REs. Cet effet stabilisateur
est également valable pour I’ARNm de la VTG : en présence de E2, les demi-vies des ARNm du
RE et de 1a VTG sont de 14 et 29 h ; en absence de E2 (depuis 36 h), ces demi-vies sont réduites

a 4 et 10 h, respectivement (Flouriot et al., 1996).

I. C. - 1. 5. Régulation hormonale de la synthése de VTG

La production des cestrogénes est également régulée hormonalement chez les poissons
par une gonadotrophine, la GtH I (Gonadotrophin Hormone I). Cette hormone est 1’analogue de
la FSH (Follicule Stimulating Hormone) présente chez les autres vertébrés (Tyler et Sumpter,
1996). Comme la FSH, elle est produite au niveau de I’hypophyse en réponse & une stimulation
hormonale hypothalamique via la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) (Arukwe et
Goksoyr, 1998, Schwaiger et Negele, 1998), elle a pour rdle de stimuler la croissance des
oocytes. Aprés synthése, la GtH I est sécrétée dans la circulation sanguine jusqu’aux ovaires.
Chez la majorité des poissons téléostéens tels que la truite arc-en-ciel, cette hormone agit a la
fois sur les cellules de la theque et sur les cellules de la granulosa recouvrant les oocytes, via des
récepteurs situés sur la membrane plasmique de ces cellules. En fait, la GtH I induit la
production de testostérone par les cellules de la theque. La testostérone diffuse dans les cellules
de la granulosa ol elle est transformée en cestradiol par I’aromatase, cette enzyme étant
préalablement activée par la GtH I (Yaron, 1995, Galas ez al., 1999). Chez la carpe, cette cascade
de réaction, aboutissant 4 la production de I’cestradiol, a lieu dans le méme type de cellules : les
cellules folliculaires. En effet, chez cette espéce de poisson, les cellules folliculaires ne se

dédifférencient pas en theéque et en granulosa comme dans le cas des truites ou des autres
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vertébrés (Galas et al., 1999). Par ailleurs, les cellules folliculaires possédant toutes I’aromatase,
la testostérone est transformée in situ en eestradiol (Epler et al., 1997).

La GtH I agit également sur la VTG induisant son incorporation dans les oocytes (Kime
et al., 1999), jusqu’a I’obtention d’une taille critique, spécifique de I’espéce (Reis-Henriques ez
al., 2000). Ce processus est déclenché par la VTG, elle-méme. En effet, 2 partir d’une
concentration précise de VTG stockée dans les oocytes, I’aromatase impliquée dans la
production de I’cestradiol est inhibée (Reis-Henriques et al., 2000) induisant la décroissance du
taux d’cestradiol au profit de la testostérone, et donc la diminution de la synthése hépatique de

VTG (Kime et al., 1999).

I C.-1.6. Devenirdela VTG

Apres synthese dans le foie, la VTG est sécrétée dans la circulation sanguine et
transportée jusqu’aux ovaires. Dans ces organes, elle est captée, par les oocytes, par pinocytose
apres fixation sur des récepteurs membranaires spécifiques de la VTG (Maifianés et al., 1997). La
VTG y est alors clivée en deux types de protéines (Tyler et Sumpter, 1996) :

¢ des lipoprotéines : les lipovitellines I et II,
¢ des phosphoprotéines : 1a phosvitine et les phosvettes.

Ces différentes protéines entrent dans la composition du vitellus ou “ jaune d’ceuf ”,

celui-ci sert de réserve nutritionnelle au cours du développement de I’embryon (réserve d’acides

amings, de lipides, de calcium et source d’énergie) (Tyler et Sumpter, 1996).

I. C. - 2. Biomarqueur des cestrogenes mimétiques

La VTG peut €tre utilisée comme biomarqueur des (EMs car la contamination de poissons
méles ou immatures par ces toxiques, va en induire une production anormale (Arukwe et Goksoyr,
1998, Schwaiger et Negele, 1998, Kime et al., 1999). Les males et les jeunes immatures possédent
le géne de la VTG, mais ils ne produisent pas suffisamment d’cestrogénes pour stimuler sa

transcription (Kime et al., 1999).
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Les (EMs peuvent se lier aux récepteurs spécifiques de cestrogenes (REs), et ainsi induire
les cascades de réactions contrdlées par les complexes E-RE comme celles qui aboutissent a la
synthése de la VTG.

La production anormale de VTG par les poissons méles et les jeunes immatures des deux
sexes implique donc que ces animaux possedent des récepteurs REs. Plusieurs études ont
démontré la présence d’un taux basal de REs dans le cytosol des hépatocytes de poissons maéles
(Tableau 13) (Kloas et al., 2000, Tollesfen et al., 2002). Les valeurs des constantes de
dissociation (Kd) et des capacités de liaison spécifique (B.4), des récepeurs REs de males,
indiquent que I’affinité de ces récepteurs est deux fois inférieure & celle des REs de femelles.
Cette différence est due au taux basal d’cestrogénes qui est plus élevé chez les femelles
(Tollesfen et al., 2002). En présence d'(EMs, les valeurs de Kd et de B, des REs de miles
augmentent pour atteindre des valeurs 3 fois supérieures a celles des femelles (Andreassen et
Korsgaard, 2000) traduisant la stimulation de la synthése des REs et 1’augmentation de leur

activité chez les méles contaminés.

Tablean 13 : Constante de dissociation (Kjy) et capacité de liaison spécifique (B,,,) des récepteurs
cytosoliques hépatiques males spécifiques des cestrogenes (Andreassen et Korsgaard, 2000) [1],

(Kloas et al., 2000) [2] et (Tollesfen et al., 2002) [3].

Espece Kd (nM) B,.ax (fmol/mg) Référence

Anguille vivipare : 0,6 (pmol/g de foie) : 1,7 (pmol/g de foie) [1]
 traité : 3,1 (pmol/g de foie)  traité : 10 (pmol/g de foie)

Carpe 1,4 : 18,9 [2]

Saumon 12,8 1274 [3]

Truite §2.5 : 50,3 (3]

L C. - 2. 1. Affinité des récepteurs REs pour les (EMs

Malgré leurs structures chimiques tres différentes, les EMs possedent, pour la plupart, la
capacité de se lier aux récepteurs REs. L’affinité de chaque (EM peut étre mesurée par I’aptitude
du toxique a déplacer la liaison cestradiol-récepteur. Ainsi, par exemple, I’affinité de la
génistéine pour le RE d’esturgeon (IC50=220 nM) est deux fois supérieure a celle pour le RE de

truite (IC5,=570 nM) (Latonnelle et al., 2002a). Par ailleurs, chaque toxique posse¢de une affinité
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propre pour chacun des REs. D’apres les résultats repris sur 4 études effectuées sur 5 especes de
poissons, dont 4 ovipares et une espece vivipare (Annexe 18) (Andreassen et Korsgaard, 2000,
Kloas et al., 2000, Latonnelle et al., 2002a, Tollesfen et al., 2002), I’affinité des (EMs peuvent
étre classés, pour chaque RE, de la maniére suivante :
¢ RE de la carpe : E2 > El >> BPA > 4-OP > TCB > DEP > 4-NP >> p,p’-DDT (Kloas et
al., 2000),
® RE du saumon et de la truite : E2 > EE2 > E1 > Gen, Zon >> 4-OP, o0,p’-DDT , 4-NP
(Tollesfen et al., 2002),
¢ RE de la truite : E2 > Form >Gen >> Equol > Diad > Bio A (Latonnelle et al., 2002a),
¢ RE de I’esturgeon : E2 > Gen > Form >> Equol > Diad > Bio A (Latonnelle et al., 2002a),
¢ RE de I'anguille vivipare : E2 > p-NP, 4-OP (Andreassen et Korsgaard, 2000).
De ces résultats se dégage, le fait, qu’il existe deux types d’(EMs : a forte et & faible affinité. Les
(EMs a forte affinité regroupent des analogues stéroidiens, naturels ou de synthése : E1, EE2,
quelques phyteestrogénes (génistéine, formonométine) et des myccestrogénes (zéaralénone). Quant
aux (EMs a faible affinité, ils regroupent quelques phyteestrogénes (équol, diadzéine et biochanine
A) et certaines substances anthropiques : les alkylphénols, le bisphénol A, certains phtalates
(diéthylphtalate), certains PCBs (3, 3°, 4, 4’ trichlorobiphényle) et quelques pesticides (p,p’-DDT
et o,p’-DDT).
L’affinité¢ des (EMs pour un RE, donne donc une idée de leurs potentiels cestrogéniques.
Mais elle ne reflétera pas, a elle seule, la situation dans 1’organisme entier. En effet, des facteurs
toxicocinétiques comme la bioaccumulation et le métabolisme peuvent également influer sur le
potentiel cestrogénique. Par exemple, la métabolisation d’une substance peut considérablement
diminuer son potentiel cestrogénique. C’est le cas pour la formonométine qui, injectée a des
esturgeons immatures, n’induit aucun effet (Latonnelle et al., 2002b). Pourtant, elle présente une
affinité €levé pour le RE d’esturgeon (Latonnelle er al., 2002a) et est capable d’induire la
synthése de VTG in vitro. Inversement, dans le cas de la génistéine, son affinité pour le RE
n’explique pas son potentiel cestrogénique élevé chez 1’esturgeon. En effet, son affinité pour le
RE d’esturgeon n’est que deux fois supérieure a son affinité pour le RE de truite arc-en-ciel.
Pourtant, in vivo, le potentiel cestrogénique de la génistéine chez I’esturgeon est 50 fois supérieur

a celui observé chez la truite arc-en-ciel (Latonnelle ef al., 2002a).
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Par conséquent, tous les tests de screening, comme par exemple le yeast receptor assay
(Folmar et al., 2002, Cargouét et al., 2004, Pawlowski et al,, 2004a) évaluant le potentiel
eestrogénique d’une substance via son affinité pour un type de RE (humain ou d’une espece de
poisson spécifiquement), ne traduiront pas forcément la réalité du probleme dans

I’environnement (Kloas ef al., 2000, Folmar et al., 2002).

L. C. - 2. 2. Transcription des génes du RE et de la VTG
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Figure 4 : Activation de la transcription des génes du RE et de la VTG de truite arc-en-ciel. Les
hépatocytes ont été traités pendant 24 h avec 1 uM de E2 en présence ou en absence d’(EMs

(Flouriot et al., 1995).
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La liaison des (EMs avec les récepteurs REs, induit leur activation de la méme maniere
que les estrogénes. Cette activation aboutit a la transcription du géne des REs puis, plus tard, &
celui de la VTG.

Ainsi d’apres I’étude de Flouriot et al. (1995), les pesticides comme le Chlordécone, le
Lindane, mais aussi le 4-nonylphénol (4-NP) et le mélange de PCBs (Aroclore 1245) activent
tous la transcription des génes du RE et de la VTG chez des hépatocytes de truite arc-en-ciel,
contrairement au pentachlorophénol (Figure 4) (Flouriot ef al,, 1995). Ce composé est un
antagoniste du récepteur RE.

D’autre part, cette étude montre que le Chlordecone est I'(EM qui a le plus fort potentiel
cestrogénique, celui-ci étant équivalent & celui de I’cestradiol. Au contraire, le 4-NP est I'(EM qui
a le plus faible potentiel cestrogénique : 1a concentration de 4-NP testée (10 uM) induit une de
synthese ’ARNm de VTG correspondant a peine 8 5 % de celle induite par 1 pM de E2
(Figure 4) (Flouriot et al., 1995).

Par ailleurs, le décalage entre la transcription des ARNm du RE et de la VTG differe
selon ’(EM concerné. Pour I'E2 et le Chlordécone, les temps de latence sont de 1-2 h pour
I’ARNm du RE et de 3-4 h pour la VTG. En ce qui concerne I’ Aroclor et le Lindane, les temps
de latence sont plus élevés : 5-6 h pour le RE et 10-14 h pour la VTG. De plus, ces deux
substances ne sont pas capables de déplacer la liaison entre I’'E2 et le RE. Ceci indique donc que
ce ne sont pas ces molécules qui activent directement le RE mais plutdt leurs métabolites. Quant
au nonylphénol, son action sur I’induction de la synthése des ARNm, s’effectue sur une période
plus courte. Le maximum de synthese est atteint en 5 h contre 12 h pour I’E2 et le Chlordécone
et 20-25 h pour I’ Aroclor et le Lindane. De plus, son action diminue également trés rapidement.

Ceci serait dii a son élimination ou a sa métabolisation rapide (Flouriot et al., 1995).

L C. - 2. 3. Induction de la synthése de VTG

Plusieurs études réalisées sur diverses especes piscicoles ovipares confirment que la
production anormale de VTG par les méles et les jeunes immatures, est le biomarqueur commun
a tous les (EMs (Annexes 6). Les quantités de VTG produites sont proportionnelles a la

concentration en toxique (Gimeno et al., 1998a, Gimeno et al., 1998b, Routledge et al., 1998,
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Arukwe et al., 2000, Kinnberg et al., 2000, Bennetau-Pelissero et al., 2001, Le Gac et al., 2001,
Madsen et al., 2002, Tilton et al., 2002, Van der Belt et al., 2003, Pawlowski et al., 2004b) et &
la durée d’exposition (Le Gac er al., 2001, Madsen et al., 2002, Pedersen et al., 2003).
Cette stimulation anormale de la production de VTG est réversible. En effet, les quantités de
VTG produites diminuent aprés I’arrét de la contamination : soit aprés métabolisation et/ou
élimination du contaminant (Folmar et al., 2001, Andersen et al., 2003), soit apres éloignement
de la zone polluée (Okoumassoun et al., 2002). Une action synergique des différents (EMs se
répercute aussi sur la production anormale de VTG (Routledge ef al., 1998, Arukwe et al., 2000).

La détection de la VTG plasmatique chez les poissons péchés apres le rejet des STEPs
dans les eaux de surface traduit donc le potentiel cestrogénique des effluents traités (Harries et
al., 1999, Larsson et al., 1999, Tilton et al., 2002, Todorov et al., 2002, Hemming et al., 2004).
L’étude des poissons, en aval, permet aussi d’étudier la dispersion de la contamination dans les
eaux de surface (Flammarion et al.,, 2000, Hashimoto er al., 2000, Fawell et al., 2001,
Okoumassoun et al., 2002, Vethaak et al., 2002, Hemming et al., 2004). Cette détection permet
également d’anticiper les problémes pathologiques (EMs dépendants. En effet, la production
anormale de VTG apparait pour des concentrations plus faibles d’(EMs que celles induisant les
pathologies (Christiansen et al., 1998b, Gimeno et al., 1998a, Gimeno et al., 1998b, Hashimoto
et al., 2000, Kinnberg et al., 2000, Bennetau-Pelissero et al., 2001, Folmar et al., 2001, Le Gac
et al., 2001, Ackermann et al., 2002, Villeneuve et al., 2002, Andersen er al., 2003, Van der Belt
et al., 2003, Pawlowski et al., 2004b). Par exemple, chez les poissons téte de boule contaminés
avec de I’EE2, I'inhibition de la spermatogenése apparait au-dela de 10 ng/l alors que la
production de VTG est stimulée dés 1 ng/l et devient significative a partir de 3 ng/l (Pawlowski

et al., 2004b).
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L. D. Détection de la production anormale de VTG

Différentes méthodes de dosage de la VTG ont été développées ces derniéres années pour
détecter et quantifier la production anormale de VTG chez les males et les jeunes immatures
pour diverses especes piscicoles. Ces méthodes peuvent étre classées en deux catégories : les

méthodes indirectes et les méthodes directes (Schwaiger et Negele, 1998).

L. D. - 1. Dosages indirects

Le dosage de la VTG par les méthodes indirectes, repose sur le dosage d’éléments entrant
dans sa composition comme le calcium (Tyler et Sumpter, 1990b) ou les groupements
phosphates (Gagné et Blaise, 1998, Gagné et al., 1999, Heppell et Sullivan, 1999, Gagné et
Blaise, 2000).

L’inconvénient majeur de ces méthodes est qu’elles intégrent plusieurs facteurs autres
que la production de VTG. De plus, pour certaines especes de poissons, le seuil limite de
détection est élevé. Par exemple, le dosage de calcium présente une corrélation avec la
production de VTG seulement quand celle-ci est supérieure 2 1 mg/ml. Or, dans le cas des carpes
Cyprinus carpio, cette concentration de VTG est la concentration plasmatique maximale obtenue
chez les femelles matures en pleine période de vitellogenese (Tyler et al., 1996). Cette méthode

d’évaluation de la production de VTG ne peut donc pas étre employée pour cette espece.

I. D. - 2. Dosages directs

Les techniques utilisées dans les méthodes directes sont basées soit sur les
caractéristiques propres de la VTG, comme son poids moléculaire, soit en révélant sa présence

ou sa synthese a I’aide de moyens immunologiques ou de biologie moléculaire.
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L. D. - 2. 1. Méthodes électrophorétiques

Les molécules de VTG de chaque espece de poissons sont caractérisées par leur poids
moléculaire (monomeres et dimeres). Ces caractéristiques peuvent étre utilisées pour les détecter
dans des échantillons plasmatiques par des techniques électrophorétiques de type SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Le SDS est un agent dénaturant.
Les concentrations protéiques des bandes de VTG, obtenues apres la migration, sont alors
estimées par densitométrie (Allner et al., 1999).

Cette technique ne requiert que 1 ul de plasma. Ce qui permet I’étude des especes de
poisson de petites tailles ou des jeunes immatures. La limite de détection est de 1 ng de protéine.
Cependant, le nombre d’échantillons pouvant &tre analysés est limité (Allner ef al., 1999).

Certaines études associent cette technique électrophorétique avec une technique de
Western blot (Schmieder et al., 2000). Aprés la migration des protéines dans le gel, celles-ci sont
transférées sur une membrane de maniére a les rendre accessibles aux Acs anti-VTG. La
concentration protéique de la VTG est, également, estimée par densitométrie. Cette technique
permet d’identifier sans équivoque la VTG, mais du fait de la perte de protéines inhérente au

transfert des protéines, les concentrations estimées ne représenteront pas exactement la réalité.

I. D. - 2. 2. Méthodes immunologiques

L. D. - 2. 2. 1. Principe général

Les méthodes immunologiques utilisent la liaison spécifique qui existe entre un anticorps
(Ac) et son antigéne (Ag).

Les Ac sont des molécules produites par le systtme immunitaire en réponse a une
agression extérieure : ils sont synthétisés lors de la réponse humorale par des lymphocytes B
apres que ces derniers aient été activés par I’Ag. Le premier role des Acs est de se lier aux Ags
étrangers pour les neutraliser ou les présenter aux cellules phagocytaires qui les détruiront
ensuite par opsonisation. Ils peuvent également activer le systeme du complément pour qu’il

neutralise les Ags (Roitt et al., 1997). Cinq classes d’Acs (ou immunoglobulines - Ig) existent :
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Immunogobulines de type A, D, E, G et M. IIs different 2 la fois par leur rdle physiologique et
par leur structure.

Pour détecter la présence d’une protéine dans un liquide physiologique, un Ac spécifique
est indispensable. Les Acs la plus utilisés sont les IgGs, les Acs de la réponse humorale
secondaire hautement spécifique. Selon leur mode de production, deux types d’Acs sont

disponibles : les anticorps polyclonaux (Acp) ou les anticorps monoclonaux (Acm).

Anticorps polyclonaux

Les premiers Acs anti-VTG produits ont été des Acs polyclonaux spécifiques de la VTG
de carpe, de truite commune, de gag (Mycteroperca microlepis), de sole anglaise, de gobie, de
poisson zebre, de poisson téte de boule et d’omble de I'arctique (Salvelinus alpinus). Jusqu’a ce
Jour, tous ces Acps ont été obtenus en immunisant des lapins, avec des solutions plus ou moins
purifiées de VTG, selon des protocoles spécifiques a chaque laboratoire (Tyler et Sumpter, 1990b,
Mafianés et al., 1994a, Lomax et al., 1998, Heppell et Sullivan, 1999, Johnsen et al., 1999,
Fenske er al., 2001). Apres I’étape d’immunisation, le sang de I’animal est réguliérement prélevé.
L’antisérum obtenu est alors utilisé soit tel quel (Lomax et al., 1998, Heppell et Sullivan, 1999,
Johnsen et al., 1999, Sherry et al., 1999, Fenske et al., 2001), soit aprés purification des Acps
(Tyler et al., 1999, Mylchreest et al., 2003, Ohkubo et al., 2003).

L’avantage principal de ces Acps est di a leur méthode de production peu onéreuse et
tres rapide. En effet, ils sont obtenus 2 & 3 mois aprés I'immunisation initiale. De plus, de
grandes quantités d’Acps peuvent &tre produites a partir du sérum d’un animal
immunisé (environ 10 mg/ml). Cependant, dans les échantillons d’ Acps obtenus, seule une faible
proportion d’immunoglobulines (0,1 a 10 %) sera spécifique de I’Ag avec lequel ’animal a été
immunisé. En outre, I’obtention d’une production continue d’Acps implique plusieurs
immunisations et le sacrifice d’un grand nombre d’animaux. Ainsi, le mélange d’Acps, dirigés
contre les différents épitopes immunogenes de la protéine, obtenu a chagque immunisation est
différent. Les résultats des différents tests immunologiques développés avec les Acps issus de
diverses immunisations (inter-laboratoire et intra-laboratoire) ne sont donc théoriquement pas

comparables (Roitt et al., 1997).
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Anficorps monoclonaux

Récemment, différents anticorps monoclonaux (Acm) spécifiques de la VTG de la truite
arc-en-ciel, du médaka, du saumon atlantique (Salmo salar) et du petote (Cyprinodon
variegatus) ont été produits (Nilsen et al., 1998, Bowman et al., 2000, Folmar et al., 2000, Marx
et al., 2001, Kordes et al., 2002, Nishi et al., 2002).

Les protocoles de production des Acms sont plus complexes que ceux des Acps. Ils
different 1égerement selon 1I’Ag bien que leur trame soit identique et que leur mode de production
soit toujours basé sur le premier protocole développé par Kohler et Milstein, en 1975. Les
animaux utilisés sont des souris femelles. Comme pour la production des Acps, les animaux sont
immunisés a plusieurs reprises par injections intrapéritonéales espacées de 2 & 3 semaines, avant
de recevoir un rappel intraveineux 4 jours avant le sacrifice. La rate des souris est alors
rapidement prélevée et vidée de ces splénocytes (lymphocytes B de la rate produisant les Acs).
Ces cellules sont alors fusionnées avec des myélomes (cellules immunitaires cancéreuses de
souris) a ’aide d’un agent de fusion, le PEG (polyéthylene glycol). Une premicre sélection des
cellules, basée sur la survie, est réalisée en ajoutant dans le milieu de culture un agent sélectif
comme par exemple le HAT (composé d’Hypoxanthine, d’Aminoptérine et de Thymidine)
(Galfré et Milstein, 1981) ou bien le HAZ (composé d’Hypoxanthine et d’Azaserine) (Marx et
al., 2001). Seules les cellules issues de la fusion d’un splénocyte et d’une cellule de myélome
pourront se développer dans ce milieu. Enfin, chaque type d’hybridomes (lignée de cellules
produisant un Ac spécifique d’un épitope de la VTG) est isolé par clonage (Galfré et Milstein,
1981, Marx et al., 2001).

Les hybridomes ainsi obtenus, héritent & la fois de la capacité des splénocytes & produire
des Acs spécifiques et de I'immortalité des myélomes (Kohler et Milstein, 1975, Galfré et
Milstein, 1981, Roitt et al., 1997, Melchior et al., 2001). Ces qualités permettent donc que la
production des Acms soit continue pendant un temps indéfini. En outre, ces cellules peuvent étre
congelées et remises en culture sans étre altérées. Par conséquent, pour une lignée d’hybridome
donnée, il existe une source constante, reproductible et renouvelable du méme Acm en grande
quantité. Enfin, un avantage supplémentaire des Acms est que les tests immunologiques utilisant

le méme Acm sont aisément comparables. Par contre, I’inconvénient de cette méthode est qu’elle
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est longue et onéreuse. Ainsi, pour obtenir les hybridomes producteurs d’ Acms spécifiques de la

VTG, il faut compter plus d’un semestre.

L D. - 2. 2. 2. RIA (Radioimmunoassay)

La premiere méthode de dosage de la vitellogénine par la technique de RIA
(Radioimmunoassay) a été développée par Tyler et al. en 1990. Cette méthode utilise des Acps
anti-VTG de carpe. Une quantité connue de VTG marquée avec de I'iode '*° radioactif est
mélangée avec une solution d’Acps anti-VTG et des solutions de VTG de concentrations
variables connues (standards) ou un échantillon plasmatique dont la concentration en VTG est
inconnue. Une compétition négative s’installe entre les molécules de VTG marquées et non
marquées : plus la concentration de la solution de VTG non-marquée est importante, moins de
molécules de VTG marquée se lient aux Acps. Une courbe d’étalonnage reflétant la
proportionnalité¢ entre la diminution du nombre de VTG marquée liée aux Acps et la
concentration en VTG non-marquée présente dans les différentes solutions peut alors étre tracée.
A partir de cette courbe d’étalonnage, la concentration en VTG d’un échantillon plasmatique
peut étre estimée.

Cette technique est trés spécifique et trés précise. La gamme de concentration est
comprise entre 2 ng/ml et 200 ng/ml (Tyler et Sumpter, 1990b). De plus, la microtitration permet
d’analyser un grand nombre d’échantillons. Les inconvénients présentés par cette technique sont
liés a Dutilisation d’éléments radioactifs et du matériel nécessaire a leur détection. Cette
utilisation rend ces techniques cofiteuses. De plus, leur mise en oeuvre implique la possession, en
plus des appareils spécifiques, des locaux protégés, du personnel spécialisé et 1’obtention

d’autorisations pour la détention et 1’utilisation du matériel radioactif.

L D. -2.2. 3. ELISA (Enzyme Linked Immunoassay)

Pour éviter de travailler avec des éléments radioactifs, une autre technique
immunologique, dénommée ELISA (Enzyme Linked Immunoassay), peut é&tre utilisée. Cette
technique fonctionne avec des marqueurs dits froids : les Acs utilisés pour la révélation de la

réponse sont marqués avec des enzymes telles que la peroxydase ou la phosphatase alcaline. Des

- 88 - Partie 1. Analyse Bibliographique



substrats spécifiques sont fournis a ces enzymes, leur transformation induisant la formation d’un
produit coloré dont la concentration est mesurée par lecture spectrophotométrique. Comme pour
les RIAs, cette technique a été adaptée pour I’analyse en microplaques multipuits. Quatre

méthodes d’ELISA existent : indirecte, compétitive, sandwich et capture (Figure 5).

ELISA
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Etape 5 : Ajout du substrat et révélation

Légendes: 4 VTG 4 VTG marquée A AcantiVIG & Ac anti-Ig
BSA  Ac anti-VTG li¢ Ac anti-VTG
Protéine 2 34de1a VTG marqué ft Ac anti-Ig marqué
plasmatique

Figure 5 : Les différentes étapes constituant les quatre méthodes ELISA, indirect, compétitive,

sandwich et capture.
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ELISA indirect

Dans la méthode indirecte, les échantillons a analyser et les solutions standard de VTG
sont directement déposés au fond des puits (Figure 5). Puis, aprés une étape de saturation des
sites non-spécifiques avec de la BSA (Bovine Serum Albumin), des Acs anti-VTG sont déposés
a leur tour. Ensuite, un deuxiéme Ac anti-immunoglobuline (Ac anti-Ig) de souris marqué avec
une enzyme est a son tour déposé dans les différents puits. Enfin, le substrat de I’enzyme est
ajouté et aprés un temps suffisant pour que les colorations soient significatives, la coloration est
stoppée. La lecture spectrophotométrique est alors effectuée 3 1’aide d’un lecteur de
microplaque. Entre chaque étape, des lavages avec une solution tampon (PBS ou TRIS) enrichie
en détergent comme le Tween 20, sont exécutés afin d’éliminer I’excédent de molécules non
fixés (Denslow et al., 1999).

Cette technique d’ELISA est la plus simple a réaliser et la moins cofiteuse car elle utilise
moins de produits (Folmar et al., 2000). Elle est souvent utilisée pour tester la spécificité d’un
Ac (Kordes er al., 2002) ou pour déterminer les concentrations optimales de travail en Ag et en
Ac (Sherry et al., 1999) mais plus rarement comme test d’évaluation des risques (Folmar et al.,
2000). En effet, cette technique ELISA est la moins sensible de toutes (Denslow et al., 1999) car
une compétition entre les protéines constitutives du plasma et la VTG, se met en place au

moment de I’étape de cotage faisant que plus la concentration en VTG est faible, plus sa

probabilit€ d’adhérer au fond des puits diminue, au profit des autres protéines.

ELISA compétitif

Dans cette méthode dite compétitive, le fond des puits est tapissé avec de la VTG 2 une
concentration connue. Quant aux Acs anti-VTG, ils sont préalablement mis en contact avec
différentes solutions de VTG a des concentrations variables afin de réaliser la courbe
d’étalonnage. Ces différentes solutions d’Acs sont alors déposées dans les puits de Ila
microplaque. Seuls les Acs non préalablement liés, se fixent sur les molécules de VTG tapissant
le fond des puits. Par conséquent, plus la concentration en VTG dans les solutions standards est

élevée, moins d’Ac anti-VTG se fixeront au fond des puits et donc plus la réponse
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colorimétrique sera faible. Les échantillons plasmatiques subissent les mémes étapes que les
solutions standard de VTG.

A ce jour, la majorité des tests développés pour détecter la production anormale de la
VTG par les males et les jeunes immatures chez diverses espeéces de poissons (le bar Genus
morone, la carpe, ’omble de I’arctique, le poisson téte de boule, le poisson zebre, la truite
commune, le gag, la sole anglaise sont des tests ELISA compétitifs (Lomax et al., 1998, Heppell
et al., 1999, Heppell et Sullivan, 1999, Johnsen et al., 1999, Sherry et al., 1999, Tyler et al.,
1999, Fenske et al., 2001, Mylchreest et al., 2003). Ils utilisent tous des Acps et sont d’une
sensibilité tres élevée (Tableau 14). Leur limite inférieure de détection peut descendre a 1 ng/ml
(Tyler et al., 1999). De plus, les coefficients de variations intra et inter-essai montrent que cette
technique donne des résultats reproductibles si elle est utilisée dans des conditions identiques

notamment avec le méme mélange d’ Acps.

Tableau 14 : Caractéristiques des ELISA compétitifs, sensibilité et précision (Lomax et al.,
1998) [1], (Heppell et Sullivan, 1999) [2], (Heppell et al., 1999) [3], (Johnsen et al., 1999) [4],
(Sherry et al., 1999) [5] (Tyler et al., 1999) [6] et (Fenske et al., 2001) [7].

. Limite (ng/ml) Coefficient de variation (%) -~
Poissons . s L . . . . Référence
inférieure  supérieure intra-essai inter-essai
Bar (Genus morone) 33 118 3,8 59 3]
Carpe I 50 8.9 9,7 [6]
Gag 19 1452 6,2 8,2 2]
Omble de I’arctique 2 125 8,6 13,3 (4]
Sole 10 450 6.8 9,6 {1]
Truite marron 30 1000 <10 % - [5]
Poisson zebre 3 500 4,9 7,5 [7]
ELISA sandwich

Concernant les ELISA sandwich, comme leur nom I’indique, I’Ag est pris en sandwich
entre deux Acs spécifiques (Figure 5). Pour que cela soit possible, deux Acs différents, c'est-a-dire
spécifiques de deux épitopes différents, doivent €tre utilisés de maniere a ce qu’ils n’entrent pas en
compétition (Denslow et al., 1999). Dans la majorité des cas, le deuxieme Acs spécifique de I’Ag
est marqué avec des enzymes. En effet, les Acs qui se cotent au fond des puits, se fixent dans

n’importe quel sens. Or, si ces Acs se fixent en laissant leur groupement Fc disponible, des Acs
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anti-immunoglobuline pourraient s’y fixer, générant un bruit de fond élevé. Le marquage du
deuxiéme Acs anti-VTG remédie a ce probleéme.

Quelques tests ELISA sandwich ont déja été développés avec des Acps (Ohkubo et al.,
2003), mais également avec des Acms (Nishi er al., 2002) spécifiques de la VTG de gobie et de
médaka. Par ailleurs, dans d’autres études, les auteurs ont préféré utiliser des Ac (Acps ou Acms)
spécifiques de la lipovitelline pour détecter la production anormale de VTG par les males et/ou
les jeunes immatures chez les poissons zébres, les médakas, les carpes et cing especes de
salmonidés dont la truite arc-en-ciel (Fukada er al., 2001, Holbech et al., 2001, Kordes et al.,

2002, Fukada et al., 2003) (Tableau 15).

Tableau 15 : Caractéristiques des ELISA sandwichs, sensibilité et précision (Fukada et al., 2001)
[1], (Holbech et al., 2001) [2], (Kordes ez al., 2002) [3], (Nishi et al., 2002) [4] (Fukada er al.,
2003) [5] et (Ohkubo et al., 2003) [6].

Limite (ng/ml) Coefficient de variation (%)

Poisson Acs o . i i i .. Références
inférieure supérieure  intra-essai inter-essai

Carpe Acp anti-LV 2 1000 7,7 8,5 51

Gobie Acp anti-VTGs3g 1,25 160 o 13,3 (6]
Acp anti-VTGsp 0,26 66 3,5 3,3

Médaka Acm anti-LV 9 600 <5 <5 [3]
Acm anti-VTG I 100 7,7 8,5 [4]

HMEAS 5 o anfily 0,06 500 3.6,7 3,2-5,9 (1]

en-ciel

Poisson s o anti-LV 0.2 20 5.8 10,4 2]

zebre

La lipovitelline est issue de la métabolisation de la VTG dans les oocytes. Ces deux
protéines posseédent donc une séquence d’acides aminés analogue. Dans ces quatre études, les
Acs produits contre la lipovitelline ont été sélectionnés pour leur capacité 2 reconnaitre
également la VTG. Le choix de Iutilisation d’Ac anti-lipovitelline (Lv) se justifie car il est plus
facile d’obtenir des quantités suffisantes de protéine pour produire des Acs et plus
particulierement des Acms. En effet, cette protéine est concentrée dans les oocytes alors que la
VTG est diluée dans le plasma (Holbech et al., 2001, Kordes et al., 2002, Fukada et al., 2003).
De plus, certaines especes de poissons, comme les médakas, sont si petites que le maximum de
volume sanguin pouvant €tre prélevé est d’environ 7 pl (Kordes et al., 2002). Par ailleurs, parmi

les tests développés avec des Ac anti-Lv, deux tests utilisent des Acs marqués avec une molécule
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chimioluminescente (ester d’acridium chimioluminescent) et non avec une enzyme (Fukada et
al., 2001, Fukada er al., 2003). Ces tests ELISA sandwichs sont plus sensibles que les tests
ELISA compétitifs car les limites inférieures de détection pouvent atteindre des valeurs

inférieures a 1ng/ml (Tableau 15).

ELISA “ capture ”

Un autre type de test ELISA dit “ capture ” a été mis au point récemment par I’équipe
Hennies et al. (2003) avec des Acps anti-VTG pour la carpe et la perche (Hennies et al., 2003).
Cette technique est basée sur la capture successive de différentes molécules (Figure 5). Tout
d’abord des Acs anti-Ig sont déposés aux fonds des puits. Ensuite des solutions contenant des
quantités connues d’Acps anti-VTG mélangés aux différents échantillons a analyser (standard et
échantillon plasmatique) sont ajoutées : les Acs anti-Ig vont capturer les Acps liés ou libres.
Enfin, une solution de VTG marquée (avec une sonde froide) de concentration connue est
ajoutée. Les molécules de VTG marquée vont ainsi se lier avec les Acps libres. Par conséquent,
plus la concentration en VTG sera élevée dans les échantillons a analyser moins de molécules de
VTG marquée pourront étre capturées et donc, plus la coloration sera faible.

Le test ELISA capture développé pour la carpe donne de meilleurs résultats par rapport a
celui développé pour la perche. En effet, les coefficients de variation inter-essais varient entre 3 et
12,3 % pour la carpe et 11 et 23 % pour la perche. Par ailleurs, I’intervalle d’analyse est beaucoup
plus restreint pour la perche avec, en plus, une limite inférieure plus élevée (entre 40-960 ng/ml
pour la perche et entre 27-1730 ng/ml pour la carpe). Cette différence serait due a la fragilité plus
importante de la VTG de perche. Les auteurs de cette étude préconisent donc I’utilisation de la
carpe plutdt que celle de la perche comme espece de référence, pour évaluer I'impact

environnemental des (EMs, quand cela est possible (Hennies et al., 2003).

I. D. - 2. 3. Méthodes de biologie moléculaire

La technique de biologie moléculaire consiste a doser la concentration en ARNm de VTG

synthétisée, a 1’aide de sondes nucléiques complémentaires marquées. Cette technique est
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couplée avec une technique de RT-PCR (Reverse transcriptase-polymerase chain reaction) dont
I’objectif est :
¢ de produire les ADNc complémentaires des ARNm présents dans le cytoplasme des
hépatocytes,
¢ et d’augmenter proportionnellement leur nombre de fagon a amplifier la réponse (Canapa

et al., 2002).

Les transcrits obtenus peuvent alors étre quantifiés soit directement, si le marquage des sondes le
permet (marquage radioactif des sondes), (Bowman et al., 2000) soit 4 ’aide d’Acs spécifiques
du marqueur des sondes nucléiques (sondes marquées avec de la digoxigénine, utilisation d’Ac
anti-digoxigénine). Ces Acs sont eux-mémes marqués avec un marqueur enzymatique qui permet
la révélation de la réponse (Gagné et Blaise, 1998).

Cette méthode trés sensible permet de quantifier avec précision les quantités d’ARNm
produites qui sont de I’ordre du nombre de mol/ng d’ARN total (Ackermann et al., 2002) ou
du ng/ug d’ARN total (Bowman et al., 2000). Le potentiel transcriptionnel de différents (EMs
sur le géne de la VTG peut ainsi étre évalué et comparé (Bowman et al., 2000, Ota et al., 2000,
Denslow et al., 2001). Pour autant, cette méthode ne traduit pas avec exactitude le potentiel
cestrogénique des toxiques.

En effet, d’une part, les taux de VTG produits peuvent augmentés significativement alors
que I’augmentation du nombre de transcrits d’ARNm ne I’est pas encore (Ackermann et al.,
2002). C’est le cas pour des truites arc-en-ciel traitées avec 1 pg/l de NP (nonylphénol), pendant
une année : la quantité de VTG est multipliée par deux alors que le nombre de transcrits ne differe
pas du taux basal des témoins. Ceci s’explique par le fait que, les EMs agissent, comme les
eestrogenes endogenes, a la fois sur la transcription mais également sur la durée de vie de
IPARNm. Or, en allongeant sa durée de vie, ces substances augmentent le rendement de
production de molécules de VTG par molécule d’ARNm (Ackermann e al., 2002).

D’autre part, I'augmentation du nombre d’ARNm transcrits ne se traduit pas
obligatoirement par une augmentation proportionnelle de la quantité en protéine. En effet, dans
Bowman et al. (2000) ont observé une saturation du processus de traduction. Ainsi, malgré une
augmentation du nombre d’ARNm (42 et 13 fois) entre les deux doses d’E2 et d’EE2 testées

(200 et 2000 ng/l, et 100 et 1000 ng/l, respectivement), la quantité protéique n’a été multipliée
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que par 3,5 et 3,7, respectivement (Bowman et al., 2000). Enfin, I’action des (EMs perdure encore
pendant un certain temps apres I’arrét de la transcription du geéne. Ainsi, par exemple, le nombre
d’ARNm revient 2 son taux normal 2 jours apres I’arrét d’une exposition de 16 jours, avec 0,089
et 0,71 pg/l d’E2 ou 5,6 et 59,6 g/l de NP tandis que le taux plasmatique de VT'G ne commence
a diminuer que 4 jours apres 1’arrét de I’exposition. Enfin, il peut s’écouler presque 2 mois avant
que celui-ci ne revienne a son taux basal (Hemmer et al., 2002) .

Par conséquent, malgré la grande précision des méthodes de biologie moléculaire, elles
présentent également des inconvénients. Elles sont trés onéreuses et elles impliquent le sacrifice
systématique des animaux puisque les ARNm sont prélevés dans le cytoplasme des hépatocytes.
Ces techniques sont donc difficilement utilisables comme test de routine pour 1’évaluation des

riques induit par les (EMs.
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L. E. Le test d’agglutination a billes de latex (ou LAT pour
Latex Agglutination Test)

N

L’évaluation des risques suppose, a la fois, de déterminer 1’éventuel potentiel
cestrogénique de toute nouvelle molécule avant sa mise sur le marché mais aussi d’analyser
régulierement 1’état de ces molécules dans 1’environnement. En effet, la métabolisation par des
bactéries de I’environnement d’une molécule non-estrogénique peut aboutir a la formation d’un
produit cestrogénique et vice versa (Panter et al., 1999).

Dans le cas de I’évaluation du potentiel cestrogénique d’une nouvelle molécule, les tests
ELISA semblent les plus appropriés. En effet, ils sont trés sensibles, trés précis et permettent
I’analyse simultanée de nombreux échantillons. Par contre, les tests ELISA utilisant du matériel
spécialisé, et nécessitant un délai de 24 heures avant 1’obtention des résultats, ne peuvent étre
réalis€s directement sur le terrain. IIs ne sont donc pas appropriés pour établir un diagnostic
rapide et régulier de la situation in situ. Par ailleurs, leur exécution nécessite du personnel
qualifié. Par conséquent, pour réaliser ce type d’analyse, les organismes comme le Conseil
Supérieure de la Péche ou bien les Agences de I’eau, doivent faire appel 4 des laboratoires
spécialisés.

Différents types de tests de diagnostic rapide sont, depuis longtemps, utilisés pour

remplacer les tests ELISA comme les tests d’agglutination.

L E. - 1. Historique

Depuis plus de 100 ans, les tests d’agglutination sont régulierement utilisés dans le
monde médical pour diagnostiquer rapidement et de maniere peu cofiteuse des maladies, telles
que la fievre typhoide (Test Widal mis au point par F. Widal en1896) (Olopoenia et King, 2000).
Les premiers tests €taient des tests sérologiques qui utilisaient la capacité des globules rouges 2
s’agglutiner en présence :

¢ d’un Ag spécifiques d’un Ac présent a leur surface ;

¢ ou d’un Ac spécifique d’un Ag présent a leur surface.
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Les globules rouges ont ensuite été remplacés par des billes de silice (Thomas et al.,
1999), de gélatine (Kim et al., 1999, Castro et al., 2001) ou de latex (Amuy et al., 1997, Biischer
et al., 1999, Ramadass ef al., 1999, Attar et al., 2001, Ishii et al., 2001, Salama et al., 2001,
Bhaskar et al., 2003, Chandrakesan et Parija, 2003). Ce type de test a alors pu €tre élargi a
d’autres pathologies ol les molécules a détecter (Ac ou Ag) ne se trouvaient pas a la surface d’un
globule rouge mais libre dans un liquide physiologique (sang, urine, liquide céphalorachidien...).

Les tests d’agglutination sont, encore aujourd’hui, plus particulierement mis au point pour
diagnostiquer des maladies tropicales (comme par exemple la leishmania viscérale, la leptospirose
et les infections trypanosomiales) (Biischer et al., 1999, Kim et al., 1999, Ramadass et al., 1999,
Attar et al., 2001, Chandrakesan et Parija, 2003) ou des empoisonnements (Amuy et al., 1997) car
ils sont facilement utilisables, notamment dans les contrés reculées (Amuy et al., 1997). En effet,
les tests d’agglutinations de base, réalisés en plaques ou en tubes, ne nécessitent aucun
appareillage électrique. De plus, les résultats sont obtenus trés rapidement (moins de cinq
minutes) ce qui, dans le cas d’un empoisonnement, est primordial (Amuy et al., 1997). D’autres
maladies plus largement répandues dans le monde sont également diagnostiquées a 1’aide de ce
type de test, comme, par exemple, les hépatites B ou C (Ishida et al., 2002), la tuberculose
(Bhaskar et al., 2003) ou la syphilis (Castro et al., 2001). Les tests d’agglutination peuvent
également permettre de caractériser le type précis de certains adénomes malins du col de 1’utérus
(mucinous type) (Ishii et al., 2001), ou bien de révéler la présence d’Acs anti-IgA afin d’éviter le

risque de réaction anaphylactique lors d’une transfusion sanguine (Salama et al., 2001).

L. E. - 2. Principe des tests d’agglutination a billes de latex

L E. -2. 1. Testimmunologique

Les tests d’agglutination sont des tests immunologiques semi-quantitatifs. Une échelle de
gravité peut étre établie selon le pourcentage d’agglutinats formés (Biischer et al., 1999, Attar et
al., 2001) et/ou la vitesse d’agglutination (Ramadass ez al., 1999).

Depuis quelques années, des tests plus élaborés ont été développés : ils sont généralement

associés 2 des techniques utilisant des ultrasons (Thomas ef al., 1999) ou bien la turbidimétrie
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(Reber et al., 2001), ce qui permet d’amplifier la réponse et/ou d’augmenter la sensibilité. Ces
tests sont plutdt utilisés pour confirmer un diagnostic ou déterminer le sérogroupe d’un
pathogene. Le test USELAT (ultrasound-enhanced latex immunoaglutination) permet ainsi de
caractériser les différents sérogroupes A, B, C, Y et W135 de la bactérie Neisseria meningitidis,
responsable de méningites. Cette information est importante, en particulier pour déterminer le
type de traitement et/ou de vaccination a effectuer (Gray et al., 1999).

Deux types de tests d’agglutination sont possibles : les tests indirects et directs (Figure 6)

(Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003).
g 0 :
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Figure 6 : Principe de fonctionnement des tests d’agglutination indirects (a) et directs (b).

L E. -2.2. Les tests d’agglutinations indirects

Les tests d’agglutination indirects permettent de détecter la présence d’un Acs dans le
liquide biologique étudié a I'aide d’Ags spécifiques préalablement fixés sur des billes de latex
(Biischer ef al., 1999, Kim et al., 1999, Ramadass et al., 1999, Salama et al., 2001, Bhaskar et
al., 2003).

Un volume identique d’échantillon biologique et de suspension de billes est mélangé. Si
des Acs sont présents dans I’échantillon, les liaisons qui s’établissent avec les Ags fixés sur les
billes induisent I’assemblage des billes qui forment alors des agglutinats visible 2 I’eeil nu
(Figure 6 a). Au contraire, si aucun Ac n’est présent, la suspension de billes garde son apparence

homogene.

-98 - Partie I. Analyse Bibliographique



Ce type de tests d’agglutination est applicable & des Ags mono et polyvalents, ¢’est-a-dire
possédant un ou plusieurs épitopes (protéines, drogues et hormones stéroidiennes) (Molina-

Bolivar et Galisteo-Gonzalez, 2003).

L E. - 2. 3. Les tests d’agglutinations directs

Quant aux tests d’agglutination directs, ils permettent de détecter la présence d’un
antigéne ou d’un hapténe dans un liquide biologique. Dans ce cas, ce sont des Acs spécifiques
qui sont fixés sur les billes de latex (Attar et al., 2001, Castro et al., 2001, Ishii et al., 2001,
Ishida et al., 2002, Chandrakesan et Parija, 2003). Le mode de fonctionnement de ce type de
tests reste identique a celui des tests indirects (Figure 6 b).

Cette méthode est applicable uniquement a la détection d’Ag polyvalent comme les
protéines ou les microorganismes (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003). En effet si I’Ag
ne posséde qu’un seul épitope, les billes ne peuvent pas s’assembler et aucun agglutinat ne se
forme (Figure 6 a) (Ortega-Vinuesa et al., 1998). Pour remédier a ce probleme, il suffit
d’adsorber sur les billes un mélange d’Acs reconnaissant plusieurs épitopes différents

(Figure 7 b) (Amuy et al., 1997).

; _ D O O : i Pas
Antlgene monovalent d’agglutination
> o
t—; ~l:: \JE j (
© 0 © L
Agglutination
@1 Antigéne monovalent

Figure 7 : Immunoréactivité d’un LAT direct en présence d’un antigéne monovalent : a, billes

recouvertes avec un seul type d’anticorps ; b, avec un mélange d’anticorps.

Comme pour les tests ELISA, la classe d’ Acs polyclonaux la plus utilisée dans la mise au
point des LATs directs est la classe des immunoglobulines de type G (Attar et al., 2001,

Chandrakesan et Parija, 2003). Des Acs monoclonaux peuvent parfois étre employés (Ishii et al.,
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2001). Récemment, d’autres tests ont été développés avec des fragments d’IgG, les F(ab’),
(Molina-Bolivar et al., 1998a). Les IgGs possédent une forme en “Y” avec trois extrémités :
Iextrémité Fc et les deux extrémités Fabs. Les segments Fabs sont constitués chacun d’un
paratope, les régions reconnaissant les épitopes des Ags. Les groupements F(ab’), sont obtenus
par digestion enzymatique avec la pepsine (Lamoyi et Nisonoff, 1983, Smith, 1993). Cette
enzyme coupe la molécule d’Ac en aval du pont disulfure qui relie les deux segments Fabs

(Figure 8).

Légendes :
? F(ab’),
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Figure 8 : Structure moléculaire d’une immunoglobuline de type G (Smith, 1993).

Le développement d’un test d’agglutination direct avec des anticorps anti-VTG devrait
permettre de détecter la présence anormale de VTG dans le plasma (ou le sérum) de poissons

mdles ou immatures.

I E. - 3. Facteurs influencant I’adsorption des anticorps

Bien que le concept soit simple, I’optimisation d’un test d’agglutination qui consiste &
€tudier I’adsorption des Acs sur la surface des billes de latex, nécessite la prise en compte de
plusieurs facteurs : I’hydrophobicité de la protéine et du polymere, la répartition des charges, la
stabilit€ structurale de la protéine, le pH et la force ionique de la solution (Molina-Bolivar et
Galisteo-Gonzdlez, 2003). Parmi ces facteurs le pH et la force ionique de la solution contenant la

suspension de billes sont aisément modifiables (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzalez, 2001).
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IL.E -3.1 LepH

Un léger changement de pH peut induire une modification importante de la capacité
d’adsorption des Acs. Le maximum d’adsorption est obtenu lorsque le pH de la solution est €gal
au pHi de 1I’Ac. Plus le pH de la solution differe du pHi de I’ Ac, plus la stabilité de la molécule
décroit et plus sa charge nette augmente. Le réarrangement moléculaire des Acs adsorbés induit
alors une augmentation de la surface occupée par chacune des molécules d’Ac adsorbée ce qui
diminue 1’espace disponible pour 1’adsorption d’autres Acs. De plus, I’augmentation de la charge
nette des Acs adsorbés, aboutit a I’apparition de forces électrostatiques répulsives empéchant

également 1’adsorption d’autres Acs (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzélez, 2003).

L E.-3.2. La force ionique

Les effets de la force ionique dépendent du pH de la solution. Par exemple, dans le cas
des IgGs de lapin, a pH 7, ’augmentation de la force ionique induit une décroissance de la valeur

du maximum d’adsorption tandis qu’a pH 4 et 10, cette valeur s’accroit (Figure 9 a et b).

W O ..+ b
Quantité > mM Quantité '
£ i) L . pH 4
adsorbzee adsorbée
(mg/m®) (mg/m>)
K pH 7
50 mM
,/’_'1 _H‘“\ / pH 10
T T T > T T T >
4 7 10 100 300 500
pH d’adsorption Force ionique (mM)

Figure 9 : Effets de la force ionique sur I’adsorption pH dépendante d’IgG polyclonaux de
lapins ; a : effet de la variation de la force ionique sur la valeur adsorbée a différent pH ; b : effet
de la variation de la force ionique sur le maximum d’adsorption obtenu a différents pHs (Molina-

Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003).

Ces observations indiquent, qu’a pH neutre, la stabilité structurale des IgG polyclonaux

décroit parallelement & I’augmentation de la force ionique. Par contre, quand la chaine
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polypeptidique est hautement chargée (pH=4 et 10), une augmentation de la concentration en
€lectrolytes provoque une neutralisation de ces charges et donc un accroissement de la stabilité

des IgGs (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzilez, 2003).

L E. - 4. Etude de I’adsorption des anticorps sur la surface des

billes de latex a I’aide de modéles mathématiques

L’adsorption de chaque Ac sur la surface des billes dépend du transport de la protéine
jusqu’a la superficie du polymere, de leur interaction, de son affinité pour la surface, de
I’adsorption de la nouvelle molécule qui interagit avec celles déja adsorbées, des changements
conformationnels pendant et aprés I’adsorption et, enfin, de la désorption et des mouvements
autour de la particule (Molina-Bolivar, 1999). Pour caractériser la capacité d’adsorption et, plus
précisément, D’affinit€é des Acs sur la surface des billes de latex, plusieurs modeles
mathématiques empruntés a la microbiologie, peuvent étre utilisés : les isothermes d’adsorption,

de Langmuir, de Freundlich et le modele de Scatchard.

L E.-4. 1. Isotherme d’adsorption

Les immunoglobulines comme d’autres protéines globulaires telles que les enzymes, ont
une forte tendance a s’adsorber sur des interfaces (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzélez, 2003).
Le processus d’adsorption de ces protéines sur la surface des billes de latex peut se traduire par
la réaction suivante (Serra et al., 1992) :

B+Y——BY, +Y,

ol B = Concentration en billes

Y = Concentration initial d’Acs

Yg = Concentration en Acs adsorbés sur la surface des billes

Y = Concentration en Acs non-adsorbés (en solution) a 1’équilibre

etY=Yg+ Yg

Un €quilibre se met en place entre la concentration en Acs adsorbés et la concentration en

Acs non-adsorbés restant en solution a 1’équilibre. Les isothermes d’adsorption vont décrire la
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mise en place de cet équilibre. Théoriquement, deux parties peuvent étre mises en évidence dans
ce type d’isotherme (Figure 10) :
¢ une premiere partie dont la pente positive treés forte exprime 1’affinité de I’Ac pour les
billes de latex (plus la pente est forte, plus I’affinité de I’ Ac est élevée),
¢ une seconde partie ol la surface des billes est saturée ce qui se caractérise par une
concentration d’adsorption maximale.
Ce phénomeéne de saturation se traduit dans 1’isotherme d’adsorption par un plateau (Molina-

Bolivar et Galisteo-Gonzélez, 2003).

A
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Figure 10 : Représentation théorique d’une isotherme d’adsorption d’anticorps sur des billes de latex.

La concentration maximale d’adsorption dépend a la fois des conditions expérimentales,
de la conformation de la molécule d’Ac (de la surface qu’il occupe), et surtout de 1’affinité de
I’Ac pour la surface des billes et des forces d’interactions latérales déployées par les autres

molécules déja adsorbées (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzélez, 2003).

L E. -4. 2. Isotherme de Langmuir

Le processus d’adsorption des Acs sur des billes de latex atteint, théoriquement, une
saturation. L’isotherme de Langmuir est le modele le plus approprié pour I’analyser (Falla, 1990,
Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzédlez, 2003, Oztiirk et al,, 2004). L’équation exprimant cet

isotherme s’écrit (Falla, 1990) :

1
Y, KbY, b
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olt K : représente la constante d’équilibre d’adsorption

b : représente la capacité ultime d’adsorption.

Ces constantes sont obtenues a partir de la représentation graphique (Figure 11).

F 3

1/Yg
1/Kb

-—
/ 1/b

Figure 11 : Représentation théorique d’une isotherme de Langmuir.

1/Yg

L E. -4. 3. Isotherme de Freundlich

Cependant, il s’avere que I’interaction protéine-surface est plus complexe et inclue
souvent plusieurs étapes dont deux sont déja caractérisées (Molina-Bolivar et al., 1998a, Molina-
Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003) :

¢ la premiere étape ou I’adsorption de la protéine sur la surface se fait sans changement de
conformation ou d’orientation de celle-ci,

¢ et la deuxieme étape ol la protéine change de conformation ou d’orientation avant de
s’adsorber.

Ces deux conformations, ou orientations, possédent deux affinités différentes pour la
surface des billes. L’étude de ces différentes affinités peut alors étre faite a ’aide de 1’isotherme
de Freundlich qui décrit la distribution des Acs entre la phase liquide et la phase solide (Brown et
Lester, 1982, Falla, 1990, Oztiirk et al., 2004). L’équation modélisant ce type d’isotherme

s’exprime de la maniere suivante :
o
Yy =KY;n

ol K : représente la constante d’affinité

1/n : représente la capacité d’adsorption de la surface
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Cette équation peut étre linéarisée en coordonnées In-In :

InY, =1nK+llnYE
n

La représentation graphique de la Figure 12 peut alors étre réalisée et la valeur de chaque

constante calculée.

InY
s I/n

-
/ InK

Figure 12 : Représentation théorique de la linéarisation d’une isotherme de Freundlich.

lnYE

L E.-4.4. Modéle de Scatchard

Le modele de Scatchard est un modele mathématique souvent utilisé en microbiologie pour
étudier I’adsorption des métaux par les bactéries (Falla et Block, 1993, Oztiirk et al., 2004). En
I’appliquant a I’adsorption des Acs sur la surface des billes de latex, il doit permettre d’apprécier
les quantités d’ Ac fixé par unité de bille, les différents types de mode de fixation et leurs affinités,
et surtout, la relation existant entre les différentes affinités et les types de fixation (coopération
négative ou positive) (Falla et Block, 1993).

L’équation suivante montre la fagon de représenter ce modele (Falla, 1990) :

Kl
Y+So—=28Y

2

ou S : représente les sites de fixation
et K; et K, représentent les constantes cinétiques.
A T’équilibre, cette équation peut s’écrire de la manicre suivante :

K Y,S, =K, (M
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d’ol on tire I’équation suivante :

Sty K, _ 1
YS Kl Ka
ol S représente les sites de fixation libres & I’équilibre

et Yg représente les Acs fixés
Le nombre total de sites de fixation (Np) est égal a :
N,=n§=8§, +¥;
donc §; =nS-¥;
En combinant les équations (4) et (2), on obtient :
L _ (nS =Ys).Y,
K Y,

a

Enfin, apres linéarisation, cette équation devient :

1 1 1

Y, K,nSY, nS
ou encore .
YS

—=-K, Y, +K, nS
YE

)

3)
@)

&)

(6)

)

L’expression graphique de cette équation montre que si les Acs ne présentent qu’un seul

mode de fixation, cette équation décrit une droite de pente Ka (Figure 13 a).

Figure 13 : Expression graphique de I’équation de Scatchard ; a : un seul type de site récepteur ;

b : deux types de site récepteur.

Au contraire, une courbe avec plusieurs points d’inflexion indique que les Acs possédent

plusieurs types de sites de fixation (Figure 13 b) (Falla et Block, 1993, Oztiirk et al., 2004). Par
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exemple, dans le graphique représenté dans la figure 13 b, il est possible de définir griace a la
courbe au moins deux sites de fixation : un possédant une forte affinité et I’autre une faible

(Falla, 1990).

L. E. - 5. Immunoagglutination

L. E. - 5. 1. Stabilité du complexe anticorps-billes de latex

Les complexes Acs-billes de latex doivent &tre stables en absence d’Ag pour qu’aucune
agglutination non-spécifique ne se produise. Or, les complexes Acps - billes de latex sont
souvent tres instable aux valeurs de pH et de force ionique reproduisant les conditions
physiologiques (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001). La stabilité des complexes Acs-
billes de latex dépend essentiellement de 1’équilibre entre les forces attractives de Van der Walls
et les forces électrostatiques répulsives (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzélez, 2001).

Les Acps possedent un pHi compris approximativement entre 6,5 et 8. Par conséquent, au
pH physiologique (pH=7,4), la majorité des Acps sont faiblement chargés ou neutres. L’intensité
des forces électrostatiques inhérentes étant faible ou nulle, un déséquilibre des forces se crée en
faveur des forces attractives de Van der Walls ce qui induit une agglutination non-spécifique des
billes de latex.

Pour améliorer la stabilité des complexes Acs-billes de latex, il est plutdt conseillé
d’utiliser des fragments d’Acps, les F(ab’),, des Acps aviaires (IgY) ou des Acms. En effet, ces
molécules possédent un pHi compris entre 4,6-6, 5,7-7,6 et 5-7, respectivement. Par conséquent
au pH physiologique (soit pH=7,4), tous ces Acs sont chargés, et, plus ils sont chargés, plus les
complexes Acs-billes obtenus seront stables (Ortega-Vinuesa et al., 1998, Dévalos-Pantoja et al.,
2001, Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001, Perez-Amodio et al., 2001).

Cependant, 1’utilisation des fragments F(ab’), et des IgY aviaires présente des
inconvénients :

® Plusieurs étapes sont nécessaires a la purification des fragments F(ab’),. De plus, leur
affinité pour le latex est inférieure a celle des IgGs. Enfin, ils peuvent s’adsorber dans

n’importe quel sens. Le groupement Fc étant hydrophobe, c’est plutdt par cette extrémité
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que les IgGs et les IgYs adherent au polymere des billes de latex. Les groupements
F(ab’), étant dépourvus du fragment Fc, aucune orientation d’adsorption n’est favorisée
(Molina-Bolivar et al., 1998a).
¢ Les lipides du jaune d’ceuf sont difficilement éliminés lors de la purification des IgYs.
De plus, les molécules d’IgYs sont plus fragiles que les IgGs et leur affinité est plus
faible (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzilez, 2001).
Concernant les Acms, leur utilisation dans les LATs présente d’autres avantages. Par
exemple, 100 % des molécules d’IgGs adsorbés sur les billes de latex sont spécifiques du méme
antigene. De ce fait, la sensibilité et la limite de détection des tests sont considérablement

améliorées (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001).

L E. - 5. 2. Blocage des sites non-spécifiques

L’origine de la formation d’agglutinations non-spécifiques peut étre autre que 1’instabilité
colloidale. En effet, des ponts non-spécifiques peuvent se former, entre les billes, du fait de
I’interaction des Acs avec le polymere d’une autre bille et non avec 1’Ag (Figure 14) (Ortega-

Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001).

o n

————
Antigene spécifique

Agglutination
non spécifique

Figure 14 : Agglutination non-spécifique due & la formation de ponts non-spécifiques.

Pour résoudre ce probléme, la surface non recouverte par des Acs peut €tre saturée avec
une autre protéine comme !’albumine (ou BSA : Bovine Serum Albumin), ce qui rend le
polymere non accessible. De plus, & pH=7, cette protéine est hautement chargée négativement, ce
qui augmente encore la stabilité des complexes Acs-billes (Molina-Bolivar et al., 1998a, Ortega-
Vinuesa et Bastos-Gonzélez, 2001).

L’adsorption de la BSA et des Acs peut étre réalisée simultanément. L’inconvénient de

cette coadsorption est qu’une compétition s’installe entre les deux types de protéines. Il faut donc
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déterminer le meilleur ratio pour que le phénomene de compétition ne se fasse pas a la défaveur
des Acs, tout en préservant une bonne stabilité au complexe (Ortega-Vinuesa et Bastos-
Gonzdlez, 2001).

Concernant I’adsorption successive des deux types de molécules (Ac puis BSA), elle
présente également un inconvénient. Les centrifugations intermédiaires (entre les deux phases
d’adsorption) induisent la désorption d’une partie des Acs préalablement adsorbés (Ortega-
Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001). Toutefois ’adsorption successive présente un avantage
in€luctable, a savoir que les quantités d’ Acs adsorbés sont simples 3 déterminer. Il suffit en effet
de faire la différence entre la quantité d’Acs en solution avant I’adsorption et celle encore

présente dans la solution apres adsorption (Molina-Bolivar, 1999).

L E. - 5. 3. Optimisation de I’immunoréactivité

L’affinit¢ des Acs pour leur Ag est un facteur essentiel dans le processus
d’immunoagglutination. Cette affinité doit étre suffisamment élevée pour contre-balancer les
forces €lectrostatiques répulsives et ainsi faire basculer ’équilibre des forces vers 1’agglutination
(Ortega-Vinuesa et al., 1998).

La quantité d’ Acs adsorbés est également un facteur important. Théoriquement, plus cette
quantité est élevée, plus la probabilité de lier un Ag est élevée et donc, plus le phénomene
d’immunoagglutination est favorisé. Cependant, des observations expérimentales montrent qu’un
exces d’Acs adsorbés induit un encombrement stérique qui restreint P’accessibilité des Ags et
inhibe ainsi I'immunoagglutination (Ortega-Vinuesa et al., 1996, Molina-Bolivar et al., 1998b,
Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001). D’autre part, il semblerait que le processus
d’immunoagglutination soit similaire au processus d’immunoprécipitation, en phase liquide,
entre un Ag multivalent et son Ac, représenté graphiquement par la courbe de Heiderberger-

Kendall (Figure 15) (Molina-Bolivar, 1999).
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Excés d’Acs Acs = Ags Excés d’Ags [Ag]

Figure 15 : Processus d’immunoprécipitation, en phase liquide, entre un Ag polyvalent et son Ac :

a, réaction d’immunoréaction ; b, représentation de Heiderberger-Kendall (Molina-Bolivar, 1999).

Cette courbe indique qu’un exces d’ Ags par rapport a la quantité d’ Acs adsorbés sur les billes de
latex, peut également inhiber I’immunoagglutination. Par conséquent, une des difficultés dans la
mise au point d’un test LAT direct va consister a trouver la quantité optimale en Acs adsorbés
qui n’encombre pas stériquement les particules tout en étant suffisante pour que les Ags présents
dans les échantillons ne soient jamais en exces.

L’ orientation des molécules d’Acs adsorbées affecte également I’immunoagglutination. En
effet, les antigénes se lient avec les extrémités Fabs des IgGs et des IgYs ; ce sont par conséquent
ces deux extrémités qui doivent &tre accessibles aprés I’adsorption des Acs, sans quoi
I’'immunoagglutination serait impossible. Pour modifier cette orientation, il suffit d’agir sur le pH

ou sur la force ionique (Molina-Bolivar ef al., 1998a, Davalos-Pantoja et al., 2001).

L’objectif de ce travail a été de développer un test immunologique, précis, sensible, peu
coiiteux et simple d’utilisation (pour du personnel non laborantin), qui permettra de
diagnostiquer, rapidement et réguliérement, une éventuelle contamination des espéces
piscicoles par des cestrogénes mimétiques, et ceci directement sur le terrain. Le type de test qui
a été retenu est un test d’agglutination direct utilisant des anticorps monoclonaux anti-VIG
de type IgG. Plusieurs anticorps ont été produits et testés de maniére a sélectionner le plus

Jonctionnel en terme d’affinité vis-a-vis du polymere et de la vitellogénine.
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I1. A. Purification de la vitellogénine

II. A. - 1. Induction de la synthése de VIG de carpe
(Cyprinus carpio)

II. A. - 1. 1. Origine des poissons

Les carpes (Cyprinus carpio) sont des poissons téléostéens appartenant a I’ordre des
Cypriniformes et  la famille Cyprinidés. Ces poissons sont originaires d’Asie. Ils ont été introduits
en Europe o ils se sont répandus dans les eaux douces, calmes, profondes et assez chaudes (15 a

24°C) ainsi que dans les eaux stagnantes, tels que les lacs et les étangs (Louisy et al., 1990).

II. A. - 1. 2. Traitement des poissons

Elevage

Dix carpes, provenant de la pisciculture “ GAEC piscicole” du Saulnoy (France),
d’environ 1 kg chacune, sont réparties dans deux aquariums de 500 litres. Elles sont €élevées a
environ 20°C avec une photopériode de 8 heures, sous bullage d’air constant, avec filtration de
I’eau en continu. Elles sont maintenues dans ces conditions pendant une semaine, apres leur

arrivée dans le laboratoire afin de leur laisser le temps de s’adapter a leur nouvel environnement.

Traitement

Pour obtenir une solution suffisamment concentrée en vitellogénine (VTG) pure afin de
produire des anticorps monoclonaux (Acms), 5 carpes, de sexe non identifiable, sont traitées
selon le protocole mis au point par Tyler et Sumpter (1990), avec du I7f-cestradiol (Tyler et
Sumpter, 1990a). Cette hormone est connue comme 1’ cestrogéne possédant le plus fort potentiel
cestrogénique, pour induire la synthese de la VTG (Christiansen ez al., 1998b, Routledge et al.,

1998, Arukwe et al., 2000, Latonnelle et al., 2002b). Les animaux recoivent deux injections, a
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10 jours d’intervalle, de 10 ug d’E2/g de poisson, diluée dans 100 ul d’un mélange de méthanol-
chloroforme (v/v).

Cinq autres carpes, de sexe non identifiables, non-traitées, servent de témoins négatifs et
positifs, respectivement. Ces témoins regoivent également deux injections intrapéritonéales, mais
uniquement de mélange méthanol-chloroforme.

Sept jours apres la derniére injection, le sang des poissons est prélevé au niveau de la
veine caudale. Le sang est alors transféré dans des tubes héparinés contenant un mélange d’anti-
protéases (1ul/ml, Sigma, Gen. Use). Les échantillons de sang sont centrifugés 3 1500 x g,

pendant 15 min, & 4°C, afin d’éliminer les cellules sanguines. Les plasmas sont stockés 2 -20°C.

I1. A. - 2. Premiére méthode de purification

Une premi¢re méthode de purification utilisée pour purifier la VTG de différentes
especes de poissons (Tao et al., 1993, Mananos et al., 1994, Roubal et al., 1997, Heppell et
Sullivan, 1999, Johnsen et al., 1999, Brion et al., 2000) a été adaptée a la VTG de carpe. Ces
méthodes utilisent deux chromatographies successives : une chromatographie échangeuse d’ions

puis une chromatographie de filtration sur gel.

II. A. - 2. 1. Chromatographie échangeuse d’anions faibles

Une colonne d’échangeuse d’anions faibles (DEAE 301 VHP 575P, 0,75 cm x 5 cm) est
équilibrée avec un tampon Tris-HC] 25 mM, pH=8, enrichi en anti-protéases (1 ul/ml, Sigma,
Gen. Use) et en azide de sodium (NaN3, 0,05 %, w/v, LABOSI).

Les échantillons de plasma sont déposés sur la colonne, par fraction de 200 pl. L’élution
des protéines est réalisée a I’aide d’un gradient linéaire de NaCl de 0 4 0,5 M, préparé dans un
tampon Tris-HCI 25 mM, pH=8, enrichi en anti-protéases (1ul/ml) et en NaNj; (0,05 %). Le débit
d’€lution est de 1 ml/min, et le gradient dure 35 min. Les fractions sont collectées toutes les

minutes.
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II. A. - 2. 2. Concentration des protéines

Les fractions purifiées contenant la VTG sont alors regroupées puis concentrées par
ultrafiltration a2 6000 x g, pendant 10 min, a 4°C, dans des tubes Vivaspin d’un seuil de coupure

a 50 kDa (Vivascience, France).
II. A. - 2. 3. Chromatographie de filtration sur gel

Les nouveaux échantillons de VTG obtenus précédemment subissent une nouvelle étape
de purification par chromatographie de filtration sur gel (TSK G3000 SWx;,, de 30 cm x 7,8 mm).

Le tampon employé ici, est une solution de phosphate de sodium (0,1 M, pH=9) enrichie
en anti-protéases (1 ul/ml de tampon) et en NaN3 (0,05 %). Le débit d’élution est de 0,8 ml/min
et I’analyse dure 20 min. Les fractions sont également récoltées toutes les minutes.

Les nouvelles fractions contenant la VTG, sont également regroupées et concentrées par

ultrafiltration. Les fractions témoins correspondantes subissent un traitement identique.

II. A. - 3. Deuxiéme méthode de purification

II. A. - 3. 1. Chromatographie échangeuse d’anions faibles

De maniére 2 augmenter le rendement de purification de la VTG pour produire des Acms
spécifiques, une nouvelle méthode qui repose sur une seule étape de purification par
chromatographie échangeuse d’anions faibles, a été mise au point. La colonne utilisée dans ce cas,
est identique 2 celle utilisée pour la premiére méthode : DEAE 301 VHP 575P, 0,75 cm x 5 cm.

Par contre, le mode d’élution des protéines est différent. Bien que toujours réalisée a
I’aide d’un gradient de NaCl variant de 0 a2 0,5 M, 1’élution se fait ici en gradient discontinu avec
des paliers de 12,5 mM/4min (Magalhdes e al., 2004b). Le tampon d’élution est un tampon Tris-
HCl 25 mM, enrichi en anti-protéases (1ul/ml de tampon) et en NaNj (0,05 %), pH=8,5. Le débit
d’élution, il est maintenu & 1ml/min. Le temps de ’analyse est de 56 min pour atteindre le palier

de 0,5 M de NaCl. Les fractions sont collectées toutes les deux minutes.
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II. A. - 3. 2. Concentration des protéines

Les fractions contenant la VTG purifiée sont regroupées et concentrées comme
précédemment jusqu’a obtention d’un volume d’environ 1,2 ml.

La concentration protéique de cette solution de VTG pure est déterminée par le dosage
BCA (Bicinchoninic Acid). Des aliquotes de 250 ul a 2 mg/ml sont alors préparées dans une
solution de tampon Tris-HCI 25 mM, pH=7.4, enrichi en glycérol 50 %, pour étre stockées 2

-20°C.

I1. A. - 4. Etudes électrophorétiques

II. A. - 4. 1. Electrophoréses SDS-PAGE et Native-PAGE

La présence de VTG dans les fractions obtenues aprés chaque étape de chromatographie,
ainsi que leur pureté, sont analysées a 1’aide de deux techniques électrophorétiques discontinues sur
gels de polyacrylamide (Bio-Rad) : SDS-PAGE et Native-PAGE (Laemmli, 1970). Ces techniques
sont dites discontinues car elles utilisent deux gels de composition différente :

¢ Un gel de concentration contenant 4% d’acrylamide-bisacrylamide. La composition de ce gel
est identique pour les techniques de SDS-PAGE et de Native-PAGE. 11 est préparé dans un
tampon Tris-HCI 1,5 M, pH=8,8.
¢ Un gel de séparation préparé dans un tampon Tris-HCl 0,5 M, pH=6,8 avec une
concentration en acrylamide-bisacrylamide de :
@ 75 % pour les SDS-PAGE, qui permet de séparer des protéines de poids
moléculaire inférieur & 200 kDa,
@ 6 % pour les Native-PAGE qui permet de séparer des protéines de poids
moléculaire inférieur a 500 kDa.

L’électrophorese SDS-PAGE, étant réalisée en présence de composés dénaturants comme
le SDS (10 %, Bio-Rad) et le S-mercaptoéthanol (5 %, Bio-Rad), permet de visualiser la
molécule de VTG sous sa forme monomérique délipidée. Quant a la technique Native-PAGE,

elle permet d’obtenir le dimére de VTG intact.
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La polymérisation des gels est induite par deux agents polymérisants : 1’ammonium
persulfate (0,05 %, w/v) et le TEMED (gel de concentration : 1 %o ; gel de séparation : 0,5 %o ;
v/v). Apres dépdt de 40 pg de protéines dans chaque puits, la migration est effectuée a2 200 V
pendant 45 min. Par la suite, les gels sont soit colorés puis séchés (Bio Rad Gel Air Dryer), soit

utilisés pour réaliser des analyses en Western blot.

II. A. - 4. 2. Colorations des gels

Trois types de colorations sont utilisés pour identifier la VTG, chaque colorant permettant

de mettre en évidence une des caractéristiques biochimiques de la protéine.

Bleu de Coomassie

Le Bleu de Coomassie (Bio-Rad) colore indifféremment toutes les protéines. Il sera
utilisé, a la fois en SDS-PAGE et en Native-PAGE (Laemmli, 1970).

Tout d’abord, les gels sont fixés dans un mélange contenant de I’acide acétique, de
I’éthanol et de 1’eau ultrapure (1/4/4, v/v/v), pendant 20 min, sous agitation. Ensuite, les gels
sont transférés dans une solution de bleu de Coomassie 0,15 % (w/v), pendant une nuit, toujours
sous agitation. Enfin, aprés deux lavages des gels avec de I’eau ultrapure, les gels sont décolorés

dans le mélange composé d’acide acétique, éthanol et d’eau ultrapure (1/4/4, v/vIv).

Noir Soudan

Le noir Soudan (Réactifs Ral) colore spécifiquement la partie lipidique des protéines (Prat
et al., 1969). Cette coloration est utilisée uniquement avec les gels obtenus en Native-PAGE.

Les gels sont colorés dans une solution composée de noir soudan (500 mg) dissout dans un
mélange d’acétone (20 %), d’acide acétique (15 %) et d’eau ultrapure (65 %). Ceci pendant une
nuit, a température ambiante, sous une agitation constante. Ensuite, les gels sont décolorés dans

une solution contenant de I’acétone, de 1’acide acétique et de 1’eau ultrapure (20/15/65, v/v/v).
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Vert de méthyle

Le vert de méthyle (Réactifs Ral) colore spécifiquement les groupements phosphates des
protéines (Cutting et Roth, 1973). Cette coloration n’est utilisée que pour colorer les gels obtenus
en Native-PAGE.

Cette coloration demande plusieurs étapes préliminaires de maniere a éliminer le calcium
qui pourrait interagir avec le colorant. Les gels sont, dans un premier temps, fixés dans une
solution composée de 10 % d’acide sulfosalicylique (SSA, Merck), pendant 12 h. Puis, ils sont
transférés dans une solution contenant 10 % de SSA et 0,5 M de CaCl,, pendant 1 h. Les gels
sont alors rincés rapidement a I’eau ultrapure et placés dans une solution de NaOH 0,5 N,
pendant 30 min, a 60°C. Apres deux nouvelles étapes de ringage, de 10 min pour chacune, dans
une solution aqueuse de molybdate d’ammonium 1% (w/v, LABOSI), les gels sont placés
pendant 30 min, dans une solution de molybdate d’ammonium 1 % diluée dans une solution
d’acide nitrique HNO; 1 N. Enfin, les gels sont transférés, pendant 30 min, dans la solution de
coloration, composée de 0,5 % de vert de méthyle (w/v) dilué dans de ’acide acétique 7 %.
Apres cette phase de coloration, les gels sont décolorés dans une solution de SSA 10 %. L’arrét
de la décoloration s’effectue en transférant les gels dans une solution d’acide acétique 7 %.

Enfin, les gels sont rincés, une derniere fois, a I’eau ultrapure avant d’€étre séchés.

II. A. - 4. 3. Western blot et Séquengage protéique

Quarante microgrammes de protéines plasmatiques sont déposés dans chaque puits d’un
gel d’électrophorese SDS-PAGE 7,5 %. Apres migration, les protéines sont transférées sur une
membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF) préalablement activée dans une solution de
méthanol pure, puis lavée dans de I’eau ultrapure et dans le tampon de transfert (Tris-Base
25 mM, glycine 192 mM, 20 % de méthanol v/v, pH=8,3). Un “ sandwich renfermant ” le gel et
la membrane entre deux papiers wattman et deux pads, est alors réalisé. L’ensemble est placé
dans un appareil Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad), immergé dans du tampon de transfert. Le

transfert s’effectue sous une tension de 100 volts, pendant 1 heure, a 4°C (Figure 16).
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Figure 16 : Schéma de préparation du blot pour le transfert

Apres le transfert, la membrane est colorée dans une solution de bleu de Coomassie
0,15 %, pendant 5 min environ. Puis, la membrane est décolorée dans une solution composée
d’acide acétique, de méthanol et d’eau ultrapure (1/4/4). Les bandes de VTG visibles (environ
130 kDa) sont alors découpées et stockées dans un tube stérile contenant du tampon PBS,
pH=7,4, enrichi en anti-protéases (5 pl/ml).

Les bandes sont ensuite placées dans un systéme d’extraction protéique de type 476A
Applied Biosystem. La partie N-terminale de la séquence en acide aminé de la protéine de
130-140 kDa a ensuite été déterminée a 1’aide d’un séquenceur Edman (Edman et Cooper, 1968)
et les séquences obtenues ont été comparées avec celles répertoriées dans la base de donnée
“ BLAST protein database ” (Altschul ez al., 1997). Cette partie de I’étude a été réalisée par le
Service Commun de Séquengage des Protéines (SCSP) de I’Université Poincaré, Nancy I, par

Mr Frank Saulnier.
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I1. B. Production des anticorps monoclonaux spécifiques

de la vitellogénine

I1. B. - 1. Immunisation des souris

Les souris utilisées pour obtenir les hybridomes producteurs d’anticorps monoclonaux
spécifiques de la VTG, sont des souris BALB/c femelles (élevage Janvier, France), 4gées de trois
semaines, n’ayant jamais été gestantes.

Les souris sont immunisées par 3 injections intrapéritonéales effectuées tous les 15 jours,
contenant, chacune, 200 ug de VTG pure dilués dans de ’adjuvant incomplet de Freund (v/v ;
Sigma). Quatre jours avant leur sacrifice, les souris regoivent un rappel intraveineux de 20 pg de
VTG dilués dans 50 pl de sérum physiologique (NaCl 9 %, w/v) (Melchior et al., 2001).

Afin de réduire les risques de contaminations par d’autres antigénes, les animaux sont
maintenus dans une atmosphere aseptisée tout le long de I’expérience. Leur nourriture est, par

exemple, systématiquement autoclavée (120°C ; 20 min) et I’eau est toujours filtrée (0,22 um).

I1. B. - 2. Culture cellulaire

Les hybridomes producteurs d’ Acms sont obtenus et isolés apres :

¢ la fusion entre des cellules myélomateuses SP2/0 et les splénocytes prélevés dans la rate
des souris immunisées,

¢ et le clonage des différents hybrides.
Pour la réalisation du clonage, un troisieme type cellulaire est utilisé : les macrophages

péritonéaux.

Au cours de ces différentes étapes, deux milieux de culture différents interviennent :
® un milieu complet : pour la culture quotidienne des SP2/0 et des hybridomes aprés le
clonage,

¢ un milieu enrichi : pour la culture des hybrides apres la fusion et pendant le clonage.
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II. B. - 2. 1. Les cellules

Culture des SP2/0

Les SP2/0O sont une lignée de cellules issues de myélomes de souris. Elles sont
immortelles et peuvent étre cultivées dans du milieu complet. Les cultures sont effectuées dans
des flacons de 80 cm’ contenant 35 ml de milieu complet. Tous les 4 jours, les cellules sont
décollées du fond des flacons, par aspiration-refoulement, et remises en culture par dilution au

1/40°™ dans du milieu complet neuf (Melchior, 1998).

Culture des macrophages péritonéaux

Les macrophages utilisés pour la culture des hybridomes, pour le clonage ou pour
produire le milieu conditionné, sont des macrophages péritonéaux issus de souris BALB/c
femelles dgées de 19 semaines ayant été plusieurs fois gestantes. Ces cellules nourriciéres aident
a la culture des hybridomes car elles possedent, entre autres, la capacité de phagocyter des débris
cellulaires toxiques pour les hybridomes.

Apres le sacrifice des souris par dislocation cervicale, les macrophages sont décollés du
péritoine par aspiration-refoulement de 10 2 15 ml de RPMI 1640 (sans L-glutamine), a I’aide
d’une seringue. La concentration des macrophages dans la suspension cellulaire récupérée est
alors évaluée par comptage sur cellule de Malassez, apres coloration d’exclusion au Bleu de
Trypan. Une partie des macrophages est, ensuite, congelée dans des cryotubes, a -80 °C, a raison
de 2.10° cellules/ml par tube dans un milieu complet contenant 10% de diméthylsulfoxide
(DMSO ; Sigma) (Melchior, 1998).

Une autre partie des macrophages est également utilisée pour produire du milieu
conditionné. Dans des flacons de culture de 80 cm?, 4.10° macrophages/ml sont déposés dans
40 ml de milieu complet. Ces flacons sont ensuite placés dans I’incubateur a CO, pendant
24 heures. Leur contenu est, alors, centrifugé a 1500 x g, pendant 10 min. Puis, les surnageants
sont récupérés et filtrés a 0,1 um pour étre enfin congelés a - 80 °C en aliquotes de 40 ml. Ce
milieu, contenant des facteurs de croissance et des éléments nutritifs libérés par les macrophages,

est utilisée au cours du clonage.
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II. B. - 2. 2. Milieux de culture

Milieu complet

Les différents types cellulaires utilisés pour la production des hybridomes, les SP2/0, les
splénocytes et les macrophages mais également les hybridomes apres sélection, sont cultivés
dans un milieu complet spécifique composé de :

¢ RPMI 1640 (Roosevelt Park Memorial Institute 1640, sans glutamine, Sigma)

¢ de sérum de veau feetal (SVF, Sigma) : 10 % (v/v)

® de L-glutamine (L-glu, Gibco) : 2107 mol/l,

¢ de pyruvate de sodium (Sigma) : 2.107 mol/],

® d’un mélange d’antibiotiques, la pénicilline et la streptomycine (Sigma) : 0,2 g/l et 0,2 U/,
respectivement,

® et de Smercapthoéthanol (Sigma) : 5.10° mol/l (Melchior, 1998).

Milieu complet enrichi

Le milieu complet enrichi nécessaire au clonage et pour les premiéres semaines de culture
des hybrides. II s’agit d’un milieu complet enrichi en SVF (15 %), en Interleukine 6 (0,2 ng/ml ;
IL-6), et en hybridokine (2,5 %) (Melchior, 1998).

I1. B. - 3. Fusion

II. B. - 3. 1. Préparation de la culture des SP2/0

Quinze jours avant la fusion, plusieurs flacons de SP2/O sont mis en culture. Les cellules
sont dissociées et centrifugées a 1500 x g, pendant 10 min. Aprés avoir éliminé les surnageants,
les cellules sont remises en suspension dans un volume de 10 ml environ de RPMI 1640 (sans

L-glu), et la concentration cellulaire en SP2/O est évaluée par comptage.
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I1. B. - 3. 2. Obtention des splénocytes

Les souris immunisées sont sacrifiées par dislocation cervicale, désinfectées par trempage
dans un bain d’alcool (70°) et placées sous hotte & flux laminaire. La rate est prélevée, apres
dissection avec du matériel stérile (autoclavage : 120°C ; 20 min) et placée dans une boite de
Pétrie. La rate est ensuite lavée dans du RPMI 1640 (sans L-glu) avant d’€tre vidée de ses
splénocytes. Ces derniers sont alors repris dans 30 ml de RPMI 1640 (sans L-glu) et les amas
cellulaires disloqués. La suspension cellulaire est ensuite transférée dans un flacon stérile et
placé dans une étuve a 37°C, pendant 10 min pour décantation. Le surnageant est récupéré dans
un nouveau flacon stérile et centrifugé a 1500 x g pendant 5 min. Le culot obtenu est alors remis
en suspension dans 50 ml de RPMI 1640 (sans L-glu) et la concentration cellulaire est

déterminée (Melchior, 1998).

II. B. - 3. 3. Protocole de fusion

Le protocole de fusion utilisé pour produire les hybridomes producteurs d’Acms anti-
VTG, est basé sur le protocole développé par Galfré et Milstein (1981), modifié par Melchior et
al. (2001).

Les SP2/0 et les splénocytes sont mélangés selon le ratio de 1 SP2/O pour 2 splénocytes.
Apres avoir homogénéisé la suspension cellulaire obtenue, par agitation douce au vortex,
pendant 30 s, elle est centrifugée a 1500 x g, pendant 5 min. Le surnageant est alors €liminé et
I’agent de fusion, le PEGso (Polyéthyléne glycol, Sigma) est ajouté, a raison de 1 ml pour
10% cellules & fusionner (= 1 volume de PEG). Cette opération est réalisée sur 1 minute, en
prenant la précaution de remettre le culot, délicatement, en suspension. L’ensemble est, ensuite,
placé au bain-marie, a 37°C, pendant 90 s, sous une agitation faible. Puis, le PEG est dilu€, en
ajoutant successivement des volumes de RPMI 1640 (sans L-glu), équivalents a 1 volume de

PEG (1 Vpgg), 2 5 fois le volume de PEG (5 Vpgg) et 15 Vpgg, toujours en 1 min a chaque fois.
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II. B. - 3. 4. Mise en culture des hybrides

N

Apres un repos de 10 min, la suspension des cellules fusionnées est centrifugée 2
1500 x g, pendant 5 min. Le culot est repris dans du milieu complet enrichi (Voir II.B-2.2.), pour
obtenir une concentration cellulaire finale de 5,7 millions de cellules/ml. Enfin, 50 pl de cette
suspension cellulaire sont distribués dans chaque puits de plusieurs plaques de culture 96 puits
(P96), dans lesquelles auront été déposés, la veille, 100 pl de macrophages a la concentration de
10500 cellules/100u/puits suspendus dans du milieu complet enrichi. Puis, les P96 sont placées

dans I’incubateur &2 CO,, pendant 4 heures (Melchior et al., 2001).

II. B. - 4. Sélection des hybridomes producteurs d’anticorps

spécifiques de la vitellogénine

IL. B. - 4. 1. Sélection des hybridomes issus de la fusion entre

1 SP2/0 et 1 splénocytes

Pour sélectionner les hybrides issus de la fusion d’1 SP2/0 et d’1 splénocyte, 100 ul de
milieu complet enrichi contenant I’agent sélectif, le HAT 2,5 fois concentré (Hypoxanthine,
Aminoptérine et Thymidine ; Sigma), sont ajoutés dans chaque puits. En effet, seuls ces hybrides
seront capables de se développer dans ce milieu. L’ensemble sera incubé pendant 10 a 15 jours.
Tous les 4 jours, la moiti€ du volume de surnageant de culture de chaque puits sera remplacé par

du milieu complet enrichi, contenant du HAT (Melchior et al., 2001).

II. B. - 4. 2. Sélection des hybridomes producteurs d’Anticorps

monoclonaux anti-VTG

Le suivi du développement des hybridomes se fait par observation au microscope. Quand,
les clones développés, recouvrent 50 % de la surface du fond des puits, un test ELISA indirect
est réalisé. Il a pour but de sélectionner, parmi les clones se développant, ceux qui produisent des

anticorps (Acs) anti-VTG.
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Le protocole du test ELISA est le suivant :

® Les puits des plaques ELISA sensibilisés avec 50 pl d’une solution a 200 ng/ml de VTG
purifiée sont ainsi incubés une nuit a 4°C.

®  Puis, les plaques sont lavées de trois fois, avec du PBS, pH=7,4, contenant 0,05 % de
Tween 20 (v/v, PBST ; Sigma).

¢ Tes sites non spécifiques sont alors saturés avec une solution a3 1% de BSA (Bovine
Serum Albumin ; Sigma) dans du PBS (250 ul/puits) et I’ensemble est incubé, pendant
90 min, a 37 °C.

e Apres lavage des plaques, comme décrit précédemment, 50 pl de surnageant de culture a
tester sont ajoutés dans chaque puits, suivi d’une incubation d’une heure.

¢ Puis, aprés une nouvelle étape de lavage, 50 ul/puits de la solution d’Acs secondaire
couplé 2 la peroxydase sont ajoutés, 2 une dilution de 1/5000"™, dans les plaques ELISA
qui sont remises a I’étuve, a 37°C, pendant 60 min.

¢ Enfin apres une nouvelle étape de lavage, 50 pl/puits du substrat de la peroxydase, le
O-phénylénediamine dihydrochloride (OPD ; Sigma), sont ajoutés. Les plaques sont
alors, gardées a I’abri de la lumiere et & température ambiante, pendant 30 min.

& La réaction est arrétée, par ajout de 50 pul de H,SO,4 3M dans chaque puits.

® Apres 5 minutes, I’absorbance est lue a 492 nm.

II. B. - 5. Clonage

Le clonage a pour but d’obtenir des cellules issues d’une seule cellule mere afin que
chaque clone soit producteur d’un type d’Acs dirigé contre un épitope particulier de la VTG.
Deux techniques sont utilisées : le premier clonage est fait en milieu liquide par dilution limite et
le suivant en milieu semi-solide constitué d’agar noble 3% (Galfré et Milstein, 1981, Melchior,

1998, Melchior ef al., 2001).

Partie II. Matériels et Méthodes - 127 -



II. B. - 5. 1. Par dilution limite

Des dilutions successives au ¥2 sont réalisées dans des plaques de culture P96 (Melchior,
1998). Dans tous les puits, sont distribués 100 ul de milieu complet enrichi. Dans chaque puits
de la premiere colonne, 100 ul de suspension cellulaire sont ajoutés. Puis, 100 pul de ces

mélanges sont transférés dans les puits de la colonne suivante, et ainsi de suite (Figure 17).

..'.‘ OOOO Hybridome 1
Q@O®O®O®OC OO ybridome?
O OO |uybridome 3
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Figure 17 : Préparation d’une plaque de culture pour le clonage par dilution limite.

Les P96 sont incubées pendant 7 a 10 jours et la multiplication des cellules est suivie
journellement, par observation au microscope. Les clones issus des puits contenant 1 a 3 cellules
apres la dilution limite sont sélectionnés et remis en culture dans des plaques de culture 24 puits

(P24), pour subir une deuxieme étape de clonage en agar noble 3 %.

II. B. - 5. 2. En agar noble 3 %

La solution d’Agar noble 3 % (w/v, DIFCO), utilisée dans cette méthode de clonage, est
préparée dans de I’eau distillée. L’ensemble non mélangé est, directement, autoclavé, pendant
30 min, sous une pression d’une %2 atmosphere, puis stocké a 4°C.

Ce type de clonage est réalisé dans des plaques de culture 6 puits (P6). Elle nécessite la
préparation de deux couches superposées: la couche nourriciere et la couche de clonage

(Melchior et al., 2001).
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La couche nourriciére

La couche nourricieére contient des macrophages péritonéaux, de I'interleukine 6 (IL-6) et
de I’hybridokine qui est un facteur de croissance pour les hybridomes (Interchim) qui vont aider au

développement des clones. Cette couche est préparée, au minimum, 24 heures avant le clonage.

La solution composant cette couche nourriciére est constituée de :

® 50 ml d’une solution d’Agar noble 3 %, préalablement solubilisée a 200-250°C et placée
au bain-marie a 44°C,

® 200 ml d’une solution de milieu complet enrichi en IL-6 (0,2 ng/ml, Sigma) et en
hybridokine (2,5 %, Interchim), placée également a 44°C,

® ¢t 8 millions de macrophages décongelés, extemporanément.

Quatre millilitres de ce mélange sont ensuite distribués dans chaque puits des P6. Apres

solidification de la couche nourriciére, les P6 sont placées dans I’incubateur a COs.

Couche de clonage

Cette couche est constituée du mélange de 6,5 ml d’une solution d’Agar noble 3 %,
préalablement solubilisée & 200-250°C et placé au bain-marie & 44°C, et de 24 ml de milieu
complet enrichi en IL-6 (0,2 ng/ml, Sigma) et en hybridokine (2,5 %, Interchim) également a 44 C.

Parallelement, 4 partir des suspensions cellulaires issues des puits sélectionnés apres le
test ELISA, trois solutions diluées au 1/10°™, 1/100°™ et 1/1000"™ sont préparées dans 500 pl.
Puis, 500 ul de la solution de la couche de clonage préparée précédemment sont ajoutés a chaque
suspension et le mélange est déposé dans un puits de P6 sur la couche nourriciére préalablement
préparée (Voir I1.B.-5.2./Couche nourriciére). Apres solidification de cette deuxieme couches,
les P6 sont placées pendant 10 jours dans I’incubateur a CO,, a 37°C.

La suspension cellulaire restante dans chaque puits sélectionné en ELISA, est alors mise
en culture dans des P24 avec 500 ul de milieu conditionné. Apres une semaine de culture, 1 ml
de milieu conditionné est ajouté. Ces cultures seront entretenues jusqu’a la sélection définitive

des clones.
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II. B. - 5. 3. Repiquage des clones

Au bout de 15 jours de culture, les colonies cellulaires les plus isolées, sont prélevées
individuellement a I’aide d’une pipette pasteur. Elles sont transférées dans un puits de P24
contenant 500 pl de milieu conditionné puis laissées au repos pendant 24 h dans I’incubateur 2
CO;. Tous les puits regoivent alors 1 ml de milieu complet enrichi. Enfin, les clones sont

dissociés par aspiration-refoulement.

II. B. - 6. Production des anticorps monoclonaux

II. B. - 6. 1. Culture des hybridomes

La culture des clones sélectionnés est étendue en flacon de culture de 80 cm?: 500 ul de
suspension cellulaire sont remis en culture dans 35 ml de milieu, tout d’abord de type complet
enrichi (Voir I1.B.-2.2). Puis, le pourcentage de SVF et la concentration d’IL-6 sont diminués
jusqu’a obtenir un milieu complet (Voir /.B.-2.2). Le repiquage des hybridomes se fait ensuite
tous les 4 jours.

Les surnageants de culture, restant apres le repiquage, sont récupérés apres centrifugation
a 1500 x g pendant 10 min, pour éliminer les cellules en suspension. Ils sont stockés i —20°C

avec 10 % de glycérol jusqu’a la purification des Acms.

IL. B. - 6. 2. Purification des anticorps monoclonaux

Par chromatographie d’affinité

Les Acms secrétés par les hybridomes, sont isolés des autres constituants du milieu de
culture par chromatographie d’affinité a base de protéine G (Ultralink™ Immobilized Protein G,
Pierce). La colonne est préalablement lavée avec 30 ml de tampon de fixation (Pierce), puis
€quilibrée avec 50 ml de ce méme tampon. L’échantillon de surnageant de culture est dilué au %
dans du tampon de fixation, puis I’ensemble est déposé sur la colonne. Apres le passage de

I’échantillon, la colonne est lavée avec 100 ml de tampon de fixation. Les Acms se lient par leur
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groupement Fc, 2 la protéine G. L’élution des Acms se fait par ajout de 30 ml de tampon
d’élution (Pierce) qui va abaisser le pH aux alentours de 3, ce qui favorise leur décrochement de
la colonne. Des fractions de 1 ml sont récoltées et le pH est immédiatement neutralisé par ajout

de 100 ul de Tris 1M (pH=7,5). L’élution est suivie en spectrophotométrie a 280 nm.

Par précipitation au sulfate d’ammonium

La purification des Acms par la méthode de précipitation au sulfate d’ammonium
consiste 3 mélanger un volume donné de surnageants de culture avec une solution de sulfate
d’ammonium saturée, préparée au moins 24 heures avant la purification. Selon le degré de
purification et la concentration en Acms souhaitée, le pourcentage final de sulfate d’ammonium
est différent :

¢ Avec une concentration finale en sulfate d’ammonium de 35 %, les Acms précipités sont
purs, mais seulement 25 % des Acms présents dans le surnageant de culture auront €té
précipités ;

¢ Avec une concentration finale de 45 %, tous les Acms contenus dans le surnageant de
culture sont précipités, mais 1’albumine provenant du SVF présent dans le milieu complet
sera également précipitée.

Pour un volume de 25 ml de surnageant de culture, il faut donc ajouter 13,5 ou 20,5 ml de
la solution froide de sulfate d’ammonium saturée pour obtenir les concentrations finales de 35 ou
45 %, respectivement. Cet ajout se fait au goutte-a-goutte, dans la glace fondante. L’ensemble
est alors placé a 4°C, pendant une nuit, sous agitation faible. Les précipités obtenus sont alors
séparés aprés centrifugation 2 6000 x g pendant 20 min, a 4°C. Ils sont ensuite égouttés et
dissous dans 2,5 ml d’une solution froide de PBS, pH=7.4 supplémentée en anti-protéases
(1ul/ml, Sigma) et en NaN3 (0,05 %). Le mélange est alors complété par 2,5 ml de ce méme

tampon.

Dialyse et concentration des Acms

Les solutions d’Acms purifiés sont dialysées contre un tampon PBS, pH=7.4,

supplémenté en anti-protéases (1ul/ml) et en NaNj (0,05 %) (= tampon de dialyse) pour éliminer
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les sels apportés par les méthodes de purifications (Tris 1M, sulfate d’ammonium). Pour cela, les
solutions d’Acms sont distribuées dans des boudins de dialyse Spectra/Por ® dont le seuil de
coupure est de 3 kDa (Spectrum laboratories Inc.), pour ne laisser passer que les sels. Chaque
boudin est alors placé dans un erlenmeyer de 250 ml, remplit de tampon de dialyse. L’ensemble
est mis au réfrigérateur, a 4°C, pendant 17 heures, sous une agitation orbitale faible. Trois
changements de tampons seront effectués pendant cette période.

Les solutions d’Acms dialysées sont ensuite récupérées pour étre concentrées par
ultrafiltration a I’aide de tubes Vivaspin 6ml (Vivascience) dont le seuil de coupure est de
50 kDa. Cette solution est centrifugée a 3000 x g, a 4°C, pendant 20 2 30 min de maniére 2
obtenir un volume final d’environ 1,2 ml.

La concentration protéique de cette solution est alors déterminée (Voir I1.D.-3.2.1.), et
plusieurs aliquotes de 4, 2, 1 mg/ml sont préparés dans un tampon identique  celui utilisé pour
la dialyse. Certains de ces aliquotes regoivent 50 % de glycérol pour la cryopréservation. Ces
aliquotes sont stockés a —20°C jusqu’a analyse par western blotting (aliquotes avec glycérol) ou

utilisation pour le test d’agglutination (aliquotes sans glycérol).

Analyse des solutions d’anticorps purifiés par SDS-PAGE et Western blot

Les différentes solutions d’Acms obtenues apres la culture, la purification, 1a dialyse et la
concentration, sont analysées par SDS-PAGE et Western blotting pour vérifier I'intégrité des
Acms.

Les gels d’€électrophorese sont préparés selon le protocole utilisé pour I’analyse en SDS-
PAGE (7,5%) des solutions purifiées de VTG (Voir I1.A.-4.1.). Quarante microgrammes de
protéines sont déposés dans un puits de chacun des deux gels. La migration des protéines se
déroule sous 100 V pendant 1 heure. Un des deux gels est coloré au bleu de Coomassie 0,15 %.
Quant & Pautre, il est utilisé pour effectuer le Western blot. Le protocole suivi est identique 2
celui utilisé pour I’étude de la VTG (Voir I1.A.-4.3.). Apres transfert, la membrane est lavée dans
du tampon TBS (Tris Buffer Saline) pendant 10 min. Les sites non-spécifiques sont bloqués par
incubation de la membrane pendant une nuit 2 4°C, dans une solution de TBS contenant 1% de

BSA. Apres trois ringages dans du TTBS (TBS-0,05 % de Tween 20) de 10 min chacun, la

-132 - Partie II. Matériels et Méthodes



membrane est incubée 1 heure 4 37°C en présence de 1’anti-IgG couplé a la phosphatase alcaline
(1/5000). La membrane est ensuite rincée trois fois a nouveau avec du TTBS et deux fois avec
du TBS afin d’éliminer le Tween 20. Pour la révélation de I’'immunoblot, la membrane est
incubée, a température ambiante, dans du tampon substrat (Tris 100 mM, pH=9,5, contenant,
100 mM de NaCl et 5 mM de MgCl,) dans lequel sont ajoutés 1 ml d’une solution de
nitrobluetetrazolium (30 mg de NBT/ml de diméthylformamide 70 %, BioRad) et I ml d’une
solution de 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (15 mg de BCIP/m] de DMF 100 %, BioRad).

II. B. - 6. 3. Isotypage des anticorps monoclonaux

L’isotype des différents Acms anti-VTG sélectionnés est déterminé a I’aide d’un kit
d’isotypage (Sigma). Ce dernier est constitué de 6 solutions d’Acs de chévre spécifiques des
différents isotypes d’immunoglobulines de souris : Ig A, G1, G2a, G2b, G3 et Ig M (solutions
d’isotypage), et d’une solution d’Acs de chevre marqués a la peroxydase, spécifiques des
groupements Fabs des Igs de souris (Acs secondaire). Ces différentes solutions servent a réaliser
un test ELISA capture. Tout d’abord, les plaques ELISA ont été tapissées avec les solutions

Oléme

d’isotypage (100 pl/puits au 1/100 ), conformément a la disposition présentée dans la

figure 18.
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Figure 18 : Exemple de préparation d’une plaque ELISA pour I’isotypage de 2 Acms anti-VTG.

L’ensemble est incubé 1 heure, a 37°C. Apres trois lavages avec du TPBS (PBS + 0,05 %

de Tween 20), les solutions d’Acms sont déposées a leur tour (100 pl/puits d’une solution
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d’Acms dont la concentration est comprise entre 2 et 5 ug/ml) (Figure 18). La plaque est remise
a incuber & nouveau 1 heure & 37°C. Une nouvelle étape de lavage est alors réalisée et 100 ul de
la solution d’Acs secondaire (1/600) sont distribués dans chaque puits de la plaque. Apres, une
nouvelle incubation de 30 min, a température ambiante, la plaque est lavée et 50 ul/puits d’OPD
sont déposés. La coloration est arrétée au bout de 30 min d’incubation, 4 température ambiante et
a I’abri de la lumiere, par ajout de 50 ul de H,SO4 3M. Puis I’absorbance est mesurée, apres

5 min, par lecture spectrophotométrique 4 492 nm.
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II. C. Sélection des anticorps monoclonaux multi-espéces

II. C. - 1. Les poissons

II. C. - 1. 1. Préléevement in situ

Plusieurs poissons (2 4 3 poissons pas especes) issus de différentes especes de cyprinidés
ont été capturé, par péche électrique, dans la Moselle (a Chatel-sur-Moselle) : chevesne
(Leusiscus cephalus), vandoise (Leusiscus leusiscus), hotu (Chondrostoma nasus), barbeau
(Barbus barbus), gardon (Rutilus rutilus) et rotengle (Scardinius erythrophtalmus). De plus, des
perches (Perca fluviatilis) de la famille des percidés ont également été péchées sur ce site. Ces
différents poissons sont utilisés pour sélectionner I’Acm capable de reconnaitre les molécules de

VTGs de ces différentes espéces.

II1. C. - 1. 2. Traitement des perches

Huit perches (Perca fluviatilis), de 200 a 250 g, acquises aupres de 1’Aquarium de Nancy
(France) ont été utilisées pour produire de la VTG selon le méme protocole que celui utilisé pour

les carpes (Voir ILA-1.2.).

II. C. - 2. Etudes histologiques

II. C. - 2. 1. Réalisation des coupes

Les poissons sont sacrifiés par choc thermique et disséqués. Le foie et les gonades sont
alors prélevés et deux morceaux de chaque organe sont découpés et placés dans des filets de tulle
numérotés. Ces filets sont alors immergés dans un liquide de fixation (liquide de Bouin) pendant
24 2 48 heures maximum. Apreés plusieurs lavages a I’eau, les prélevements sont stockés dans
une solution d’alcool a 70 %.

Avant le paraffinage, les prélevements sont déshydratés par passages successifs dans deux
bains d’alcool (95 %), un bain a 100 % et un dernier de toluene. Ils sont ensuite transférés dans un
bain de paraffine liquide, pendant une nuit, a 60°C. Ils sont alors placés dans des moules, formés
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de deux barres de Leuckart, pour &tre inclus dans un bloc de paraffine. Il faut attendre au minimum
24 heures, a température ambiante pour que les blocs soient suffisamment durcis pour étre
démoulés et coupés (Martoja et Martoja-Pierson, 1967).

Des coupes de 5 um sont réalisées & ’aide d’un microtome de Minot.

II. C. - 2. 2. Coloration des coupes

Avant la coloration, proprement dite, les coupes doivent étre réhydratées. Pour cela, les
lames sont passées dans deux bains successifs de Toluéne, trois d’alcool (100°, 95°, 70°) et un
d’eau déminéralisée.

La coloration se fait en deux étapes. Premierement, les coupes sont colorées avec de
I’'hématoxyline de Harris pendant 5 min. Les lames sont alors lavées 2 fois pendant 2 min avec
de I’eau. Puis, aprés un bain rapide dans de I’alcool 2 70 %, les coupes sont colorées avec de
I’éosine Y pendant 1 min (solution mére : 2 g d’éosine Y dissout & chaud dans 40 ml d’eau
bidistillée ; solution de coloration : 20 ml de la solution mére mélangé avec 60 ml d’alcool 80 %
et 0,4 ml d’acide acétique glacial).

Ensuite, les coupes sont & nouveau déshydratées par passages successifs dans trois bains
d’alcool (70, 90 et 100 %) et un de toluene. Les lamelles sont alors rapidement positionnées et

collées sur les lames avec un liquide de montage Eukitt, avant le séchage du toluéne.

II. C. - 3. Etude de Uaffinité des anticorps monoclonaux

II. C. - 3. 1. Western blotting

Des échantillons plasmatiques issus des poissons préalablement cités sont dilués dans du
tampon Native (40 % glycérol, 0.02 % bleu de bromophénol, 0.5 M Tris-HCl pH=6,8). Les
protéines de ces différents échantillons sont alors séparées par électrophorése Native-PAGE

5,5 % (Laemmli, 1970), pendant 45 min & 200 V (Voir I1.A.-4.1.).

Apres la migration, les protéines sont transférées sur des membranes PVDF pendant
1 heure & 100 V a I’aide d’un appareil Mini Transblot (Bio-Rad), selon le méme protocole que

celui mentionné préalablement (Voir I1.A.-4.3.).
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Apres le transfert, les membranes sont lavées deux fois dans du TTBS, puis les sites non-
spécifiques sont bloqués avec une solution de BSA 1 %, pendant une nuit, & 4°C. Les
membranes sont, ensuite & nouveau, lavées 3 fois avec du TTBS et chacune d’elles est incubée
| heure, & 37°C avec un surnageant de culture issu de chaque hybridome diluée au 1/100°™ dans
du TBS. Aprés une nouvelle étape de lavage, toutes les membranes sont incubés avec une
solution d’Acs anti-IgG de souris marqués a la phosphatase alcaline (Interchim) dilué au 1/5000
dans du TBS, pendant 1 heure, a2 37°C. Trois nouveaux lavages au TTBS et deux
supplémentaires au TBS sont alors effectués. La révélation de I'immunoblot est réalisée par
immersion dans une solution contenant les substrats de la phosphatase alcaline : le NBT et le

BCIP préparés selon le protocole mentionné précédemment.

II.C.-3.2. ELISA

Des dilutions plasmatiques de 1/100°™ a 1/1000000™™, sont préparées 4 partir du plasma
de chaque poisson, dans du tampon carbonate-bicarbonate (pH=9,6) directement dans des
plaques ELISA (96 puits, Nunc) de maniére & obtenir un volume final de 100ul/puits.
Paralleélement, une gamme d’étalonnage de 15 & 1000 ng/ml est préparée a partir d’une solution
standard de VTG pure de carpe. L’ensemble est incubé une nuit a 4°C. Les plaques cotées sont
alors lavées, a trois reprises avec du tampon PBS-Tween 20 (0,05 %, v/v) et les sites non-
spécifiques sont bloqués avec une solution de BSA 1%, pendant 90 min, a 37°C. Apres trois
nouveaux lavages, les plaques sont incubées avec les Acms anti-VTG de carpe (4 ng/ml,
100 ul/puits) pendant 1 heure a 37°C. Apres une nouvelle étape de lavage, 50 pl de la solution
d’Acs secondaire couplée a la peroxydase (1/5000°™) sont distribués dans chaque puits suivi
d’une incubation & 37°C, pendant 60 min. Aprés une derniere étape de lavage, 50 ul du substrat
de la peroxydase, I'OPD, sont dispensés dans chaque puits. Les plaques sont alors, gardées a

I’abri de la lumiére et & température ambiante, pendant 30 min. Puis, la réaction est arrétée, par

ajout de 50 pl/puits de H,SO4 3M et enfin, aprés 5 min, I’absorbance est lue &4 492 nm.
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II. D. Développement du test d’agglutination

I1. D. - 1. Protocole d’adsorption des anticorps monoclonaux

II. D. - 1. 1. Principe

Les Acms sont adsorbés sur les billes de latex par simple contact (Figure 19).

T T L
og o| Lavages Solution d’Acms
L |— rr )
A - / ;’ (V."nffa Cini.'j
;
Suspension de &%
billes & 1 % ‘s’ P| Etape d’adsorption

Centrifugation,
10 min, 6000 g

Solution d’Acms ' / l

1] ]
non-adsorbés o | Blocage dessites [¥w| ~ Lavages

(Vinadss Crads) \/ puis

» Stockage
Figure 19 : Principe de la méthode d’adsorption des anticorps monoclonaux sur les billes de

non-spécifiques

latex.

Les billes sont stockées dans de 1’eau distillée contenant de 1’azide de sodium (0,1 % de
NaNj;). Avant I’adsorption des Acms, les billes sont lavées dans un tampon d’adsorption,
spécifique du type de billes. L’échantillon de billes est, dans un premier temps, centrifugé 2
6000 x g pendant 10 min. La solution de stockage est alors éliminée et les billes sont remises en
suspension dans le tampon d’adsorption, de maniére a obtenir une suspension a 1 % (w/v). Cette
étape de lavage est réalisée & nouveau deux fois.

La suspension de billes et la solution d’Acms (2 une concentration C;,;) sont alors
mélangées a volume égal (V,,;). L’ensemble est agité par des mouvements de rotation, selon une
procédure temps/température spécifique de chaque type de billes. Ensuite, le mélange est

centrifugé a 6000 x g pendant 10 min. Le surnageant est, alors récupéré, et son volume exact est
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consigné (V,.qs) avant son stockage a -20°C. Cette solution sera utilisée ultérieurement pour
déterminer la quantité d’ Acms non-adsorbés (Qnags) sur les billes.

Les billes sont remises en suspension dans du tampon d’adsorption contenant 1 % de
BSA. L’ensemble est incubé selon un schéma temps/température spécifique du type de billes.
Afin de saturer les sites spécifiques, la solution de BSA est éliminée aprés centrifugation et trois
nouveaux lavages sont effectués avec une solution de stockage spécifique : tampon PBS,
pH=7.4, avec 1 % de BSA (w/v), 0,05 % de NaNs3 (w/v), 1ul/ml d’anti-protéases et 5 % de
glycérol (v/v), filtré sur 0,22 um. Les billes recouvertes d’Acms (1%, w/v) sont alors stockées a

4°C, a ’abri de la lumieére.

I1. D. - 1. 2. Pour les billes de 2 pym

Les premiéres billes testées pour mettre au point le test d’agglutination sont des particules
de latex de 2 pum (Interfacial Dynamics Corp., USA) dont la concentration massique est égale
4,3 % (w/v). Le protocole développé pour adsorber les Acms anti-VTG sur ces billes de 2 um est
basé sur celui développé par Ramadass et al. (1999) (Ramadass et al., 1999).

Le tampon d’adsorption utilisé dans ce protocole est un tampon carbonate-bicarbonate
0,5 M, pH=9,6 (Tampon Ca-biCa), contenant du NaN3 (0,05 %). La mise en contact des billes et
des Acms, pendant I’étape d’adsorption, s’effectue pendant une nuit, a température ambiante.
Quant au blocage des sites non-spécifiques par la solution de BSA 1% préparée dans du tampon

Ca-biCa, il dure entre 4 a 5 heures, toujours a température ambiante.

II. D. - 1. 3. Pour le billes de 1 pm

Les billes de 1 um sont des billes de latex Blue Dyed 2,5 %(w/v; Biovalley,
Polysciences, USA). Deux protocoles ont été développés pour adsorber les Acms sur ces billes
de 1 um (Magalhdes et al., 2004a, Magalhdes et al., 2004c) basés, a la fois, sur les protocoles de
Ramadass et al. (1999) et de Molina-Bolivar et al. (1999) ainsi que sur les instructions du
fabricant.

Le premier protocole est, dans son principe, identique a celui développé pour les billes de

2 um. Le seul changement concerne 1’étape d’adsorption oil le tampon d’adsorption est remplacé
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par un tampon Borate 0,1 M (pH=8,5) contenant 0,05 % de NaNj. Les sites non-spécifiques sont
également bloqués avec une solution de BSA 1 % préparée avec du tampon borate. L’ensemble est
placé une nuit, a 4°C, sous agitation rotative. Le lendemain, deux nouvelles étapes de blocage sont
effectuées, chacune d’une demie heure, 4 37°C. Ensuite les billes recouvertes d’Acms sont lavées
et stockées dans le tampon de stockage, 2 4°C, a I’abri de la lumigre (Magalhdes ez al., 2004c).

Un deuxiéme protocole a été testé avec ce type de billes de maniere a4 améliorer
I’adsorption des Acms, avec comme premier changement le tampon d’adsorption qui est, dans ce
cas, un tampon phosphate 0,1 M. D’autre part, le mélange de la suspension de billes et de la
solution d’Acms (Ciui, Vinie) est placé dans une étuve, a 37°C, pendant 5 heures, sous agitation
rotative. Apres avoir récupéré le surnageant contenant les Acms non-adsorbés (Qnads), les billes
sont lavées dans du tampon phosphate. Le blocage des sites non-spécifiques se fait comme
précédemment avec une solution de BSA 1% qui est toutefois préparée dans du tampon
phosphate. Aprés les trois étapes de blocage, les billes recouvertes d’Acms sont de nouveau
lavées puis stockées, aussi, dans du tampon de stockage, 3 4°C, 4 I’abri de la lumiére (Magalhies

et al., 2004a).

II. D. - 2. Etude du pH d’adsorption

Le tampon phosphate 0,1 M (+ NaN3 0,05 % et anti-protéases 1 pl/ml), utilisé dans la
deuxiéme méthode d’adsorption des Acms sur les billes de Ium, a été choisi car il permet
d’obtenir un large éventail de pH : de 5,3 4 8,2. Le pH optimal d’adsorption de chaque Acm, sur
les billes de 1 um, a alors pu étre déterminé.

Le tampon phosphate est préparé de la maniére suivante : deux solutions de phosphates
de sodium, monobasique (NaH,PO4) et dibasique (Na,HPO4), 2 1a concentration de 0,2 M, sont
mélangées selon des volumes pré-établis pour obtenir un pH précis 2 25°C (Tableau 16). Puis,
les différentes solutions obtenues sont diluées au Y5, avec de 1’eau distillée contenant 0,1 % de
NaN3 (w/v) et 2 ul/ml d’anti-protéases. Le pH exact de ces nouvelles solutions est alors mesuré a

la température d’adsorption (37°C).
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Tableau 16 : Préparation des différentes solutions de tampon phosphate utilisé dans la

détermination du pH optimal d’adsorption des Acms sur les billes de 1 um.

pH théorique, a 25°C,du mélange 0,2 M 45 5 55 6 65 7 15 8 85

Volume de NaH,PO4 0,2M en ml 99.4 98,3 95,5 87,7 68,5 39,0 16,0 53 23
Volume de Na,HPO, 0,2M Ajuster 2 100 ml
pH réel, 2 37°C, du mélange 0,2 M 49 51 55 60 65 70 7,5 8,0 8,5

pH réel, & 37°C,du mélange 0,1 M + NaNj

. B 53 55 58 62 66 7,1 75 79 82
+ anti-protéases

II. D. - 3. Etude de la cinétique d’adsorption des Acms

retenus pour leur spécificité vis-a-vis de la VTG

II. D. - 3. 1. Concentrations testées

La cinétique d’adsorption des Acms sur les deux types de billes, a été étudi€e a partir
d’un ou des trois Acms sélectionnés, pour leur spécificité élevée vis-a-vis des molécules de
> P p

VTGs de cyprinidés et de percidés: le G10/5/1, le F4/8/1 et 1e F4/9/1 (Voir II1.B.-2).

Les billes de 2 pm

Avec les billes de 2 um, seul I’Acm G10/5/1 a été testé pour vérifier si ce type de billes
peut étre utilisé pour développer un test d’agglutination permettant de détecter la production
anormale de VTG. Les concentrations étudiées sont les suivantes : 250, 500, 1000, 2000, 4000 et
8000 pg/ml (Cyy). Ces solutions sont préparées a partir d’une solution mere a 9 mg/ml obtenue
aprés précipitation au sulfate d’ammonium (45 %) et dialyse. Les différentes solutions ont été
obtenues par des dilutions en cascade au %2, dans du tampon PBS, pH=7,4 contenant du NaNj;

(0,05 %) et des anti-protéases (1 ul/ml).

Les billes de 1 um

Pour tester si les billes de 1 um étaient utilisables pour développer un test d’agglutination
détecte 1a présence de VTG, seules trois concentrations de I’Acm G10/5/1 ont ét€ étudiées : 240,

470 et 960 pug/ml (C;yy). Les deux solutions a 240 et 470 ug/ml ont préparées & partir de la
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solution meére de 960 ug/ml, obtenue aprés purification par chromatographie d’affinité et dialyse.
Ces deux solutions sont été préparées par dilution au V2 dans du tampon PBS, pH=7,4 contenant
du NaNj3 0,05 % et des anti-protéases (1 ul/ml).

Puis le protocole d’adsorption a été optimisé et la cinétique d’adsorption des trois Acms
est étudiée a 1’aide des solutions présentées dans le tableau 17. Pour chaque Acm, les solutions
étudiées sont préparées par dilution au ¥2 dans du tampon phosphate 0,1 M. La solution mere a

€té obtenue, dans ce cas, par purification au sulfate d’ammonium (45 %) et aprés dialyse.

Tableau 17 : Concentration en Acms testées (Cyn;) pour étudier la cinétique d’adsorption sur les

billes de 1 um.

Acms Concentration en pg/ml

G10/5/1 141 320 543 1085 2114 4407
F4/8/1 142 215 388 749 1551 3236
F4/9/1 137 254 497 1044 1987 3542

II. D. - 3. 2. Modélisation mathématique de ’adsorption

Dosage protéique

Pour pouvoir modéliser la cinétique d’adsorption des Acms sur les billes de latex, les
quantités d’Acms adsorbés (Qu4) et non-adsorbés (Q,qq) sur les billes doivent étre calculées
avec précision. Pour cela, des dosages protéiques précis sont réalisés sur les différentes solutions
d’Acms : les solutions initiales utilisées pour I’adsorption et les solutions d’ Acms non-adsorbés,
récupérées apres I’étape d’adsorption (par centrifugation a 6000 x g, pendant 10 min).

Ces dosages protéiques sont réalisés a I’aide d’un kit BCA (Bicinchoninic acid protein
assay ; Sigma) par microtitration. Ce kit est composé de deux réactifs : une solution de sulfate de
cuivre (II) et une solution d’acide bicinchoninic. Ces deux solutions sont mélangées,
extemporanément, selon le ratio 50/1, respectivement. Les protéines, présentes dans la solution
doser, réduisent le Cu (II), de la solution de sulfate de cuivre, en Cu (D), ceci car le milieu est
alcalin. L’acide bicinchoninic interagit alors avec le Cu (I). Cette interaction induit la formation
d’un complexe violet dont I’absorbance maximale est mesurable & 582 nm. L’absorbance va

donc €tre fonction de la concentration en protéines dans le milieu.
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Sur une plaque 96 puits (P96), chaque puits recoit 10 pl d’échantillons. Le dosage de
chaque échantillon est fait en triplicat. Puis, 200 pl de la solution de coloration sont distribués
dans chaque puits. L’ensemble est placé dans une étuve & 37°C, pendant 30 min. L’absorbance
est lue & 582 nm 2 I’aide d’un fluorimétre Fluostar Galaxy (BMG).

Pour réaliser la courbe étalon, 5 solutions différents de BSA sont utilisées dont les
concentrations sont les suivantes : 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 et 1 mg/ml. Comme pour les autres échantillons,
10 pl de chacune de ces solutions de BSA sont déposés, en triplicat, dans une P96. Les
concentrations protéiques des échantillons testés sont donc estimées a partir de la droite de régression

obtenue 2 partir des résultats expérimentaux acquis avec les différentes solutions de BSA.

Calculs de la concentration d’Acms adsorbés par volume de billes

La quantité d’Acms adsorbés (Qqqs) sur les billes est obtenue en soustrayant la quantité

d’ Acms non-adsorbés (Qnags) 4 1a quantité d’ Acms initialement apportée (Qini) :
Qads = Qinit - szds

Qs = ConiViir = Craas,

init * init nads ® nads

ol Cy est la concentration (mg/ml) de la solution d’Acms avant son mélange avec la
suspension de billes,
Viuir €st le volume (ml) de la solution d’ Acms avant sont mélange avec la suspension de billes,
Coaas €St la concentration (mg/ml) de la solution d’Acms non-adsorbés, récupérée par
centrifugation apres 1’adsorption,
Viyads €st le volume (ml) de la solution d’Acms non-adsorbés, récupérée par centrifugation
apres I’adsorption.

Puis pour obtenir la concentration d’Acms adsorbés par ml de suspension de billes (Cacm-piite), 1a

quantité d’ Acms adsorbés est multipliée par un facteur F tel que :

1
F =—— avec Vi, enml

init

—_ *
alors CAcm-bilIe = Qads F
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Modéles mathématiques

Plusieurs modeles mathématiques sont utilisés pour étudier 1’adsorption des Acms sur les
billes de latex :

® L’isotherme d’adsorption : le graphique est obtenue en représentant la concentration Cy

versus la concentration C,,, ... (X versusy),

¢ [’isotherme de Freundlich : In C,uy versus InC "

cm—bille *

C,ni
® Le modele de Scatchard : C,,, .. versus —Awmbile

nads

A partir des représentations graphiques, les constantes d’affinités, la capacité d’adsorption et les

constantes cinétiques sont estimées.

II. D. - 4. Etude de ’'immunoréactivité

L’immunoréactivité de chacun des complexes billes-Acms est testée avec plusieurs
€chantillons plasmatiques provenant de carpes :
® miles non-traités : témoins négatifs,
¢ femelles naturellement en vitellogengse : témoins positifs,
¢ miles et femelles traités avec de 1’cestradiol,

¢ femelles, & la fois, en vitellogenése et traitées avec de 1’estradiol.

Vingt cinq microlitres de plasma et 25 ul de la suspension de billes-Acms sont déposés
sur une plaque d’opaline. Les deux gouttes sont mélangées par des mouvements circulaires.
Ensuite le mélange est homogénéisé, également par des mouvements circulaires, pendant 5 min.

Parallélement a ces tests, des témoins sont réalisés avec des billes non recouvertes. Les
tests sont considérés comme positifs si une agglutination est visible uniquement avec des billes
recouvertes d’Acms et des échantillons plasmatiques contenant de la VTG (Magalhdes er al.,

2004a, Magalhies et al., 2004c).
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Le but de cette étude est de développer un test d’agglutination qui permettra de détecter la
présence anormale de vitellogénine (VTG) dans le sang de poissons méles ou immatures
contaminés par des cestrogénes mimétiques ((EMs). La mise au point de ce test immunologique
nécessite la purification de la VTG pour produire des anticorps (Acs) reconnaissant

spécifiquement cette molécule.

III. A. Purification de la vitellogénine de carpe

Le premier objectif de cette étude est le développement d’une procédure de purification,
rapide et non dénaturante, de la VTG de carpe Cyprinus carpio, qui permettra d’obtenir des

quantités élevées de cette protéine pure.

III. A. - 1. Induction de la synthese de vitellogénine

La premicre étape de cette procédure consiste a stimuler une surproduction de VTG chez
des carpes, a I’aide d’un traitement par le 17 -cestradiol (E2), selon le protocole établit par Tyler et

Sumpter en 1990 : 2 injections de 10 pg/g d’E2 a 10 jours d’intervalle (Tyler et Sumpter, 1990a).

III. A. - 1. 1. Induction de la synthése protéique

L’administration d’E2 induit chez les carpes (Cyprinus carpio) une augmentation de la
concentration en protéines totales plasmatiques de 23 + 4 mg/ml chez les males non-traités a
60 + 3 mg/ml pour le groupe de méles traités, et de 29 + 10 mg/ml pour le groupe de femelles
non-traitées a 52,4 £ 9,7 mg/ml chez femelles traitées (Figure 20).

Cet effet a, également, été observé pour d’autres poissons comme le bar de mer
(Dicentrarchus labrax), les soles anglaises (Pleuronectes vetulus) et la truite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) (Mafiands et al., 1994b, Roubal et al., 1997, Brion et al., 2000). Dans
ces études, les auteurs ont clairement démontré que cette augmentation de concentration résultait
de la surproduction de VTG. En effet, apres sa synthese hépatique, la VTG est libérée dans la
circulation sanguine (Mafianés et al., 1994b) ou elle peut perdurer pendant plusieurs jours avant

d’étre éliminée de I’organisme (Hemmer et al., 2002).
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Concentration en protéine
plasmatiques en mg/ml

Males non-traités Males traités Femelles non- Femelles traitées
traitées

Figure 20 : Effets du traitement & I’E2 sur la concentration en protéines plasmatiques chez des

carpes (Cyprinus carpio) males et femelles (barre d’erreur : écartype ; n i = 5, N non-traite = 5).

III. A. - 1. 2. Analyse électrophorétique des échantillons

plasmatiques des animaux traités ou non

Pour vérifier que ’augmentation de la concentration en protéines plasmatiques reflte
I'enrichissement du plasma en VTG, des analyses électrophorétiques, Native-PAGE ou SDS-
PAGE, ont été effectuées sur les différents échantillons prélevés chez les carpes traitées et non-

traitées. Les carpes non-traitées sont des méales servant en méme temps de témoins négatifs.

Electrophoreses

Les analyses électrophorétiques réalisées en Native-PAGE avec une coloration au bleu de
Coomassie montrent la présence (Figure 21 A) :
¢ d’une bande protéique surexprimée chez les carpes traitées, dont le poids moléculaire
(PM) est compris entre 370 et 390 kDa environ,
¢ et d’une autre bande protéique uniquement exprimée chez les carpes traitées, dont le PM
est compris entre 240 et 250 kDa.
De plus, les colorations spécifiques au noir Soudan et au vert de méthyle montrent que ces
deux protéines possedent les deux caractéristiques biochimiques des molécules de VTGs de

poisson : des groupements lipidiques et phosphates (Figure 21 B et C).
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La petite bande protéique de 370-390 kDa, visible chez les carpes non-traitées, correspond
a des protéines plasmatiques dont le PM est trés proche de celui de la VTG de carpe. Ces

protéines ont déja été observées par Tyler et Sumpter en 1990 b.

s4s—>
276
132—»4‘
66 —>
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29 =

kDa A

Std nT T

Vitellogénine : <= dimére < dégradée <— monomere

Figure 21 : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE 6 % (A, B et C) et SDS-PAGE 7,5 %
(D), de la composition protéique des échantillons plasmatiques provenant de carpes males non-
traitées ( nT) ou de carpes traitées (males ou femelles, T) : coloration au bleu de Coomassie

(A et D), au noir Soudan (B), ou au vert de méthyle (C). Std : standard.

Concernant la bande protéique de 240-250 kDa, il s’avere que Tyler et Sumpter (1990b),
ainsi que Roubal er al. (1997) ’ont, également observée chez les carpes et les soles anglaises,
mais uniquement apres la purification de la VTG. D’apres eux, cette protéine correspondrait a un
produit de dégradation du dimeére de la VTG, celui-ci disparaissant lorsque la purification est
réalisée a une température inférieure a8 9°C en présence d’anti-protéases (Tyler et Sumpter,
1990a, Roubal et al., 1997).

Dans notre étude, pour limiter la dégradation de la VTG par des protéases lors de la
purification, des anti-protéases sont distribuées dans les tubes héparinés recevant les échantillons
de sang. De plus, les échantillons de sang sont conservés dans la glace, du prélévement, jusqu’au
stockage des plasmas & -20°C. Cependant la forme dégradée de la VTG est toujours présente,
bien qu’en faible quantité. Elle pourrait résulter d’une métabolisation physiologique de la VTG

induite par les poissons et non a une dégradation apres le prélevement sanguin (Mafiands et al.,

1994b).
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Selon les especes de poissons, les méles contaminés produisent une (Mafianés er al., 1994b,
Brion et al., 2000) a deux molécules (Tao et al., 1993, Roubal et al., 1997, Ohkubo et al., 2003) de
VTG. Ces molécules sont des dimeres protéiques. Quand deux dimeres sont produits au sein de la
méme espece :
¢ les deux molécules peuvent étre constituées de 1’association d’un seul type de monomere
(Tao et al., 1993, Roubal er al., 1997). La différence entre les deux dimeéres serait la
conséquence de transformations post-traductionnelles.
® ou bien chaque dimére est constitué de I’association d’un type de monomere qui lui est
spécifique (Ohkubo et al., 2003). Dans ce cas, les deux types de monomeres résultent de la
transcription de deux génes de VTG différents (Bowman er al, 2000) ou d’une
transformation post-traductionnelle différente.
Récemment, d’autres études ont révélé la présence d’un deuxi®éme monomeére chez la
carpe Cyprinus carpio (Solé et al., 2000, Fukada er al., 2003, Shi et al., 2003), son PM est
compris entre 180 et 190 kDa. Sa concentration plasmatique est trés faible, par rapport 2 la

concentration de I’autre monomere ce qui le rend difficile A observer.

Une étude €lectrophorétique en condition dénaturante des échantillons de plasma permet
de visualiser le ou les monomeres délipidés composant le dimére de VTG de carpe. L’étude du
contenu plasmatique, par SDS-PAGE, montre la présence d’une seule bande dont le PM est
compris entre 130 et 160 kDa, exprimée uniquement chez les carpes traitées (Figure 21 D). Cet
interval de PM est en accord avec celui trouvé effectivement par Tyler et Sumpter (1990a) pour

le monomere délipidé de la VTG de carpe (160 & 170 kDa).

II. A. - 1. 3. Séquencage du monomére

L’analyse électrophorétique des échantillons plasmatiques des animaux traités et non-
traités montre que la bande de 370-390 kDa correspondrait 4 un des diméres de la VTG de carpe
Cyprinus carpio. Ce dimere serait constitué de deux monomeres identiques, dont le poids
moléculaires serait compris entre 156 et 192 kDa (monomére lipidé = PM du monomére délipidé

+ 20 % de lipides).
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Pour le vérifier, un séquengage de 1’extrémité N-terminale du monomere délipidé a été

réalisé. Deux séquences différentes d’acides aminés ont été€ obtenues :

e Seql:X-Q-I-N-L-V-P-E-F-T-P-G-.,

® Seq2:X-D-R-A-L-H-P-E-V-R-M-V-..

Ces deux séquences, Seql et Seq2, sont toutes les deux retrouvées dans la séquence

protéique de la molécule de VTG de carpe, actuellement identifiée (Figure 22). Ce résultat

confirme que le monomere, détecté en SDS-PAGE, correspond au monomere délipidé de la VTG

de carpe Cyprinus carpio.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

mravvlaltv
savtentflm
apagvsptvl
kskdlshcge
vhgfspfnei
mkisdapagi
yrrwlldalp
mhekiakmpa
lkvlgnaghp
vldralhpev

alvasgginl vpeftpgkty

klmdpliyey
nlhrgilnil
rivkdvrlay
hgaagmeakqg
ievlkhlvan
svgtpviikE
lrevvmlgyg
aslkpimkll

rmvacivlfe

dmaavagaan
avvakarayl
ptdgplasvy
kpllaaearr
vglgaearps
pvevpehiat
apapfdktlc
lelevgvgpr
SNrsssssss
ssferigkga
dnlkicvdga
ttyakkmskh

hlpyaipinp

vaiklmsrkl
agaaadvleil
ikflggevaf
ilptavgvpm
ialgtfavmg
lsfetlavvr
lavpyieikg
aaerllkgis
S55S5SSS5SS
kflgnavppv
llskhkvtak
iymaafgagt
dgslsigide

agiwpkdpfv
glnlkktgni
tercaecter
tlafveiekt
nvamvhedap
ikekflagel
smiarhcvav
pglrtaassl
skpsvalvss
drlsfrfsra
gvrtegigea
vkidktiiee
elslytaava
vntaligaav
nieeptaert
cvelhshnaa
lideetpegk
msssrvskta
faviaravrv
lawgpecqqy
rlervmnsek

dilswigrhi

vynyealllg
patkltsala
velgeagaqg
ikslietaty
lvvpikadyl
lkfvgligll
tlpefigalv
ptcsaellrp
plrvgvdail
lagalktetn
lgldyyhtpl
llkspaades
aipivtgpkp
aasvnvkati
margkirtia
vplvpelavg
firndplyyi
afllklkeil
timepfrkfh
dhkllgygla
avtakaeagv
eieltlalpn

kee

glpheglara
aglgipikfe
vcrthyvise
nyimkpasag
argslgyefa
rvstleniea
valgmvtadl
iheiaaeats
alrniakkep
mhvvsfaysh
migaagsaym
vdritkikrt
rellkralka
tpplpeeiet
pvkvaaradi
nsgthsdyls
igghsaratv
etedknrpvs
kdrylaphga
ayfdkptarv
lgefpaarle

grslnvifri

gikvnskvhl
yangvvgkvE
dpkanhitvt
vliteatvee
teilgtpihl
iwagfkdkpa
dtigltasla
kndireitla
klvgpvalqgl
iksltritap
indaatilpr
lralanwkdl
lgegiawqgya
mtleglkktd
lkgnykveal
sengdevpvr
araegpaver
Sesrsssssr
skkvssgssa
givvssiaen
lewerlpitv

pemtlsrmgi

Figure 22 : Séquence du monomere (130-160 kDa) de la VTG de carpe Cyprinus carpio avec,

soulignées, les deux séquences obtenues aprés séquengage de l'extrémité N-terminale

(Magalhies et al., 2004b).
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Seql correspond a la séquence située entre le 17 et le 27°°™ acide aminé. Quant a Seq?2, elle est
correspond 2 la séquence 541-553'™ acide aminé. Cette deuxiéme séquence serait obtenue 2
partir d’un produit de dégradation du monomere délipidé qui est libéré lors du séquencage.

De plus, des séquences plus ou moins identiques a Seql et Seq?2 sont aussi présentes dans
les molécules de VTG d’autres especes de poissons (Tableau 18). Cette observation confirme
que la molécule de VTG est relativement bien conservée entre les différentes especes de
poissons (Babin et al., 1999, Fyhn et al., 1999, Lim et al., 2001), toutes les VTGs dérivant d’une
méme protéine ancestrale (Babin er al., 1999). Les similitudes retrouvées entre plusieurs
molécules de VTG de poissons, laissent supposer qu’il serait possible d’obtenir un anticorps

monoclonal unique pouvant reconnaitre la VTG de chacune de ces espéces de poissons, voire de

la plupart des espéces de poissons.

Tableau 18 : Similitude entre les séquences Seql et Seq2 obtenues apres le séquengage de
"extrémité N-terminale du monomere de 130-160 kDa et les séquences protéiques des molécules

de VTGs de différentes espéces de poissons.

Poissons Séquence 1 Similitude
Q N L VP EFTTUP en %
VTG de carpe (Cyprinus carpio) Q I NL VP ETFTTP 100 %
VTG de poisson téte de boule
(Pimephales promelas) QI NL VP ETF AP 0%
VTG II de médaka (Oryziaslatipesy Q L S F T P E F S P 50 %
VTG II de Choquemort
(Fundulus heteclitus) @V SYAPETF AP AN
Séquence 1 tronquée
Q I N L VP EF
VTG de poisson zébre V NLATPTE F 75 ¢,

(Danio rerio)

Séquence 2

D R AL HPE VI RM

VTG de carpe D R AL HPEVIRM 100 %
VTG de poisson zebre D R AL HPEVI RM 100 %
VTG de poisson téte de boule D R AL HPEVRM 100 %
VTG de truite arc-eq—cnel D KALHTPETLT RM 80 %
(Onchorynchus mykiss)

VTG II de Choquemort D R TUL DUPETULIZRM 0%
VTG d’esturgeon blanc D HQLTHSTETVR RM 70 %

(Acipenser transmontanus)
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II1. A. - 2. Méthode de purification

La deuxieme étape pour obtenir une solution pure de VTG de carpe, non dénaturée et
suffisamment concentrée pour produire des Acms spécifiques, consiste & développer la meilleure
méthode de purification de cette protéine. Une méthode a été mise au point afin d’améliorer celle
proposée par Tyler et Sumpter, en 1990 pour le plasma de carpe (durée : 35 heures ; pertes de
protéines importantes : nombre d’étapes de récupération) en tenant compte de plusieurs
méthodes et techniques proposées par d’autres auteurs pour différents poissons (bar de mer, bar a
rayures Morone saxatilis, sole anglaise ou truite arc-en-ciel) (Tao er al., 1993, Mafianés eft al.,

1994b, Roubal et al., 1997, Brion et al., 2000).

III. A. - 2. 1. Purification par chromatographie échangeuse

d’anions

Le plasma issu d’une carpe traitée avec de I’E2 (méle ou femelle), a donc subi une
premiére étape de purification par chromatographie échangeuse d’anions faibles. D’autres
échantillons plasmatiques, provenant d’une carpe male non-traitée (témoin négatif) et d’une
carpe femelle non-traitée ont également été purifiés, pour aider a identifier la VTG. Les figures
23 et 24 présentent les chromatogrammes obtenus, 3 254 nm et 280 nm, lors de cette premiere

étape de purification.

Les profils chromatographiques

En comparant les quatre chromatogrammes, il apparait que seuls les deux pics protéiques
élués entre la 10°™ et la 12°™ minute peuvent contenir de la VTG de carpe. En effet, les
protéines composant ces deux pics sont synthétisées en réponse a la stimulation cestrogénique
puisqu’elles sont uniquement présentes chez les animaux trait€s avec de I'E2 (males ou
femelles). Concernant la carpe femelle non-traitée, I’absence de VTG indique qu’elle n’était pas

en vitellogenése.

Partie III. Résultats et Discussion - 155 -



Les quatre autres pics, élués entre la 2-3™ min, 7-8°™ min, 15-16°™ min et 20" min,

correspondent a des protéines plasmatiques toujours présentes dans le plasma (2-3°™ min, 7-

8" min) ou dont la présence est facultative (15-16"™ min et 20°™ min).
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Figure 23 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d’une carpe male non-
traitée (tracés noirs) et d’une carpe male traitée (tracés rouges) obtenus lors de 1’étape de

chromatographie échangeuse d’anions faibles et mesurés a 254 nm (graphe A) et 2 280 nm

(graphe B).
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Figure 24 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d’une carpe femelle non-
traitée (tracés noirs) et d’une carpe femelle traitée (tracés rouges) obtenus lors de 1’étape de
chromatographie échangeuse d’anions faibles et mesurés & 254 nm (graphe A) et a 280 nm

(graphe B).
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Electrophoreses

Afin de vérifier que la VTG est présente parmi les protéines éluées dans les fractions 10,

11 et 12, issues des animaux traités, leur contenu protéique est déterminé par électrophorese

SDS-PAGE (Figure 25).
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Figure 25 : Analyse électrophorétique par SDS-PAGE (7,5 %) du contenu protéique des fractions 10,
11 et 12, obtenues a P’issue de la premiere étape de purification par chromatographie échangeuse
d’anions faibles, d’un échantillon plasmatique d’une carpe traitée (T) et d’une carpe non-traitée (nT),.

P/nT : échantillon plasmatique d’une carpe non-traitée ; Std : standard.

Les résultats obtenus révelent, d’une part, qu’une protéine dont le PM correspond a la
VTG, est présente dans ces fractions, puisqu’une bande protéique d’environ 140 a 150 kDa peut
étre observée. D’autre part, la SDS-PAGE montre qu’a I’issue de cette premicre étape de
purification, cette protéine n’est pas totalement purifiée puisque d’autres bandes sont encore

visibles.

Au vu des résultats exposés préalablement, les fractions 10, 11 et 12 issues des animaux
traités ont été regroupées et concentrées. Ce nouvel échantillon semi-purifié¢ dit “trait€” a alors ét¢
étudié par électrophorése en condition non dénaturante (Native-PAGE), avec les trois colorants
cités précédemment : le bleu de Coomassie, le noir Soudan et le vert de méthyle (Figure 26). Les
résultats obtenus confirment la présence de VTG dans I’échantillon semi-purifi€¢ “traité”

puisqu’une protéine d’environ 370 kDa contenant, a la fois, des groupements lipidiques et

phosphates est présente uniquement dans cet échantillon.
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Figure 26 : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE (6 %), de la composition protéique des
échantillons semi-purifiés, “traité”(sp/T) et “non-traité” (sp/nT), obtenus apres la premiere étape
de purification par chromatographie échangeuse d’anions faible: coloration au bleu de
Coomassie (A), au noir Soudan (B), et au vert de méthyle (C). PU/nT : échantillon plasmatique

d’une carpe non-traitée ; PI/T : échantillon plasmatique d’une carpe traitée ; Std : standard.

Le profil électrophorétique obtenu permet également de constater que cette premiere
¢tape de purification par chromatographie échangeuse d’anions faibles n’est pas dénaturante. En
effet, aucune bande d’environ 140 kDa n’est révélée (monomere de VTG). Ainsi, bien que la
protéine 240-250 kDa, correspondant a une forme dégradée du dimere de la VTG de carpe soit

toujours présente, sa concentration n’a pas augmenté lors de cette premidre étape de purification.

En conclusion, les fractions 10, 11 et 12, issues de la purification par chromatographie
échangeuse d’anions faibles du plasma de carpe traitée avec de 1’E2 (méle ou femelle)
contiennent la VTG sous sa forme native, mais celle-ci n’est pas complétement pure. Il est donc,

nécessaire de recourir 2 une deuxi¢éme étape de purification. La technique choisie est une

chromatographie de filtration sur gel qui sépare les protéines selon leur poids moléculaire.

III. A. - 2. 2. Purification par filtration sur gel

£ <. P4l]

La purification de I’échantillon semi-purifié “traité” par chromatographie liquide haute

performance de filtration sur gel a été suivie par spectrophotométrie 4 254 et 280 nm (Figure 27).
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Les profils chromatographiques

Les profils chromatographiques obtenus montrent la présence, dans 1’échantillon semi-

purifié “traité”, d’un pic protéique supplémentaire absent de I’échantillon témoin (Figure 27).
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Figure 27 : Chromatogrammes obtenus a I’issue de la deuxieme étape de purification par
chromatographie de filtration sur gel. Chromatogrammes noirs : échantillon pur * non-trait€ ™ ;

rouges : échantillon pur “ traité ” ; continus : lecture 4 254 nm ; en pointill€ : lecture a 280 nm.

Electrophoréses

Pour déterminer le contenu protéique du pic, les fractions 10, 11 et 12 ont été analysées
par SDS-PAGE 7,5 % (Figure 28). Une seule et unique bande d’environ 140 kDa est présente
dans ces fractions. La protéine est donc totalement purifiée a I’issue de cette deuxieme étape de

purification. Ces fractions sont alors regroupées et concentrées par ultrafiltration.
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Figure 28 : Analyse €lectrophorétique, par SDS-PAGE (7,5 %), de la composition protéique des
fractions pures 10, 11 et 12, obtenues aprés la deuxieéme étape de purification, par
chromatographie de filtration sur gel, des échantillons semi-purifiés “traité”(T) et “non-traité”
(nT). PUnT : échantillon plasmatique d’une carpe non-traitée ; PI/T : échantillon plasmatique

d’une carpe traitée ; Std : standard.
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Figure 29 : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE (6 %), de la composition protéique de
la solution pure de VTG obtenue aprés la deuxieéme étape de purification par chromatographie de
filtration sur gel. Std : standard ; nT : échantillon provenant de la purification d’un plasma de

carpe non-traitée ; T : échantillon provenant de la purification d’un plasma de carpe traitée.

Ce nouvel échantillon pur est alors étudié par Native-PAGE 6 % (Figure 29), et les
résultats obtenus confirment, tout d’abord, que la protéine visualisée est la VTG de carpe,

puisqu’elle fait environ 370 kDa et qu’elle contient des groupements lipidiques et phosphates.
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Par ailleurs, ces résultats attestent que la VTG est totalement purifiée a I’issue de cette deuxieme

étape de purification, et qu’elle n’est pas dénaturée, aucune autre protéine n’étant visible.

III. A. - 2. 3. Avantages et inconvénients de cette premiere

méthode de purification

Cette nouvelle méthode de purification de la VTG de carpe Cyprinus carpio, en deux
étapes, utilisant deux techniques de chromatographies liquides a haute performance (une
chromatographie échangeuse d’anions faibles suivie d’une filtration sur gel) a donc permis
d’obtenir une solution pure de VTG de carpe, de maniére beaucoup plus rapide que la méthode
de Tyler et Sumpter (1990a), ainsi que par rapport aux méthodes mises au point pour purifier la
VTG d’autres especes de poissons (Tableau 19) (Tao et al., 1993, Mafianés et al., 1994b, Roubal
et al., 1997, Brion et al., 2000). En effet, les temps de rétention de la VTG de carpe sont tres
faibles pour les deux étapes : inférieurs & 12 min dans les deux cas alors qu’il était supérieur a

1 heure pour les autres méthodes.

Tableau 19 : Intervalle des temps d’élution de différentes molécules de vitellogénine, variant
selon la méthode de purification (début - fin d’élution) (Tyler et Sumpter, 1990a) [1], (Tao et al.,
1993) [2], (Mafiands et al., 1994b) [3] (Roubal et al., 1997) [4] et (Brion et al., 2000) [5].

Poissons Etape 1 Etape 2 Etape 3 Références
Carpe 10,0-12,0°™ min  10,0-12,0°™ min - -

Bar de mer 54,0-84,0°™ min 6,0-6,5°™ h - (3]

Bar 2 rayure 9,0-10,2°™ h 2,0-4,0°™ . [2]
Carpe 10,0-16,0°™ h 3,0-5,0°™ h 12,0-14,0°™ h (1]
Gougeon 14,4-15,6°™ min  42,5-57,5°™ min = [5]

Sole anglaise 2,6-2,8°m 1,5-2,0%™ h 5 [4]
Truite arc-en-ciel 13,5-14,5%™ min  45,0-55,0°™ min : (5]
Vandoise 14,4-15,6°™ min  47,5-55,0°™ min - [5]

h : heure min : minute -

De plus, cette nouvelle méthode de purification de la VTG de carpe présente un
rendement de purification équivalent aux autres méthodes en deux étapes avec une concentration
de VTG pure environ égale a 770 pg/ml, obtenue a partir d’une échantillon plasmatique de 1 ml

provenant d’une carpe mile mature traité. Roubal et al. (1997), quant a eux, avaient obtenu, en
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purifiant 1 ml de plasma de sole anglaise mile mature traitée (avec 2 injections de 10 pg/g de
E2), des solutions de VTG pure dont les concentrations varient entre 600 et 800 ug/ml.

Toutefois, le rendement de purification de cette nouvelle méthode reste insuffisant pour
produire des Acms. En effet, le protocole de production d’Acm nécessite 500 ul/souris d’une
solution de VTG pure, & la concentration minimale de 1,5 mg/ml.

Le calcul des rendements des étapes de concentration par ultrafiltration a permis
d’évaluer que la perte protéique globale pouvait s’élever a2 40 %, celle-ci se répartissant
€équitablement entre les différentes phases.

Une méthode de purification, en une seule étape, permettrait donc de limiter ces pertes.

III. A. - 3. Deuxieme méthode de purification

La deuxieme méthode testée pour purifier la VTG de carpe Cyprinus carpio utilise une
seule technique de chromatographie liquide échangeuse d’anions faibles. Dans ce cas, les
protéines seront éluées a I’aide d’un gradient discontinu de NaCl, avec des paliers de
12,5 mM/4min, variant entre 0 & 0,5 M, et non pas par un gradient linéaire comme dans la
méthode précédente.

Dans le mode d’élution discontinue, le gradient est segmenté en de multiples petits
gradients linéaires, de durées et de hauteurs de paliers variables. Il permet donc de se focaliser
sur une concentration saline précise, ce qui permet d’augmenter 1’espacement entre les pics
protéiques, et donc de mieux isoler les protéines tout en diminuant le temps de 1’analyse

(Jandera, 1999).

Profils chromatographiques

La purification d’un échantillon plasmatique d’une carpe traitée (méle ou femelle), par
cette nouvelle méthode, a abouti a I’obtention de trois pics protéiques, absents des échantillons

de carpes non-traitées (mile ou femelle) (Fi gure 30).
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Figure 30 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d’une carpe méle non-
traitée (tracés noir) et d’une carpe traitée (tracés rouge) obtenus lors de la purification par
chromatographie échangeuse d’anions faibles avec un gradient discontinu (courbe bleue) et

mesurés aux deux longueurs d’onde : 254 nm (A) et de 280 nm (B).

Electrophoreéses

L’analyse, en SDS-PAGE (7,5 %), du contenu protéique des trois fractions 10, 12 et 14
ol les trois pics protéiques sont élués, montre qu’elles contiennent uniquement deux protéines
qui pourraient étre (Figure 31) :

¢ le monomere délipidé de la VTG de carpe d’un PM variant entre 130 et 150 kDa,
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¢ et une autre bande, minoritaire d’environ, 100 kDa qui correspondrait & un produit de
dégradation du monomere de la VTG de carpe (Tyler et Sumpter, 1990a, Tao et al., 1993).
En I’absence d’autres bandes protéiques a I'issue de la purification, la VTG de carpe

serait, par conséquent totalement purifiée.
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Figure 31 : Analyse électrophorétique par SDS-PAGE (7,5%) du contenu protéique des trois
fractions 10, 12 et 14, obtenues aprés purification par chromatographie échangeuse d’anions

faibles en gradient d’élution discontinu. Std : standard ; nT : non-traité ; T : Traité.
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Figure 32 : Analyse électrophorétique par Native-PAGE (6%) du contenu protéique de la
solution pure de VTG, regroupant les trois fractions 10, 12 et 14, obtenues aprés purification par
chromatographie échangeuse d’anions faibles en gradient d’élution discontinu : A/ coloration au
bleu de Coomassie ; B/ coloration au noir Soudan ; C/ coloration au vert de méthyle ; Std :

standard ; R : fractions regroupées ; RC : fractions regroupées et concentrées.

Pour vérifier que la bande protéique principale est constituée de VTG et que la seconde

résulte d’une dénaturation dépendante de la SDS-PAGE, une étude €lectrophorétique, en Native-
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PAGE (6%) est réalisée sur la solution de VTG pure obtenue aprés regroupement des trois
fractions 10, 12 et 14, et concentration (Figure 32). Les résultats obtenus montrent la présence
d’une unique protéine dans la solution purifiée, d’un poids moléculaire d’environ 370 kDa,
possédant des groupements phosphates et lipidiques.

Les trois pics protéiques séparés par la chromatographie échangeuse d’anions faibles,
correspondent donc 2 I’élution d’une seule et unique molécule de VTG de carpe. Pourtant,
’obtention de trois pics traduit une différence de charge entre le contenu de chaque pic. La
différence de charges serait donc, dans le cas de la carpe, suffisamment faible pour qu’elle
n’implique aucune différence de poids moléculaire, contrairement aux cas des soles anglaises,
des bars a rayure et des gobies (Acanthogobius flavimanus) ou deux dimeres sont détectables
(Tao et al, 1993, Roubal et al., 1997, Ohkubo et al., 2003). Cette différence serait la

conséquence de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation).

Rendement de purification

Le rendement de purification de cette nouvelle méthode est trés satisfaisant puisqu’il
permet d’obtenir une concentration suffisamment élevée pour produire des Acms. En effet, avec
400 pl de plasma de carpe traitée, nous obtenons 1 ml d’une solution de VTG dans du tampon
phosphate de sodium contenant 4,4 mg de cette protéine pure. Le plasma de I’animal traité,
utilisé pour purifier la VTG de carpe, contenait donc, au départ, au minimum16,7 mg/ml de VTG
(Tableau 20), soit environ 17 fois plus de VTG que ne peut en produire une carpe en

vitellogenese.

Tableau 20 : Estimation de la quantité de VTG présente dans 1 ml de plasma de carpe traitée par

extrapolation des résultats obtenus avec 400 ul de plasma.

Valeurs expérimentales Valeurs estimées
Volume de plasma 400 pl 1 ml
Aprés purification
Quantité de VTG - 6,7 mg 16, 7 mg
Aprés ultrafiltration
Concentration en VTG 4,4 mg 10,9 mg
Volume final 1 ml 1 ml
Perte protéique estimée 34 % 34 %
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Tyler et al. (1996) pensaient que les animaux traités ne pouvaient pas produire plus de
VTG que le taux maximal normalement produit par une femelle en vitellogengse ( Img/ml pour
les carpes) (Tyler et al., 1996). D’autres études réalisées sur les bars de mer et les soles anglaises
ont, comme notre €tude, démontré que cette valeur pouvait étre dépassée (Mafiands et al., 1994b,

Roubal et al., 1997).

Exemple d’autres études

Parallelement a notre étude, deux autres équipes ont également mis au point une nouvelle
méthode de purification de la VTG de carpe, utilisant un gradient d’élution discontinu. La
premiere utilise une chromatographie d’hydroxylapatite et les protéines sont €luées avec un
gradient discontinu de phosphate de potassium (0,2, 0,4, 0,8, 1,2 et 2,0 mol/l). Cette technique ne
permet pas a elle seule de purifier totalement la VTG de carpe ce qui les oblige 2 recourir A une
deuxieme étape de purification par chromatographie de filtration sur gel (Fukada er al., 2003). La
seconde équipe utilise, quant 2 elle, une technique de chromatographie échangeuse d’anions sur
membrane. Les protéines sont éluées avec un gradient discontinu de NaCl (0,07, 0,27, 0,33, 0,37,
0,47 et 1,07 M). Cette méthode possede 'avantage d’étre tres rapide : la molécule de VTG est
¢luée en moins de 5 min. Par contre, comme dans la méthode précédente, la VTG de carpe n’est
pas totalement purifiée a I’issue de cette chromatographie. En effet, deux autres protéines sont

toujours présentes dans la fraction ol la VTG de carpe est éluée (Shi et al., 2003).

La méthode chromatographique échangeuse d’anions faibles avec un gradient d’élution
discontinu est plus appropriée pour purifier la VTG de carpe en une seule étape. Cette méthode
permet d’obtenir une solution de VTG pure, non dénaturée, suffisamment concentrée pour

pourvoir produire des Acms en moins de 30 min d’analyse (Magalhdes et al., 2004b).
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II1. B. Production des anticorps monoclonaux spécifiques

de la vitellogénine

Le deuxiéme objectif de cette étude est de produire des anticorps (Acs) spécifiques de la
VTG. Ces Acs pourront alors servir pour le développement d’un test d’agglutination permettant
de reconnaitre cette protéine. La solution pure de VTG de carpe préalablement purifiée sera

utilisée comme immunogene.

III. B. - 1. Production des Acms anti- VTG de carpe

III. B. - 1. 1. Sélection des souris

Pour la production d’anticorps monoclonaux, trois souris BALB/c ont été immunisées
avec une solution pure de VTG de carpe. Une semaine apres la troisi¢me injection un échantillon
de sang est prélevé sur chaque souris, au niveau de la veine caudale. Les sérums obtenus sont
analysés a I’aide d’un test ELISA indirect utilisant une solution de VTG a 200 ng/ml comme

ieme

antigéne et une solution d’anti-sérum dilué au 1/10000 (contenant les Acs), afin de

sélectionner les souris présentant les Acs, les plus réactifs vis-a-vis de la VTG, (Tableau 21).

Tableau 21 : Réactivité des Acs anti-VTG de carpe déterminée par chaque souris immunisées.

Anti-sérum | 2 3

Unité d’absorbance 0.350 £ 0.021 0.630 = 0.039 0.632 +0.027

Les souris 2 et 3 produisant les Acs anti-VTG les plus réatifs, sont choisies pour recevoir
le dernier rappel intraveineux. La souris 1 a, quant a elle, été éliminée des essais. Quatre jours
apres, les souris sélectionnées sont sacrifiées et les cellules de la rate sont fusionnées avec des
cellules myélomateuses spécifiques (SP2/0), selon le protocole développé par Galfré et Milstein

(1981), modifié par Melchior et al. (2001).
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III. B. - 1. 2. Sélection des hybridomes

Chaque suspension cellulaire, obtenue a partir des deux fusions, réalisées avec les

splénocytes des souris 2 et 3, estt été distribuée dans les puits de deux plaques 96 puits. Pendant

10 jours, les hybridomes issus de la fusion entre un splénocyte et un SP2/0, sont sélectionnés

avec un milieu sélectif contenant du HAT (Hypoxanthine, Aminoptérine et Thymidine).

Trois cent quatre-vingt quatre surnageants de culture ont été analysés a I’aide d’un test

ELISA indirect. Aprés dosages des Acs anti-VTG dans les surnageants de culture, 17 puits ont

eté retenus pour le clonage. Parmi ces puits, 10 provenaient de la fusion des splénocytes de la

souris 2, et 7 de celle de la souris 3, soit environ 4,5 % des surnageants analysés (Tableau 22).

Tableau 22 : Valeurs de D.O. obtenues, en ELISA, 4 492 nm, des 17 puits sélectionnés.

Nom du puits DO Colonies
Souris 2 All 0,496 Plusieurs
B7 1,790 Plusieurs
D4 0,423 Plusieurs
D8 0,584 1
ES8 1,483 |
F4 1,750 |
F7 0,605 |
G6 0,572 1
G10 1,278 |
H10 1,434 Plusieurs
Souris 3 A3 1,109 |
C6 0475 Plusieurs
D3 1,074 |
D9 0.517 Plusieurs
E3 0,569 Plusieurs
G3 0,616 Plusieurs
H9 1,292 Plusieurs

Enfin, une observation au microscope du contenu des puits a permis de déterminer ceux

qui contenaient une ou plusieurs colonies. Seuls ceux qui contenaient une ou deux colonies ont

été sélectionnés.
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IIL B. - 1. 3. Clonage

Premiére étape de clonage : par dilution limite

A partir des 8 hybrides issus d’une seule colonie, des dilutions limites ont ét€ effectuées
selon le protocole de Melchior (1998). Aprés une semaine de culture, les surnageants ont €té
testés en ELISA (Tableau 23): 8 surnageants de culture ont ainsi présentés des résultats

considérés comme positifs, c’est a dire avec une absorbance supérieure a 0,4 (492 nm).

Tableau 23 : Valeurs d’absorbances obtenues, en ELISA, a 492 nm, des différents surnageants
obtenus aprés une premiere étape de clonage en milieu liquide par dilution limite.

Puits d’origine  Clonage 1 18/12/01 28/12/01 07/01/02 11/01/02 16/01/02  Clone
D8 D82 0,638 <04 0652 0,823 <04  Monoclonal
D8/6 1,084 <04 <0,4 <0,4 <04  Monoclonal
D8&/9 1,100 <0,4 <0,4 <0,4 <0,4 Monoclonal
F4 F4/2 1,754 1,385 1,068 1,666 1,903  Polyclonal
F4/8 1,728 1415 0975 1,612 1,896  Biclonal
F4/9 1,775 1434 1,017 1,650 1,808  Biclonal
F4/10 1,799 1,414 1,020 1,791 1,885  Biclonal

G10 G10/5 1,820 1,511 0,974 1,716 1,893 Triclonal

Deuxieme étape de clonage : en agar noble 3%

Un mois et demi aprés le premier clonage, les contenus cellulaires, des puits G10/5, F4/2,
F4/8 et F4/9 ont subi une nouvelle étape de clonage en agar noble 3% (Galfré et Milstein, 1981,
Melchior et al., 2001). Apres 7-9 jours de culture, plusieurs clones monoclonaux ont €té isolés :
¢ 10 clones pour le G10/5 parmi lesquels seulement 8 ont donné une réponse positive en
ELISA ;
e seulement 4 clones ont été obtenus pour le F4/8 et le F4/9, donnant tous les quatre des

résultats positifs en ELISA (Tableau 24).
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Tableau 24 : Valeurs de D.O. obtenues, en ELISA, 3 492 nm, des différents clones obtenus apres

les deux étapes de clonage, par dilution limite et en agar noble 3%.

Puits d’origine Clonage 1 Clonage 2 22/01/02 24/01/04 29/01/02 25/04/02  Clone

GI0 G10/5 G10/5/1 0,563 0,621 0,605 1,315 Monoclonal

G10/572 0,641 0,571 0,699 1,335 Monoclonal

G10/5/3 0,679 0,576 0,610 1,229  Monoclonal

G10/5/4 0,680 0,634 0,697 1,217  Monoclonal

G10/5/6 - 0,626 0,646 1,286  Monoclonal

G10/5/7 - 0,666 0,619 1,173  Monoclonal

G10/5/8 - 0,695 0,602 1,325 Monoclonal

G10/5/9 - 0,630 0,612 1,299  Monoclonal

F4 F4/8 F4/8/1 - - 0,818 1,291  Monoclonal
F4/8/2 - - 0,681 1,178  Monoclonal

F4/9 F4/9/1 - = 0,796 1,165 Monoclonal

F4/9/2 - = 0,795 1,150  Monoclonal

IIL. B. - 1. 4. Passage en culture grand volume

Les contenus des 12 puits, cités précédemment ont été progressivement repiqués dans des
volumes de milieu de culture de plus en plus grands jusqu’a I’obtention d’une culture stable en
flasques de 80 cm’ (35 ml). Parallélement une observation au microscope a permis de voir que
parmi les 8 clones (G10/5/1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 et G10/5/9), seuls G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 étaient
adhérants.

Apres trois mois de repiquage, au vu des résultats obtenus en ELISA et des observations

au microscope, trois clones ont été sélectionnés : le G10/5/ 1, le F4/8/1 et le F4/9/1.

I B. - 1. 5. Caractéristiques des trois anticorps monoclonaux

Isotypes

Un isotypage de trois Acms G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 a été réalisé apres purification a
l'aide d’une solution de sulfate d’ammonium saturée (concentration finale en sulfate
d’ammonium égale a 35%). Les résultats obtenus montrent que ces trois Acs appartiennent a la

classe des IgGl. Il en est de méme pour les autres Acms spécifiques des VTGs de médaka
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(Oryzias latipes) et de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) produits par d’autres équipes

(Marx et al., 2001, Nishi et al., 2002).

Spécificité vis-a-vis de la carpe

Ces Acs possédent non seulement la capacité de reconnaitre spécifiquement la VTG de
carpe purifiée, mais aussi celle de femelles en vitellogenese, et de carpes trait€es avec de
I’cestradiol. Ainsi, des valeurs élevées d’absorbances (de 0,391 a 1,598) ont été mesurées avec
les trois Acms dans ces échantillons plasmatiques, les valeurs les plus faibles ayant été obtenues
pour les échantillons plasmatiques de carpes femelles en vitellogenése. Les valeurs mesurées
chez carpes males traitées, elles sont 1égerement inférieures a celles des carpes femelles traitées.
De plus, aucun de trois Acms n’a interagi avec aucune protéine plasmatique de carpes males
non-traitée (témoins négatifs) ou de femelles qui n’étaient pas en vitellogenese, méme a une

dilution 10 fois moins importante que pour les animaux traités (Tableau 25).

Tableau 25 : Détection de la VTG de carpe par les trois anticorps monoclonaux, le G10/5/1, le
F4/8/1 et le F4/9/1, a I’aide d’un test ELISA : valeurs d’absorbances obtenues a 492 nm.

Carpe Dilution G10/5/1 F4/8/1 F4/9/1
Mile non-traité 1/100 nd nd nd
Femelle non en vitellogenese 1/100 nd nd nd
Femelle en vitellogenese 1/100 0.391 £0,009 0,424 +0,006 0,428 +0,013
Femelle traitée 1/1000 1,598 £0,004 1,162+0,157 1,472 +0,089
Male traité 171000 1,255+0,041 0,984 +0,013 0,984 + 0,034

Affinité vis-a-vis de la carpe

L’affinité de différents Acs peut &tre comparée a 1’aide de tests ELISA (Mylchreest et al.,
2003). Pour cela, plusieurs dilutions de la solution pure de VTG de carpe (de 4 a 8000 ng/ml) et
du plasma d’une carpe traitée (de 1/1000 a 1/4096000) sont préparées et analysées a I’aide d’un

test ELISA indirect (Figure 33).
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Dilutions plasmatiques
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Figure 33 : Affinité des différents Acms pour la VTG purifiée et pour la VTG présente dans le

plasma d’animaux traités avec de 1’cestradiol.

Les résultats indiquent que I’affinité des trois Acms pour la VTG de carpe est identique
puisque les courbes de dilutions sont paralleles. Il en est de méme, pour I’affinité des Acms pour
la VTG produite par les carpes traitées. Par contre, le plateau de saturation du F4/8/1 est atteint
pour une valeur d’absorbances plus faible que pour les deux autres Acms. L’échantillon
plasmatique utilisé, pour I’analyse de I’affinité des trois Acms, étant identique, cette différence
ne traduit donc pas une différence de concentration en VTG. Elle indiquerait, plutét, une affinité

plus faible de I’ Acm F4/8/1 pour la VTG.

IIl. B. - 2. Sélection des Acms anti-VTGs multi-espéces

Afin de déterminer si les trois Acms sélectionnés pour leur haute affinité vis-a-vis de la
VTG de carpe Cyprinus carpio reconnaissent également la VTG d’autres espéces de poissons
appartenant a la famille des Cyprinidés ou a d’autres familles, des tests de croisement sont
réalisés par western blot, et par ELISA avec :
® six especes de la famille des cyprinidés: le chevesne (Leusiscus cephalus), la
vandoise (Leusiscus leusiscus), le hotu (Chondrostoma nasus), le rotengle (Scardinius
erythrophtalmus), le barbeau (Barbus barbus), le gardon (Rutilus rutilus),

® etune espece de la famille des percidés, la perche (Perca fluviatilis).
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III. B. - 2. 1. Affinité pour les cyprinidés

Western blot

Apres avoir séparées, par électrophorése Native-PAGE (6%), les protéines composant
chaque échantillon plasmatique provenant des poissons cités préalablement, un Western blot est

réalisé avec les Acms : G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 (Figure 34).
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Figure 34 : Etude des réactions croisées entre les 3 Acms, le G10/5/1, le F4/8/1 et le F4/9/1 et les
molécules de VTG de plusieurs especes de poissons : la carpe (Ca), le chevesne (Ch), la vandoise

(Va), le hotu (Ho), le barbeau (Ba), le gardon (Ga), le rotengle (Ro) et la perche (Pe).

Une seule et unique bande protéique dont le poids moléculaire est environ égal a
370 kDa, ce qui correspond 2 la VTG de carpe, est détectée par les trois Acms, chez 4 espeéces de
cyprinidés, autres que la carpe : le chevesne, la vandoise, le gardon et le rotengle. L’intensité de
la bande protéique obtenue pour ces 4 espéces indique que la concentration en VTG chez ces
animaux est plus faible que celle détectée chez la carpe qui est la seule a avoir été traitée avec de
I’ cestradiol. De plus, un résulat positif peut &tre observé avec I’échantillon plasmatique provenant
du rotengle bien que celui-ci soit un méile ne produisant normalement pas de VTG. Ce résultat
pourrait &tre 1ié a la provenance des poissons utilisés : ces animaux ont ét€ péchés dans la
Moselle ol déja des problémes de féminisation ont été observés (Flammarion et al., 2000)

Quant 2 la VTG du barbeau et de la perche, elles sont détectées uniquement par le F4/9/1. Par
conséquent, cet Acm semble reconnaitre un épitope différent des deux autres Acms. Cet épitope,

commun 2 plus d’especes de poissons, se serait donc mieux conservé au cours de 1’évolution.
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Théoriquement, il serait, donc, possible de trouver une ou plusieurs séquences d’acides
aminés communes aux différentes espéces qui pourraient étre utilisées pour produire des Acs
spécifiques de toutes les VTGs existantes chez les poissons. Ces 15 derniéres années, quelques
études ont tenté de trouver ces épitopes communs. Les résultats obtenus montrent que des Acs
produits contre une espece sont capables de reconnaitre la VTG d’une autre espece de poisson,
appartenant le plus souvent a la méme famille phylogénétique (Tyler et Sumpter, 1990b, Tyler ez
al., 1996, Tyler et al., 1999, Fukada et al., 2001, Mylchreest et al., 2003) et dans quelques cas 2

une autre famille (Hennies et al., 2003) (Tableau 26).

Tableau 26 : Anticorps polyclonaux croisant avec plusieurs espéces de poissons (Tyler et
Sumpter, 1990b) [1], (Tyler et al., 1996) [2], (Tyler et al., 1999) [3], (Fukada et al., 2001) [4],
(Hennies et al., 2003) [5] et (Mylchreest et al., 2003) [6].

Espece spécifique Autres especes reconnues Famille Références

Carpe miroir Carpe commune
Carpe koi
Carpe crustacé (Carassius carassius)
Carpe grass (Ctenopharyngodon idella)
Tanche (Tinca tinca)
Vandoise
Gardon
Bréme
Rotengle
Gougeons (Gobio gobio) 2]
Vairon (Phoxinus phoxinus)
Poisson zébre (Brachydanio rerio)
Goldfish (Carassius auratus)
Poisson téte de boule (Pimephales promelas) [2, 3, 6]

(1]

Cyprinidés

Perche Perche Percidés (5]
Carpe miroir Cyprinidés

Truite arc-en-ciel ~ Truite Cutthroat (Oncorhynchus clarki)
Saumon masu (Oncorhynchus masu)
Sakhalin taimen (Hucho perryi)
White-spotted char (Salvelinus leucomaenis)

Salmonidés [4]

Généralement, ces Acs sont souvent spécifiques d’une famille. Cependant I’Acp produit
par I'équipe de Tyler, reconnaissant 14 membres de la famille des cyprinidés, peut aussi
reconnaitre un représentant de la famille des percidés. Par contre, il ne reconnait pas les

molécules de VTG de la truite arc-en-ciel, du guppy (Poecilia reticulata) ou bien de la sole
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(Solea solea), appartenant respectivement aux familles des salmonidés, cyprinodontiformes ou
des pleuronectiformes (Tyler et Sumpter, 1990b, Tyler et al., 1996, Tyler et al., 1999, Hennies et
al., 2003, Mylchreest et al., 2003).

Un Acs spécifique d’une famille de poissons ne reconnait pas forcément toutes les
especes de cette famille. Ainsi, par exemple, G10/5/1 et F4/9/1 ne reconnaissent pas la VTG du
barbeau qui appartient pourtant a la famille des cyprinidés. D’un autre coté, méme si un Ac
reconnait spécifiquement la VTG de plusieurs especes de poissons, I’affinité de celui-ci vis-a-vis
des différentes molécules de VTG peut étre tres différente (Mylchreest ef al., 2003). Ainsi, par
exemple, dans le cas du barbeau, le résultat obtenu en western blot avec le F4/9/1 peut traduire

une affinité plus faible de cet Acs vis-a-vis de la VTG.

ELISA

L’affinité de différents Acs peuvent &tre comparée a I’aide de tests ELISA (Tyler et al.,
1999, Fenske et al., 2001) ou des tests RIA (Tyler et Sumpter, 1990b, Tyler et al., 1996) peuvent
tre utilisés. Afin d’évaluer ’affinité des trois Acms (G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1) pour les VTGs
des six espéces de poissons étudiés, un test ELISA indirect a été réalisé, avec plusieurs dilutions
plasmatiques (de 1/1000 a 1/4096000) et plusieurs dilutions de la solution pure de VTG de carpe
(de 4 2 8000 ng/ml) (Figures 35, 36 et 37).
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Figure 35 : Test de croisement entre le G10/5/1 et les molécules de VTG issues de différentes
especes de cyprinidés.
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Dilutions plasmatiques
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Figure 36 : Test de croisement entre le F4/8/1 et les molécules de VTG issues de différentes

especes de cyprinidés.
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Figure 37 : Test de croisement entre le F4/8/1 et les molécules de VTG issues de différentes

especes de cyprinidés.

Les résultats obtenus avec les trois Acms, en ELISA, confirment le fait que G10/5/1,
F4/8/1 et F4/9/1 reconnaissent la VTG de carpe, de chevesne, de vandoise, de rotengle, de hotu
et de gardon. De plus, leur affinité pour la VTG de ces différentes especes est du méme ordre
puisque les courbes de dilutions sont paralleles. D’autres part, pour la carpe, le plateau de

saturation est obtenu & des valeurs d’adsorbances plus élevées que pour les autres espices.
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Dans ce cas, cette différence peut traduire :
® une concentration supérieure en VTG dans I’échantillon plasmatique de la carpe,

® ou une affinité plus élevée des Acms pour la VTG de carpe.

Aucune réponse positive en ELISA n’a été obtenue avec le barbeau et le F4/9/1, quelle
que soit la dilution plasmatique testée (1/2 a 1/1000000) bien que cet Ac ait reconnu
spécifiquement la VTG de barbeau par la technique de western blot (Figure 34). De plus, les Acs
F4/9/1 donnent des réponses positives avec la VTG de barbeau lors de la réalisation des tests
d’agglutination (Voir II1.B.-3.2.3).

Dans les westerns blot, les antigénes (Ags) sont concentrés, favorisant ainsi I’interaction
anticorps-antigénes, et cela, méme si I’affinité de 1’Ac pour I’Ag est tres faible. Par contre, les

lavages successifs, réalisés en ELISA, empéchent que les interactions de trés faible affinité se

conservent.

II1. B. - 2. 2. Affinité pour la perche

Les résultats en western blot indiquent que le F4/9/1 reconnait a la fois, la VTG de
plusieurs cyprinidés et de la perche, comme 1’Ac polyclonal produit par Hennies et son équipe
(2003) (Figure 34). La réponse plus faible obtenue avec la perche, par rapport a celle présentée
par les cyprinidés, résulte :

e 5oit de la présence d’une quantité plus faible de VTG dans le plasma de la perche femelle
en vitellogenese testée,

¢ goit de la faible affinité de cet Ac pour la VTG de perche.

Sud Ca | 2

205 kDa o

Figure 38 : Etude de I’affinité du F4/9/1 pour la VTG de perche. Ca: carpe; 1 a 4: perche
femelle en vitellogengse ; 5, 7et 8: perche femelle traitée avec de I’cestradiol ; 6 : perche

méle traitée.
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Pour vérifier cela, la surexpression de la VTG de perche a été induite 3 ’aide d’un
traitement avec de I’cestradiol. Les résultats obtenus en western blot montrent que le traitement
induit bien une augmentation de la concentration en VTG plasmatique (Figure 38) comme le
montre I'épaisseur des bandes chez les animaux traités par rapport aux poissons contrdles qui
sont tous des femelles en vitellogenese (Tableau 27) Par ailleurs, le troisieme animal traité est un
méle (Tableau 27), et d’apres les résultats du western blot, le traitement induit une production de
VTG inférieure a celle induite chez les femelles traitées. Les résultats sont, par conséquent,

proportionnels a la quantité de VTG présente dans le plasma.

Tableau 27 : Sexe et stade de développement des perches non-traitées et traitées, déterminés

histologiquement (Gupta, 1975).

Numéros Sexe Stade de développement

Perches non- traitées

Femelle

Femelle
Femelle

= W -
L3 | —] 12|

Femelle

Perches traitées

Femelle

Mile

tad | == | d

Femelle

o0 ~J N W
LS

Femelle

Par contre, malgré I’augmentation de VTG chez ces animaux aucun résultat en ELISA
n’a ét€ obtenu quelles que soient les dilutions plasmatiques testées. Comme dans le cas de la
VTG de barbeau, ce résultat peut traduire soit une faible affinité du F4/9/1 pour la VTG de

perche soit une production plus faible de VTGs chez les perches traitées.

Les trois Acms produits (G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1) sont spécifiques de la VTG de
Dlusieurs espéces de cyprinidés. Pour autant, ils ne sont pas tous spécifiques de tous les
cyprinidés puisque deux d’entre eux ne reconnaissent pas le barbeau (G10/5/1 et F4/8/1).
Quant a 'Acm qui reconnait le barbeau (le F4/9/1) il reconnait également la VTG de la

perche, qui est le représentant majeur de la famille des percidés (Hennies et al., 2003).
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III1. C. Développement d’un test d’agglutination

Actuellement, plusieurs tests immunologiques de type ELISA et RIA ont été mis au point
pour doser avec précision la quantité anormalement produite de VTG par les poissons males ou
les jeunes immatures contaminés par des (EMs. Par contre, aucun test de diagnostic rapide,
simple d’utilisation, directement utilisable sur le terrain, n’a encore été¢ développé.

Le dernier objectif de cette étude est le développement d’un test qui réponde a ces critéres
et permet ainsi rapidement de :

¢ cartographier les sites pollués,
® déterminer I’emplacement des sources de pollutions,

® et de faire un suivi régulier de la pollution.

Le type de test sélectionné est un test d’agglutination. Ce test d’agglutination, appelé
VTG-LAT (vitellogenin latex agglutination test) est constitué de billes de latex recouvertes
d’Acms spécifiques de la VTG. Apres la capture d’un poisson male ou d’un jeune immature, un
échantillon de sang d’environ 100 ul est prélevé. Vingt cinq microlitres de sérum sont mis en
contact avec un volume identique de la suspension de billes recouvertes d’ Acms. L’ensemble est
mélangé par des mouvements circulaires inclinés, pendant 5 min. Parallélement, 25 autres pl de
sérum, du poisson étudié, sont mélangés avec un échantillon de billes non-recouvertes, qui
servira de témoin négatif. Le témoin positif est réalisé avec une solution de VIG. Lors de la
réalisation du test, des agglutinations visibles a I’eil nu ont lieu seulement en présence de
plasmas contenant la VTG et des billes recouvertes par des Acs.

La mise au point de ce test d’agglutination implique I’utilisation de plusieurs tailles de
billes (2 um et 1 pm) et la mise au point d’un protocole d’adsorption pour chaque type de billes
de latex. Enfin, I'immunoréactivité des complexes billes-Acms obtenus a dfi, également, €tre

optimisée.
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III. C. - 1. Développement avec des billes de 2 um

Un premier test d’agglutination avait déja été développé par notre laboratoire, avec des
billes de latex de 2 um pour la reconnaissance d’une protéine membranaire d’environ 45 kDa de
la bactérie du sol Ralstonia metallidurans CH34 (Melchior et al., 2001). Les Acs utilisés pour
mettre au point ce test €taient aussi des anticorps monoclonaux de type IgG;.

Les résultats d’immunoagglutination obtenus avec ce test étant pertinents, un premier
essai de mise au point d’un test d’agglutination pour détecter la production anormale de VTG,
par les poissons méles ou les jeunes immatures, a été réalisé dans des conditions proches. Le
tampon d’adsorption utilisé est un tampon carbonate-bicarbonate 0,5 M, dont le pH est égal
29,6. Ce tampon est celui préconisé par le fabricant pour maintenir la stabilité des billes de
2 pm, c'est-a-dire pour maintenir I’équilibre entre les forces attractives de Van der Walls
geénérées par le composant hydrophobe des billes et les forces répulsives électrostatiques

générées par les charges des billes (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzilez, 2001).

III. C. - 1. 1. Effet de la concentration initiale en Acms sur le

processus d’adsorption

Ce premier essai de mise au point d’un test d’agglutination a été réalisé avec le premier
Acm anti-VTG produit, I'Acm G10/5/1, de fait de son affinité élevée pour la VTG de carpe
Cyprinus carpio. Plusieurs concentrations (500, 1000, 2000, 4000 et 8000 ug/ml) de cet Acm ont

€té testées pour évaluer I’adsorption des ces Acms sur les billes de latex.

Adsorption des Acms sur les billes de latex de 2 um

Le dosage protéique des solutions restantes aprés adsorption a permis de calculer les
concentrations en Acm G10/5/1 non-adsorbés en pg/ml de billes. A partir de ces résultats, et des
concentrations d’Acm G10/5/1 initialement apportées, les concentrations d’Acm G10/5/1

adsorbés par ml de billes ont été estimées.
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Figure 39 : Rapport entre les concentrations en G10/5/1 initialement apportées, non-adsorbées, et

adsorbées sur les billes de 2 pm.

Les résultats montrent que la totalité des Acms G10/5/1 initialement apportés n’est pas
adsorbée sur les billes (Figure 39). Un équilibre s’installe entre la quantité d’Acms adsorbés sur
les billes et la quantité d’Acms non-adsorbés (voir LE.-4.1.) (Serra et al., 1992). Cet équilibre
dépend de plusieurs phénomenes (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003) :

¢ de la probabilité de rencontre entre les billes et les Acs dans le mélange,
e des forces attractives de Van der Walls générées par la surface non recouverte des billes,

et des forces répulsives électrostatiques associés a I’encombrement stérique généré par les

Acs déja adsorbés sur les billes.

Ainsi, quand les concentrations en Acs sont trés faibles, la probabilité de contact entre un
Ac et une bille est elle aussi tres faible. C’est pourquoi, pour la concentration initiale en Acm
G10/5/1 égale a 500 pg/ml, le pourcentage d’ Acms adsorbés n’est que de 22 %. Au fur et 2 mesure
que la concentration initiale en Acs augmente, la probabilité de rencontre, entre ces Acs et les

billes, croit. Le pourcentage d’ Acs adsorbés passe de 22 % a 52 % dans notre étude (Tableau 28).

Tableau 28 : Répartition entre le pourcentage en G10/5/1 adsorbés sur la surface des billes de

2um et celui en G10/5/1 non-adsorbés a I’équilibre.

Concentration initiale en G10/5/1 (ug/ml)
Bourcediapeide Gl 500 1000 2000 4000 8000
Adsorbés 22 34 38 42 52
non-adsorbés 78 66 62 58 48
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Ceci est valable tant que le point de saturation des billes de 2 pm n’est pas atteint. Le point
de saturation résulte, a la fois :
¢ d’une saturation de type mécanique: la surface des billes encore libre n’est plus
accessible, du fait de I’encombrement stérique généré par les Acs déja adsorbés,
d’une saturation de type €électrostatique : les forces électrostatiques répulsives générées par
les Acs déja adsorbés deviennent tellement importantes qu’elles empéchent I’adsorption
de nouveaux Acs (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzalez, 2003).

Au-dela du point de saturation, le pourcentage d’adsorption diminue.

Isotherme d’adsorption

Pour déterminer si ce point de saturation a été atteint avec les concentrations en G10/5/1
étudiées, un isotherme d’adsorption a été tracé a partir des concentrations en G10/5/1 non-
adsorbées et adsorbées sur les billes de 2 pum.

La courbe obtenue (Figure 40) montre que le point de saturation des billes de 2 um n’est
pas encore atteint. D’ailleurs, pour la concentration la plus élevée en Acms initialement apportés
(8000 pg/ml), le processus d’adsorption se situe encore dans sa phase croissante. En effet, alors
que pour les concentrations initiales comprises entre 500 et 4000 pg/ml, I’adsorption est

inférieure & 50 %, pour la concentration en G10/5/1 initiale de 8000 pg/ml, I’adsorption est

supérieure a 50 % de la valeur estimée.

5000

® Valeurs expérimentales

4000 X Valeurs estimées avec un taux d'adsorption de 50 %

Concentration en G10/5/1
adsorbés (pg/ml)

0 1000 2000 3000 4000
Concentration en G10/5/1 non-adsorbés (ug/ml)

Figure 40 : Isotherme d’adsorption du G10/5/1 sur la surface des billes de latex de 2 um.
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Isotherme de Freundlich

En sachant que la saturation n’est pas atteinte et afin de confirmer les résultats de
I'isotherme d’adsorption ainsi que pour déterminer 1’affinité et la capacité d’adsorption des billes
de latex de 2 um, un isotherme de Freundlich obtenu par transformation logarithmique népérien

de I’isotherme d’adsorption, a été tracé (Figure 41).
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Ln [concentration en G10/5/1 non-adsorbés (ug/ml)]

Figure 41 : Isotherme de Freundlich modélisant I’affinité des anticorps G10/5/1 pour la surface
des billes de 2 pm.

L’obtention d’une droite confirme que le point de saturation des billes de 2 um n’est pas
atteint, pour les concentrations en G10/5/1 étudiées (Figure 41). En effet, la concentration en
Acms adsorbés croit continuellement.

De plus, ce résuitat indique que I’affinité des Acms G10/5/1 sur les billes de 2 um reste
constante quelques soient les concentrations en G10/5/1 adsorbés et non-adsorbés, avec une
valeur k est égale 4 0,0155 (Figure 41). Quant 2 la valeur de la capacité d’adsorption (1/n) des

billes de 2 um, elle est égale a 1,510.

Modéle de Scatchard

Pour mieux comprendre, le processus d’adsorption de I’Acm G10/5/1, sur les billes de
2 pm, un troisitme modele mathématique est utilisé : le modele de Scatchard. Les Acs, et plus

particuligrement les IgGs, comme le G10/5/1, possédent souvent plusieurs phases d’adsorption
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(Molina-Bolivar et al., 1998a, Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzilez, 2003) que ce modele
permet de visualiser.

La courbe biphasique obtenue indique que les Acms G10/5/1 posseédent deux phases
d’adsorption présentant chacune une constante d’association différente dont les valeurs sont
k’a=0,001 pour les concentrations les plus faibles, et k’, = 0,0001 pour les concentrations les

plus élevées (Figure 42).
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—_— w - [. | 2_
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Concentration en G10/5/1 adsorbés (ug/ml)
Figure 42 : Modele de Scatchard modélisant les différents modes d’association des anticorps
G10/5/1 avec la surface des billes de 2 um.

Les deux droites décrivant une figure convexe, la coopération est positive (Falla et Block,
1993). Autrement dit, pour les concentrations en G10/5/1 étudiées, plus la concentration en
G10/5/1 initialement apportée est élevée plus le phénomene s’accélére. Cette accélération qui
résulte de 1’augmentation de la probabilité de rencontre des Acms et des billes, est plus importante
pour les concentrations les plus faibles puisque leur constante d’association est 10 fois supérieure.
Nous sommes, donc, dans ce cas, tres loin du point de saturation des billes de 2 um.

La droite obtenue avec les concentrations les plus élevées traduit la mise en place de
I’équilibre entre les phénomenes qui favorisent I’adsorption (probabilité élevée de rencontre
entre les Acs et les billes, forces de Van der Walls) et ceux qui I’entravent (Forces répulsives

générées par les Acs déja adsorbés sur les billes) (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonziélez, 2003).
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III. C. - 1. 2. Immunoréactivité

Apres avoir analysé la capacité d’adsorption des Acms G10/5/1 sur la surface des billes
de 2 um, I'immunoréactivité des différents complexes a ét€ testée avec des échantillons
plasmatiques provenant :

® de carpes méiles non-traitées (témoins négatifs),
® et de carpes, femelles ou méles, traitées avec 10 ug/g d’cestradiol,

® un témoin agglutination a été réalisé avec des billes non-recouvertes d’ Acms.

Résultats des complexes de billes B-G10/5/1 non saturées en albumine

Les résultats obtenus avec les complexes billes-G10/5/1, non saturées d’albumine (BSA
ou Bovine Serum Albumin), sont reportés dans la figure 43. Aucune agglutination n’a été
observée avec les billes non-recouvertes d’Acms, et ceci quelques soient les échantillons
plasmatiques testés (Figures 43 a, b). De plus, aucune agglutination ne s’est formée avec les billes
recouvertes et I’échantillon plasmatique provenant d’une carpe méale non-traitée (Figure 43 ¢, f, et
h). Les agglutinations observées avec les billes recouvertes et les plasmas de carpes traitées (male
ou femelle) sont, par conséquent, spécifiques de I'interaction G10/5/1-VTG (Figures 43 d, e, et g).

Le nombre et la taille des agglutinats augmentent proportionnellement & la concentration
en G10/5/1 adsorbés sur les billes, jusqu’a la concentration de 340 pg/ml environ (Figure 43 e).
Au dela de cette concentration, la taille et le nombre des agglutinats diminuent (Figure 43 g).

A partir de la concentration environ égale a 1670 pg/ml, plus aucune agglutination n’est
visible (Figure 43 i). Ce phénomene a également été observé dans d’autres études (Ortega-
Vinuesa et al., 1996, Molina-Bolivar et al., 1998b, ¢, Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzalez, 2001).
Dans certains cas, il peut étre dii & I’encombrement stérique provoqué par une trop grande
quantité d’Acs adsorbés sur la surface des billes, réduisant ’acces aux Ags. Dans nos essais, il
est plus probable que ce phénomene soit dii & un excés d’Ag provoquant un encombrement des

paratopes et par conséquent une inhibition de I’immunoréactivité.
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Figure 44 : Résultats du test d’agglutination développé avec des billes de 2 um recouvertes de

G10/5/1, dont les sites non-spécifiques ont été saturés avec une solution de BSA 0,5 ou 1 %.
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Contrairement a ce qui pouvait étre supposé, il semble que les concentrations élevées en
Acs adsorbés ne soient pas celles qui favorisent le plus I'immunoréactivité des complexes billes-
G10/5/1. En effet, les plus gros agglutinats sont obtenus avec la concentration en G10/5/1

adsorbés de 340 pug/ml environ (Figure 43 e).

Résultats des complexes de billes B-G10/5/1 saturées d’albumine

Nous avons également examiné le role de la BSA sur le processus
d’immunoagglutination. Pour cela, deux concentrations de BSA ont été utilisées pour saturer les
sites non-spécifiques : 0,5 et 1 % (w/v).

L’immunoréactivité des complexes saturés avec les deux concentrations de BSA, donnent
des résultats équivalents (Figure 44). Les agglutinations, observées seulement avec les plasmas
de carpes traitées, montrent également la spécificité de I’interaction G10/5/1-VTG (Figure 44 d,
f,g i, ketl).

De plus, les agglutinats obtenues, dans ces conditions, sont beaucoup plus volumineux
que ceux observés avec les complexes non saturés. La BSA, en stabilisant les complexes billes-
G10/5/1 avant I’apport de VTG, favoriserait ’agglutination spécifique induite par la liaison
G10/5/1-VTG.

Les plus gros agglutinats sont aussi, dans ce cas, obtenus avec la concentration en
G10/5/1 adsorbés de 340 ug/ml environ (Figure 44 g) avec toutefois une 1égere différence entre
les complexes de billes saturés avec les deux concentrations en BSA 0,5 % et 1 %) : les
agglutinats des complexes saturés avec 1 % de BSA sont plus nombreux et plus volumineux

(Figure 45).

Figure 45 : Résultats des tests d’agglutination réalisés avec les complexes de billes de 2 pm
recouvertes de 340 pg/ml de G10/5/1 et saturés avec a : 0,5 % de BSA, oub : 1 % de BSA.
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Malgré ces résultats concluants, la taille des agglutinats et la vitesse d’agglutination
doivent étre encore améliorées. Pour cela, un deuxiéme type de billes a été testé, d’un diametre
inférieur, égale a 1 pm, généralement employées por détecter des Ags protéiques de petites
tailles (diametre de billes compris entre 0,8 et 1 um) (Biischer et al., 1999, Ramadass et al., 1999,
Attar et al., 2001, Chandrakesan et Parija, 2003). En effet, si les billes occupent un volume trop
important par rapport a la taille de la protéine (VTG), ’accés a un ou plusieurs épitopes de la
VTG peut étre bloqué. Le nombre de billes pouvant s’agglutiner autour d’une molécule de VTG

est alors plus faible (Figure 46).

Deux épitopes ne sont pas
accessibles par protéine

Tous les épitopes sont accessibles

Figure 46 : Représentation schématique de I’encombrement stérique di a la taille des billes de

latex.

I11. C. - 2. Essai préliminaire avec des billes de 1 um

Un deuxieme test d’agglutination a donc été mis au point avec, cette fois-ci, des billes de
| um. L’utilisation de ces billes a impliqué un changement de tampon d’adsorption (Tampon
Borate 0,1 M, pH 8,5). En effet, ces billes étant plus petite, les forces de Van der Walls générées
par le matériel hydrophobe les composant sont aussi plus faible. Pour maintenir la stabilité des
billes, la force ionique et le pH du tampon ont di étre diminués afin de diminuer la charge des
particules et donc les forces électrostatiques générées par cette charge. L’équilibre responsable
de la stabilité des billes, entre les forces attractives de Van der Walls et les forces répulsives

électrostatiques est alors maintenu (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001).
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HI. C. - 2. 1. Capacité des billes de 1 um a adsorber des Acms

La premiere étape pour développer un test d’agglutination avec de nouvelles billes
consiste a vérifier si ces billes possédent la capacité d’adsorber des Acms et si cette adsorption
n’induit pas la perte de I'immunoréactivité des Acms. Un premier essai est réalisé avec trois
concentrations initiales en G10/5/1 : 240, 479 et 958 pg/ml.

Les résultats du dosage des Acms restant en solution aprés I’adsorption, montrent que ces

billes possedent la capacité d’adsorber des Acms de type IgG, comme les billes de 2 pm

(Figure 47).

1200

[ | G10/5/i ads_orbés | G10/5_/1 non-adsorbés

(ng/ml)

Concentration en G10/5/1

240 479 958
Concentration initiale en G10/5/1 (ug/ml)

Figure 47 : Rapport entre les concentrations en G10/5/1 initialement apportés, non-adsorbés, et

adsorbés sur les billes de 1 um.

Isotherme d’adsorption

A partir de ces résultats, un isotherme d’adsorption est tracé afin de déterminer si le point
de saturation des billes de 1 um n’était pas atteint. Les résultats obtenus indiquent que ce n’est
pas le cas, méme a la concentration en G10/5/1 adsorbés de 405 ug/ml (Figure 48), les trois

concentrations €tudiées se situant plutot dans la phase croissante du processus d’adsorption.
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Figure 48 : Isotherme d’adsorption du G10/5/1 sur la surface des billes de latex de 1 pm.

Pour les trois concentrations en G10/5/1 testées, ’adsorption est inférieure a 50 %. Les
conditions d’adsorption tels que le pH ou la force ionique sont donc a optimiser (Molina-Bolivar,

1999, Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzdlez, 2001, Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzdlez, 2003).

Isotherme de Freundlich

L’isotherme de Freundlich des billes de 1 um, indique que les Acms G10/5/1 s’adsorbent

sur ces billes avec une affinité (k = 1,508) supérieure aux billes de 2um (k = 0,0155) (Figure 49).
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Figure 49 : Isotherme de Freundlich modélisant I’affinité des anticorps G10/5/1 pour la surface
des billes de 1 um.

En revanche, la capacité d’adsorption (I/n) des billes de 1 um, est égale a 0,8809 alors
que la capacité d’adsorption des billes de 2 pm est environ une fois et demi supérieure a celle des
billes de 1 um (1/n 2ym = 1,510), ce qui peut s’expliquer par le fait que la surface d’adsorption

des billes d’1 um est inférieure a celle des billes de 2 um.
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III. C. - 2. 2. Immunoréactivité

L’immunoréactivité des complexes billes 1 um-G10/5/1 a été analysée pour vérifier
Iactivité des Acs apres adsorption. En effet, ’adsorption peut rendre les Acs inactifs (Quesada et
al., 1997), soit parce que leur structure a été modifie, soit parce qu’ils sont adsorbés dans le
mauvais sens (Molina-Bolivar ef al., 1998a, D4valos-Pantoja et al., 2001).

Pour cela, les complexes de billes recouvertes de G10/5/1 ont été testés avec différents
€chantillons plasmatiques provenant de carpes :

¢ un témoin agglutinations avec des billes non-recouvertes d’ Acms,
¢ miles non traités (t¢émoin négatif),

¢ femelles non traitées en vitellogengse,

¢ miles et femelles traitées avec 10 pg/g d’cestradiol.

Comme pour le test développé avec les billes de 2 pm, celui développé avec les billes de
1 um détecte spécifiquement la présence de la VTG. En effet, aucune agglutination n’est obtenue
avec les billes non recouvertes et les différents échantillons plasmatiques testés (Figure 50 a, b, ¢
et d). De méme, aucune agglutination ne se forme avec les billes recouvertes de G10/5/1 et le
plasma de carpe méle non-traitée (Figure 50 h, m et r). Les seules agglutinations observées sont
obtenues avec :

¢ les plasmas de femelle en vitellogengse : les agglutinats se forment en 1 min 20 s pour la
concentration en Acms de 111 pg/ml et en 58 s pour les deux autres concentrations de

205 et 403 pg/ml (Figure 50 e, f, j, k, o et p).

¢ etles plasmas provenant de carpes traitées, males ou femelles (Figure 50 g, i et 1)
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Figure 50 :
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Par contre, avec les plasmas de carpes traitées, les billes d’1 um recouvertes de G10/5/1

s’agglutinent plus difficilement, ce qui peut étre expliqué de deux facons :

.

)-)'+ I\'—"k \

Acs

D’apres la théorie de Heiderberger et Kendall, un excés d’antigénes (Ags) par rapport aux
Acs, peut inhiber I'immunoagglutination, par la saturation des paratopes des Acs par les
Ags (Figure 51). Théoriquement, ce probleéme peut étre résolu en diluant la solution
d’Ags ou en augmentant la concentration en Acs adsorbés sur les billes (Ortega-Vinuesa
et Bastos-Gonzilez, 2001). Cette derniére solution ne semble cependant pas avoir I’effet

escompté (Figure 501, q et s).

Agglutinatf b
formé

LN

r/

=
’l Al
Excés d’Acs Acs=Ags Excés d’Ags [Ag]r

Figure 51 : Processus d’immunoréaction entre un Ag polyvalent et son Ac: a, processus de

I’immunoréaction ; b, représentation de Heiderberger-Kendall (Molina-Bolivar, 1999).
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Au pH physiologique, la VTG est hautement chargée négativement. Sa liaison avec les
Acs aboutit 2 la formation d’une cape de charges négatives entourant les billes. Les forces
€lectrostatiques, générées par ces charges, augmentent et empéchent de ce fait
I’immunoagglutination (Figure 52). Théoriquement, plus la concentration en Acms
adsorbés sur les billes est élevée, plus ce phénomene s’accentue. Cette explication semble
mieux correspondre a nos résultats indiquant que la neutralisation de la protéine pourrait
améliorer I’agglutination. Pour cela, il est nécessaire de déterminer son pHi, ce qui
permettra de trouver le pH de la solution de suspension de billes permettant, qu’apres
mélange avec le plasma des poissons (pH=7,4), la solution obtenue présente un pH égal au

pHi de la VTG.
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Répulsion

Electrostatique

Figure 52 : Effets de la saturation par la VTG, des billes de 1 um recouvertes par des Acs

G10/5/1, sur les forces répulsives de type électrostatiques.

Bien que provenant de tests non encore optimisés, ces premiers résultats indiquent que
Padsorption des Acms sur les billes de 1 um n’inhibe pas leur immunoréactivité. Les
agglutinations obtenues sont spécifiques et se forment trés rapidement (en moins de 5 min).
De plus, les agglutinats obtenus avec les plasmas de femelles en vitellogenése sont visibles a
P’@il nu. Par contre, 'immunoagglutination est entravée par la saturation électrostatique dii a

une concentration en VTG trop élevée des plasmas de carpes traitées.

II1. C. - 3. Optimisation du test avec les billes de 1 pm

Les trois Acms anti-VTG sélectionnés, le G10/5/1, le F4/8/1 et le F4/9/1, sont utilisés afin
d’optimiser les protocoles d’adsorption des Acs et d’immunoréactivité. Leur capacité
d’adsorption et d’immunoréaction seront alors comparés et I’Ac le plus actif sera sélectionné.

Un mélange des trois Acms (2 concentration égale) est, également, étudié pour vérifier si
’utilisation de plusieurs Acms favorise I'immunoagglutination, comme l’ont indiqué Ortega-
Vinuesa er al. (1998). En effet, si chaque type d’Acm reconnait un épitope différent de I'Ag,
utilisation de plusieurs Acms pourrait augmenter le nombre de point d’ancrage sur I’Ag

(Ortega-Vinuesa et al., 1998).
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III. C. - 3. 1. Optimisation du protocole d’adsorption des

anticorps monoclonaux

PH optimal d’adsorption

Le pH étant la variable qui influe le plus sur I’adsorption des Acs, différents pHs (de 5,2 a
8,2) ont été testés. Les limites de 5,2 et de 8,2 ont été choisies selon les instructions du fabricant
afin de respecter I’intégrité des billes (Polysciences, USA).

Un tampon phosphate 0,1 M a été choisi pour I’adsorption afin d’obtenir les différents
pHs tout en maintenant la stabilité des billes de 1 um.

Les résultats du G10/5/1 montrent que le maximum d’adsorption est obtenu pour un pH
proche de son pHi, soit 6,2 (Galisteo et al., 1994).

Concernant les Acms F4/8/1 et F4/9/1, les maximums d’adsorption observés sont obtenus

pour la plus faible valeur de pH testée, soit 5,2 (Figure 53).

g 100
2 o GL0/5/1 |
£ %0 A F4/8/1
T & « F4/9/1
e~} S
[-%)
& 4
g
2 20 -
=
[=]
& g
4 5 6 7 8 9 10

pH2a 37°C

Figure 53 : Effet de la variation du pH sur 1’équilibre d’adsorption des trois Acms G10/5/1,
F4/8/1 et F4/9/1 (concentration en Acms : 500 pug/ml ; température 37°C).

Des valeurs de pH égales a 5,2 pour les Acms F4/8/1 et F4/9/1, 4 6,2 pour le G10/5/1, et
de 5,7 pour le mélange des trois Acms, ont donc été choisies pour tester effet de la variation de

la concentration en Acms initialement apportés sur le processus d’adsorption.
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Concentrations initiales en Acms étudiés

La valeur des concentrations en Acms adsorbés et non-adsorbés différe selon la

concentration en Acms initialement apportés, augmentant légérement avec la concentration

initiale en Acms (Figures 54, 55, 56 et 57).
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Figure 54 : Effet de la concentration initiale en G10/5/1 sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37°C; pH=6,2).
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Figure 55 : Effet de 1a concentration initiale en F4/8/1 sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37°C; pH=5,2).
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Figure 56 : Effet de la concentration initiale en F4/9/1 sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37°C; pH=5,2).
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Figure 57 : Effet de la concentration initiale en Acms sur les concentrations en Acms adsorbés et

non-adsorbés (température: 37°C; pH=5,7).

Ce nouveau protocole permet d’améliorer 1’adsorption avec des pourcentages

d’adsorption supérieurs a 50 % mesurés pour les concentrations initiales en Acms suivantes :

¢ < 1136 pug/ml, pour le G10/5/1 (Figure 54),
® <784 pg/ml, pour le F4/8/1 (Figure 55),

® <1094 pg/ml, pour le F4/9/1 (Figure 56),
L]

< 568 pg/ml, pour le mélange (Figure 57).
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Isothermes d’adsorption

Les isothermes d’adsorption des trois Acms, le G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 et du mélange
décrivant I’équilibre entre les concentrations en Acms adsorbés et non-adsorbés sont représentés
dans la figure 58. Deux profils d’adsorption différents sont observés : un pour le F4/9/1 et un

autre pour les Acms G10/5/1 et F4/8/1 ainsi que le mélange (Figure 57).
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Figure 58 : Isothermes d’adsorption des Acms, G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 sur les billes de 1 pm.

Dans le cas du F4/9/1, I’adsorption augmente d’abord trés fortement, puis Ja courbe
s’infléchie et tend vers une asymptote qui pourrait correspondre a la saturation des billes de latex
de 1 um (Molina-Bolivar et al., 1998a).

Les Acms G10/5/1, F4/8/1 et le mélange présentent également une premiere phase de
d’adsorption trés élevée. Puis, contrairement au F4/9/1, dans la deuxiéme phase, I’adsorption
continue A augmenter, de maniére constante, mais plus faiblement. D’aprés Molina-Bolivar et al.
(1998), certains Acs posséderaient la capacité de modifier leur conformation ou leur orientation
afin d’optimiser I'interaction avec la surface des billes (Molina-Bolivar et al., 1998a), ce qui

pourrait expliquer que 1’adsorption de ces Acs ne tende pas vers un plateau.

Isothermes de Freundlich

Les adsorptions de chaque Acm et du mélange sont analysées a ’aide de I’isotherme de

Freundlich, afin de vérifier I’affinité d’adsorption des Acms G10/5/1, F4/8/1 et du mélange.
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Les résultats des isothermes de Freundlich confirment les différences trouvées avec les

isothermes d’adsorption (Figures 59, 60 et 61).
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Figure 59 : Isotherme de Freundlich décrivant I’adsorption de I’Acm G10/5/1 sur les billes de 1 um.
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Figure 60 : Isotherme de Freundlich décrivant I’adsorption de I’ Acm F4/8/1 sur les billes de 1 pm.
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Figure 61 : Isotherme de Freundlich décrivant 1’adsorption du mélange des trois Acms sur les

billes de 1 um.
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En effet, pour le G10/5/1, le F4/8/1 et le mélange des trois Acms, les trois isothermes de
Freundlich présentent un profil similaire: biphasique avec deux pentes positives (Figures 59, 60
et 61). Chacune de ces deux phases devrait correspondre a une affinité différente des Acms pour
les billes ou & une différence de conformation ou d’orientation adoptée par les Acms (Molina-

Bolivar et al., 1998a).

Isotherme de Langmuir

Dans le cas de F4/9/1, un isotherme de Langmuir est réalisé car son isotherme
d’adsorption présente un plateau de saturation. Dans ce cas, une droite biphasique peut étre mise
en évidence montrant que, malgré la faible affinité de la deuxiéme phase, cet Ac se fixe sur des

billes avec deux affinités différentes (Figure 62).
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Figure 62 : Isotherme de Langmuir décrivant ’adsorption de 1’ Acm F4/9/1 sur les billes de 1 um.

Modéle de Scatchard

Ce modele a souvent été utilisé en physico-chimie pour la compréhension de
I’accumulation des molécules (Falla, 1990). Dans notre étude, nous nous efforcons de
comprendre la fixation d’une macromolécule (Acs) sur une particule (bille de latex). Ce
phénomeéne subit I’influence non seulement des aspects liés a la physique d’adsorption des
macromolécules sur des particules (forces de Van der Walls, forces électrostatiques,
encombrement stérique) mais aussi & la conformation des Acs qui peut changer au cours de

I’adsorption (Molina-Bolivar et al., 1998a).
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Figure 63 : Modélisation de Scatchard de I’adsorption de 1'Acm G10/5/1 sur les billes de 1 um.
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Figure 64 : Modélisation de Scatchard de I’adsorption de I’ Acm F4/8/1 sur les billes de 1 pm.
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Figure 65 : Modélisation de Scatchard de 1’adsorption du mélange des trois Acms sur les billes

de 1 uym.
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Figure 66 : Modélisation de Scatchard de 1’adsorption de I’ Acm F4/9/1 sur les billes de 1 pm.

Le modele de Scatchard montre que chaque Acs s’adsorbe sur les billes avec deux

conformations différentes, méme le F4/9/1 (Figures 63, 64, 65 et 66).

D’apres les valeurs des constantes d’association, la capacité d’association de chaque
conformation d’ Ac avec les billes peut étre classé de la maniere suivante :
®  conformation d’origine : F4/9/1 > mélange > G10/5/1 > F4/8/1,
®  deuxieme conformation : mélange > G10/5/1 > F4/8/1 > F4/9/1.

Ce résultat montre que le F4/9/1 posséde une affinité beaucoup plus faible pour les billes de

1 pm, sous sa deuxieme conformation (Tableau 29).

Tableau 29 : Valeurs des constantes d’association des Acms G10/5/1, F4/8/1 et F4/9/1 et du

mélange.
Acms Modele de Scatchard
k', k’p
G10/5/1 0,0160 0,0002
F4/8/1 0,0835 0,0006
F4/9/1 0,0094 0,0014
Mélange 0,0116 0,00005

De plus, les profils concaves des courbes de Scatchard des trois Acms et du mélange,

montrent que leurs adsorptions présentent une coopération négative. C'est-a-dire que 1’adsorption
d’une nouvelle molécule d’immunoglobuline sur les billes de latex est entravée par la présence

des molécules déja adsorbées (Falla et Block, 1993).
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II1. C. - 3. 2. Immunoréactivité

HI. C. - 3. 2. 1. Résolution du probleme d’inhibition de

Vimmunoagglutination

Avant de tester I'immunoréactivité des différents complexes billes-Acms obtenus, il était
nécessaire de résoudre le probleme d’inhibition de 1’immunoagglutination résultant de la
concentration trop €levée en VTG dans les échantillons plasmatiques de carpes traitées, qu’elles
soient males ou femelles. Pour cela, plusieurs tampons utilisés pour suspendre les billes ont été
préparés avec des forces ioniques et des pHs différents afin de neutraliser les charges de la VTG
de carpe :

¢ Tampon phosphate 0,1 M, pH=5 ;
® Tampon phosphate 0,1 M, pH=6 ;
® Tampon PBS, pH=5;

¢  Tampon PBS, pH=6 ;

¢  Tampon PBS + BSA 1%, pH=6.

Ces essais ont été réalisés avec les complexes de billes recouvertes par 293 ug/ml de G10/5/1.

Les tampons phosphates (pH=5 et 6) et le tampon PBS de pH=5, donnent des résultats
équivalents : de tres petits agglutinats régulie¢rement disposés dans le mélange (Figure 67 a, b). Le
probleme d’inhibition de I'immunoagglutination n’est donc toujours pas résolu par I’emploi de ces
tampons.

Par contre, avec les tampons PBS de pH=6 enrichis ou non en BSA, les agglutinats
obtenus avec les plasmas de carpes femelles en vitellogenese et de carpes traitées, males ou
femelles, sont beaucoup plus volumineux : ces deux tampons neutralisent les charges de la VTG.
En fait, le pH du mélange entre le tampon de suspension des billes (pH=6) et 1I’échantillon
plasmatique (pH=7,4), se rapproche du pHi du dimére de la VTG de carpe que nous avons
purifié (pHi=6,96).

De plus, la formation des agglutinations avec les billes-Acms suspendues dans le tampon
PBS + BSA (pH=6), est beaucoup plus rapide que celle obtenue avec les billes-Acms suspendues

dans le tampon PBS sans BSA (pH=6) : 25 secondes au lieu de 2 min 19 s.
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Figure 67 : Résultats des tests d’agglutination obtenus avec les complexes de billes recouvertes de
405 pug/ml de G10/5/1 suspendus dans différents tampons, pour résoudre le probléme d’inhibition

du phénomene d’immunoagglutination quand la VTG est trop concentrée.

Le tampon de suspension des billes retenu, pour la suite de 1’étude, est un tampon PBS,

pH=6, contenant 1 % de BSA.

IIL. C. - 3. 2. 2. Résultats des tests d’agglutination

Spécificité des résultats d’agglutination

L’immunoréactivité des trois types de complexes de billes recouvertes de G10/5/1, F4/8/1
ou F4/9/1 a été testée avec des échantillons plasmatiques provenant :
® de carpes (miles et femelles) traitées avec de I’ cestradiol,
® ¢t carpes non-traitées : miles (témoins négatifs) ou femelles en vitellogenese (témoins

positifs).

Aucune agglutination n’a été observée avec les complexes de billes recouvertes mises en
présence de plasma de carpes miles non-traitées (Figure 68 a, et a;). Par contre, les échantillons
plasmatiques, provenant de femelles en vitellogenése et des carpes traitées avec de I’ cestradiol,

induisent I’agglutination des billes recouvertes avec les trois différents Acms (Figure 68 b, ¢, d, e

et f).
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Complexes non-traitée en vitellogeneése non-traitée traitée en vitellogenese traitée

Billes recouvertes
avec 293 pg/ml
de G10/5/1

et

Billes recouvertes
avec 237 pg/ml
du mélange d’Acms

Billes recouvertes
avec 279 ug/ml
de F4/8/1

et

Billes recouvertes
avec 359 pg/ml
de F4/9/1

Figure 68 : Résultats des tests d’agglutination obtenus avec les trois dlfferents complexes de lum : billes-G10/5/1, b F4/8/ 1, b-F4/9/1 et b-mélange.
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Par conséquent, les agglutinations observées sont la conséquence de I’interaction
spécifique entre la VTG présente dans les échantillons plasmatiques des carpes et les Acms
adsorbés sur les billes de 1 um: le test d’agglutination développé peut étre utilisé pour

diagnostiquer la contamination des carpes par les (EMs.

Description des différents profils

Selon I’origine du plasma et le complexe de billes-Acms impliqué, trois types de profils
d’agglutination se forment. Ces différents profils se caractérisent par le ou les types
d’agglutinats qui les composent. Trois types d’agglutinats sont observables :

¢ des agglutinats ronds, de taille moyenne, facilement visible a I’ceil nu (Figure 68 b, c; et
f2) qui forment un halo autour du mélange (Figure 68 b; et cy),
¢ de grands agglutinats, moins nombreux, répartis sur toute la surface du mélange, visibles
tres facilement a 1’ceil nu (Figure 68 e5),
®  des petits agglutinats d’une forme diffuse, moins nets, trés nombreux, également répartis
sur toute la surface du mélange (Figure 68 d, et e5).
Les agglutinats ronds se forment avec des échantillons plasmatiques provenant de carpe
femelle en vitellogenese (Tableau 30 : Profil 1). Les deux autres types d’agglutinats, grands et
diffus, apparaissent dans les tests réalisés avec des animaux traités avec de 1’estradiol, mile ou
femelle (Tableau 30 : Profil 2). Les trois agglutinats apparaissent ensemble, uniquement, avec
les complexes de billes B-F4/8/1 et F4/9/1, et le plasma d’une carpe femelle, a la fois, traitée et

en vitellogenése (Tableau 30 : Profil 3).

Tableau 30 : Description des différents types de profils d’agglutination obtenus avec les trois

complexes billes-Acms et les différents échantillons plasmatiques de carpes.

Carpe femelle en vitellogenese

Plasmas o == Carpe méle traité
non-traitée traitee
HEBIIUNATS Rond Grand Diffus Rond Grand Diffus Rond Grand Diffus
Complexes
Mélange-bille + . - = = + K + +
G10/5/1-billes + - = = s re s + %
F4/8/1-billes ++ - - + ++ ++ - ++ ++
F4/9/1-billes ~  ++ - - T
Profil 1 Profil 3 Profil 2
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L’obtention de ces trois types de profils d’agglutination différents confirme 1’observation
rapportée par Solé et al. (2000), Hennies et al. (2003) et Fukada et al. (2003) qui rapportent
I’existence de deux monomeres de VTG chez la carpe Cyprinus carpio: un monomere
majoritaire de 150-156 kDa environ et un autre moins concentré et plus fragil de 180-190 kDa
(Solé et al., 2000, Fukada et al., 2003, Hennies et al., 2003). De plus, les résultats de nos
agglutinations montrent que le ratio entre les deux molécules de VTGs de carpe (VTG et VTG;)
est différent, entre les carpes femelles en vitellogenese et les carpes traitées, males ou femelles

(Tableau 31).

Tableau 31 : Proportion de VTG |/ VTG , dans les échantillons plasmatiques provenant de carpe

femelle en vitellogenese et de carpes traitées, males ou femelles en vitellogenese.

Plasmas Carpe femelle en vitellogenese R .
- e . Carpe male traitée
VTGs non-traitée traitée
VTG ++++ ++ n.d.
VTG, n.d. e S

n.d. : non détectée

Finalement, ces résultats montrent que les deux monomeres de VI'G de carpes ne sont
pas produits dans les mémes conditions. Ils pourraient posséder un rdle différent comme c’est le
cas des deux molécules de VTG présentes chez les carpes Indian major (Cirrhinus mrigala) : la
VTG nommée HA-I est ainsi capable d’activer, a la fois, sa synthese et son incorporation, alors
que la vitellogénine HA-II posséde uniquement la capacité de stimuler sa synthese. (Nath et

Maitra, 2001).

Effet de la concentration en Acms adsorbés sur les profils et les temps d’agglutination

En premier lieu, la variation de la concentration en Acms adsorbés sur les billes agit sur
les profils d’agglutination. Ainsi, aux concentrations en F4/8/1 et F4/9/1 adsorbés sur les billes
(479 ou 831 pg/ml et 643 ou 803 pg/ml, respectivement), les agglutinats du type rond
n’apparaissent plus (Tableau 32, chiffre en italique). Ces concentrations sont celles ol une partie
des Acms ont changé de conformation ou d’orientation lors de 1’adsorption (Molina-Bolivar et

al., 1998a). Ce changement de structure induirait une perte de I’'immunoréactivité de ces Acs.
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Tableau 32 : Effets de la concentration en Acms adsorbés sur les billes de 1 um sur les temps

d’agglutination.

Acms adsorbés Carpe femelle en vitellogenese R m s
Complexes ] - Carpe mile traitée
en pg/ml non-traitée traitée
Billes-G10/5/1 251 30s I min/n.o. 2 min / n.o.
293 25s 50 s / n.o. 1 min / n.o.
387 45 s 50 s / n.o. 50 s / n.o.
592 40 s 1 min 30/ n.o. 40 s / n.o.
1135 | min 20 s I min 30/ n.o. 50 s/ n.o.
Billes-F4/8/1 205 14 s 1 min/idem I min/n.o.
279 15s 30s/1 min 1 min / 3 min
319 15s 30s/2min 40 s 40 s/ 2 min
479 155 50 s/ n.o. 30s/4 min
831 305 50 s/ n.o. 30s/3 min
Billes-F4/9/1 204 14s 2 min 30s / idem 2 min/ n.o.
359 20s 1 min / idem 1 min /2 min
473 20s 30 s/2 min 30 s/2 min
643 17 s 505 /n.o. 30s/4 min
808 40 s 50 s/ n.o. 40 s /3 min
Billes-Mélange 177 40s 1 min 20/ n.o. 2 min/ n.o.
237 35s 1 min / n.o. 1 min / n.o.
286 40 s 1 min 30/ n.o. 50 s/ n.o.
2321 50s 1 min 30/ n.o 50 s/n.o.
4953 2 min I min 30/ n.o 1 min/idem
s : seconde : min : minute : n.0, : non-observé Agglutinat Rond Agglutinats Grand / Rond

D’autre part, la variation de la concentration en Acms adsorbés sur les billes agit sur le
temps d’apparition des agglutinats (Tableau 32). Il existe un intervalle de concentrations d’ Acms
adsorbés sur les billes pour lesquelles le temps d’agglutination est optimal :

¢ pour le complexe B-G10/5/1 : entre 293 et 387 ug/ml,

¢ pour le complexe billes-F4/8/1 : entre 279 et 319 ug/ml,

¢ pour le complexe billes-F4/9/1 : entre 359 et 473 ug/ml,

¢ pour le complexe billes-mélange : entre 237 et 473 pug/ml.
En dessous de cette concentration, la quantité d’Acs n’est pas suffisante pour favoriser
I'immunoagglutination et au dessus, I’encombrement stérique dii & la quantité élevée d’ Acms sur

la surface des billes ralenti le phénomene d’immunoagglutination (Molina-Bolivar, 1999).
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Le complexe billes-mélanges

Les résultats d’immunoagglutination obtenus avec les complexes billes-mélanges sont
¢quivalents a ceux obtenus avec les complexes billes-G10/5/1 : G10/5/1 est 1’Acs qui s’est
majoritairement adsorbé sur les billes. Quand plusieurs Acms sont mis en contact avec des billes,

ils entrent en compétition pour s’adsorber sur les billes. G10/5/1 est donc I’Acs le plus

compétitif.

Il C. - 3. 2. 3. Tests multi- especes

Afin de vérifier la multi-spécificité des Acms vis-a-vis des différentes molécules de VTG
de chevesne, de vandoise, de hotu, de gardon, de rotengle, de barbeau et de perche, des
échantillons plasmatiques de femelles en vitellogenese et de méles péchés dans des zones a
priori contaminées ont été analysés avec les trois tests d’agglutination G10/5/1-LAT, F4/8/1-
LAT et F4/9/1-LAT. Les résultats confirment ceux déja acquis avec les western blots. Les
molécules de VTG des cinq cyprinidés, chevesne, vandoise, hotu, gardon et rotengle sont
détectées par les trois Acms (Figure 69 d, e, f, g et h). Quant aux molécules de VTG de barbeau
et de perche, elles sont uniquement reconnues par le F4/9/1 (Figure 69 b et c). En effet, les tests
réalisés avec les billes recouvertes de G10/5/1 et de F4/8/1 sont tous négatifs (Figure 69 a).

Les deux types d’agglutinats, précédemment dénommés “ rond ™ et *“ grand ”, ne sont pas
obtenus chez tous les animaux :

® chez le barbeau et le chevesne, ces deux types d’agglutinats sont présents dans des
quantités identiques et ils forment tous les deux un halo (Figure 69 ¢, d) ;

® chez la vandoise, le hotu et le gardon, les agglutinats ronds sont majoritaires (Figure 69 e,
fetg);

® chez le rotengle et la perche, seuls des grands agglutinats sont visibles. (Figure 69 b et h).

Certains de ces profils rappellent ceux observés chez les carpes. Ainsi, les profils obtenus
avec la vandoise, le hotu et le gardon confirment que ces animaux sont des femelles (stade 3) en
vitellogenese (présence d’agglutinats ronds) (Gupta, 1975). De plus, ces animaux, péchés dans la

Moselle, présentent aussi les agglutinats caractérisant une contamination par des (EMs (présence
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de grands agglutinats). Concernant le rotengle, son profil d’agglutination confirme qu’il s’agit
d’un méle (stade 1), et qu’il est probablement contaminé comme 1’avait indiqué les résultats de
western blot et d’ELISA (présence de grands agglutinats). Quant 2 la perche (male en stade 1), la
présence de grands agglutinats, dans son profil d’agglutination, résulte de son traitement avec de
I’cestradiol.

Pour le barbeau et le chevesne, leur profil d’agglutination différe de ceux observés chez
les carpes et chez les autres animaux. En effet, les deux types d’agglutinats rond et grand sont
présents en quantité identique.

Plusieurs especes de poissons possedent deux types de VTG, comme les carpes Indian
major (Cirrhinus mrigala), les carrelets Barfin (Verasper moseri), les gobies (Acanthogobius
flavimanus), les petotes (Cyprinodon variegatus), 1a sole anglaise (Pleuronectes vetulus). Toutes
deux sont détectables, a la fois, chez les animaux traités et chez les femelles en vitellogenese
(Roubal et al., 1997, Matsubara et al., 1999, Bowman ef al., 2000, Nath et Maitra, 2001, Ohkubo
et al., 2003). Dans le cas du chevesne et du barbeau, il se pourrait que deux molécules de VTG
soient produites, de maniere identique, chez les animaux traités et chez les femelles en
vitellogenese, ce qui expliquerait la présence des deux types d’agglutinats dans le profil

d’agglutination du méile barbeau contaminé.

Détecter la production anormale de VIG chez les carpes méles contaminés par des
(EMs avec les tests d’agglutination développés avec les trois Acms G10/5/1, F4/8/1 ou F4/9/1,
présente plusieurs avantages. Ces tests sont rapides, simples a exécuter et comme ils ne
nécessitent pas de matériels spécifiques de laboratoire, ils peuvent étre utilisés directement sur
le terrain. De plus, avec les tests F4/8/1- ou F4/9/1-LAT, il est possible de différencier les
carpes contaminées, mdles et femelles, des carpes femelles saines naturellement en
vitellogenése. Le test F4/9/1-LAT, présente en plus I’avantage de reconnaitre un épitope
commun aux molécules de VIGs de 7 espéces de cyprinidés (la carpe, le chevesne, la
vandoise, le hotu, le rotengle, le gardon et le barbeau) et d’une espéce de la famille des
percidés (la perche), soit 2 espéces de plus que les deux autres tests développés avec les Acms

G10/5/1 et F4/8/1.
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Complexes Perche Barbeau Chevesne Vandoise Hotu Gardon Rotengle

B-G10/5/1

B-F4/8/1

B-F4/9/1

Agglutinats| Rond X2 Rond x2 Rond | Grand | Rond | Grand | Rond | Grand | Rond | Grand | Rond | Grand

G10/5/1 n.d. n.d.

F4/3/] et ++ ++ ++ ++ ot + +++ + +++ + n.d. +++

F4/9/1 n.d. +++

Sexe des (stade 3) traitées (stade 1) péché en vitellogeneése | en vitellogenése| en vitellogenése| en vitellogenese (stade 1) péché

el W ane 1 Moclla(stade 3) péché  ((stade 3) péché  (stade 3) péché  [(stade 3) péche |, 77 P
tmaux dans la Moselle  idans la Moselle dans la Moselle |dans la Moselle ©

Figure 69 : Résultats des tests d’agglutination obtenus avec des plasmas de barbeau, de perche, de chevesne, de vandoise, de hotu, de gardon et de

rotengle et les différents complexes de billes-G10/5/1, billes-F4/8/1 et billes-F4/9/1.
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III. C. - 4. Essai sur le terrain

Des €études sont actuellement en cours, au Portugal, par le département d’Ingénierie de
’Environnement de I"Université Nouvelle de Lisbonne, pour déterminer I'impact cestrogénique
en sortie d’une STEP desservant la ville de Lisbonne (Diniz et al., 2004). L’impact cestrogénique
de ces effluents sur des carassins males (Carassius carassius) est évalué de deux maniéres :

® par la détection de la production anormale de VTG i I’aide d’un de nos Acms (G10/5/1),

¢ par les perturbations histologiques générées.

Une production anormale de VTG significative est détectée chez les carassins males
contaminés avec les effluents sortant de la STEP (donc apres traitement). Une augmentation
significative de la production de VTG est également observée chez les femelles. La quantité de

VTG anormalement produite est, pour les deux sexes, proportionnelle au facteur de dilution de

I’effluent (Figure 70).
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! d A | B
250 | c 1800 1
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. 200 o 1400 | b
E £ 1200 Ak
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= w 800 b
= 100 b 3 600
400 -
0 a 0 L
0% 25% 0% 100% 0% 25% 50% 1009
effluent percemage effluent percentage

Figure 70 : Effet de la dilution des effluents traités sur la production de vitellogénine chez les
carassins males (A) ou femelles (B), aprés 28 jours d’exposition ; les différences sont

significatives si les lettres sont différentes (p<0,05) (Diniz et al., 2004).

Les premieres perturbations histologiques sont observées chez les males contaminés avec
un effluent traité dilué a 50 %. L’épithélium testiculaire est touché : des cellules hypertrophiées
sont observables autour des lobules séminiferes et les cystes sont moins nombreux que chez les
animaux contréles (Figure 71 ¢). Quant aux animaux contaminés avec un effluent traité pur, la
majorité présente une dégénérescence testiculaire grave : la spermatogenese est complétement

inhibée et aucun cyste n’est visible. Par contre, pour les autres, la spermatogenése est encore
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active. En effet, des spermatozoides sont présents dans la lumiére des lobules. En contrepartie,
des oocytes sont anormalement présents a la périphérie des gonades et parfois au centre d’un

cyste (Figure 71 d).

Figure 71 : Histologie des testicules de carassins males contrdles (a), et de carassins madles

contaminés pendant 28 jours avec 25 % d’effluent traité (b), ou avec 50 % d’effluent traité (c) ou

bien avec 100 % d’effluent traité (d). Bar : 100 um) (Diniz et al., 2004).
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Conclusions et Perspectives

L’objectif de ce travail était de développer un test d’agglutination pour la détection, in
situ, de la vitellogénine (VTG) : biomarqueur de la contamination des écosystémes aquatiques
par les cestrgénes mimétiques (EMs). Cette protéine spécifique des femelles ovipares, est
anormalement produite chez les poissons males ou les jeunes immatures contaminés par ces
polluants. Pour mettre au point ce test immunologique d’agglutination, plusieurs étapes ont été
nécessaires :

¢ Ja purification de la protéine a détecter ;

¢ Ja production d’ Acs spécifiques de cette protéine ;

® Ja mise au point du processus d’adsorption des Acs sur les billes de latex et son
application ;

¢ ]a mise au point du protocole d’immunoagglutination ;

® la validation de son utilisation sur des poissons provenant d’une zone polluée.

Ce test permet ainsi de détecter visuellement la présence de VTG par la formation d’agglutinat.

Une premiére méthode de purification, basée sur d’autres méthodes, a été adaptée a la
VTG de carpe. Cette méthode utilise successivement deux techniques de chromatographies
liquides a haute performance : échangeuses d’anions faibles et filtration sur gel ; elle nous a
permis d’obtenir trés rapidement une solution pure de VTG, non-dénaturée. Par contre, la
concentration de la solution de VTG ne s’est pas avérée suffisante pour induire la production
des Acs monoclonaux (Acms) spécifiques de cette protéine.

Une seconde méthode, en une seule étape, a donc été développée, sur la base d’une
chromatographie liquide 4 haute performance échangeuse d’anions faibles. Dans ce cas, les
protéines ont été éluées par un gradient salin discontinu (Magalhdes et al., 2004b). Avec cette
nouvelle méthode, la solution de VTG de carpe obtenue est également pure, non dénaturée et
suffisamment concentrée. Apres trente minutes d’analyse, la solution de VTG obtenue est
5,7 fois plus concentrée que celle obtenue avec la premi¢re méthode.

Cette solution de VTG a servi 2 immuniser des souris femelle BALB/C en vue de la
production d’Acms. Presque 400 suspensions d’hybridomes, ont été analysées. Parmi elles,

17 hybrides produisant des Acs anti-VTG de type IgG ont été sélectionnés. Apres les étapes de
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clonage, seulement 12 hybrides se sont avérés producteurs d’Acms spécifiques de la VTG.
Finalement, parmi ces 12 clones, 3 ont été retenus pour le reste de 1’étude (G10/5/1, 1e F4/8/1 et
le F4/9/1) car ils présentent une intensité de détection plus élevée de la VTG de carpe, et une
meilleure adaptation a la culture en masse.

Enfin, des tests de croisements ont été réalisés pour identifier I’ Acs reconnaissant un
épitope multi-especes. Parmi les différentes especes de poissons testées, 6 especes appartenant 2
la famille des cyprinidés, comme la carpe (chevesne, vandoise, hotu, gardon, rotengle, et
barbeau) et une espece a la famille des percidés (perche). Les deux Acms G10/5/1 et le F4/8/1
reconnaissent seulement la VTG de 5 especes sur les 7, toutes issues de la famille des

cyprinidés. Le F4/9/1 reconnait en plus la VTG de barbeau et de perche.

Un premier test d’agglutination a été mis au point avec des billes de 2 pm. Les résultats
d’adsorption montrent que le point de saturation de ces billes n’est pas atteint, méme pour la
concentration en Acms adsorbés de 4150 pg/ml. De plus, sur les cinq concentrations testées,
dans un cas seulement le pourcentage d’adsorption a dépassé les 50 % (4150 ug/ml). Le
rendement d’adsorption pouvait donc encore &tre améliorée en optimisant le protocole
d’adsorption. En revanche, les résultats d’immunoréactivité bien que spécifiques de la présence
de VTG dans le plasma testé, restent trés limités quant 2 la taille des agglutinats. Ceci est dii au
volume occupé par les billes de 2 um, réduisant le nombre de billes pouvant s’agglutiner autour

d’une molécule de VTG.

De nouvelles billes d’un diametre de 1 um ont alors été utilisées pour développer un
nouveau test (Magalhdes et al., 2004c). Une premiére étude a été réalisée pour déterminer si le
polymere des billes et les Acms étaient compatibles, et si I’adsorption n’induisait pas la perte de
I'immunoréactivité des Acms. Les résultats d’adsorption montrent que les immunoglobulines
s’adsorbent sur ces billes et que leur réactivité reste bonne mais perfectible. En effet, les
agglutinations obtenues sont spécifiques de I’interaction Acms-VTG, toutefois un probléme de
saturation en VTG apparait avec les échantillons plasmatiques provenant de carpes traitées avec
de I’cestradiol. Cette saturation provoque la formation d’une cape hautement chargée de VTG

autour des billes générant des forces répulsives, diminuant le processus d’agglutination.
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Afin d’améliorer 1’adsorption des Acs et la production d’agglutinats, un nouveau
protocole a été mis au point (Magalhdes et al., 2004a). Dans un premier temps, le pH optimal
d’adsorption pour chaque Acm a été déterminé. Il est égal a 6,2 pour le G10/5/1, et a 5,2 pour le
F4/8/1 et le F4/9/1. Le processus d’adsorption sur les billes de 1 pm, de chaque Acm et d’un
mélange des trois, a été ensuite étudié 2 ’aide de plusieurs modeles mathématiques. Les résultats
obtenus montrent que les Acs se fixent sur les billes avec deux affinités d’adsorption, la premiére
étant toujours plus élevée que la seconde. De plus, les trois Acms possédent la capacité de
changer de conformation ou d’orientation lors du processus d’adsorption. Chacune de ces
conformations présente une affinité différente pour le polymere des billes. Selon ces affinités
nous pouvons classer les Acs :

* Affinité 1 : F4/9/1 > mélange > G10/5/1 > F4/8/1,
* Affinité 2 : mélange > G10/5/1 > F4/8/1 > F9/9/1.

Avant de tester I'immunoréactivité des différents complexes billes-Acms, une étude a été
réalisée sur le tampon de suspension des billes afin de neutraliser les forces répulsives liées aux
grandes concentrations de VTG de carpe. Cette étude a permis de sélectionner ce tampon : PBS,
pH=6 contenant 1 % de BSA, permettant I’apparition d’agglutinats de trés grandes tailles,
visibles a Iceil nu, toujours spécifiques de la VTG. Trois types d’agglutinats sont observables :

¢ des agglutinats ronds de taille moyenne, trés nombreux, qui forme un halo autour du
mélange billes x plasma ;

¢ des agglutinats grands moins nombreux, répartis sur toute la surface du mélange ;

® et des petits agglutinats d’une forme diffuse, trés nombreux et également répartis sur
toute la surface du mélange.

Trois profils d’agglutinations différents sont obtenus avec ces trois types d’agglutinats :

¢ un profil uniquement composé d’agglutinats ronds, caractéristique des carpes femelles en
vitellogenese ;

® un profil composé des grands agglutinats et des agglutinats diffus, caractéristique des
carpes traitées ;

¢ et un profil composé des trois agglutinats : caractéristique des carpes femelles, 2 la fois,

en vitellogenese et traitées, et des complexes billes-F4/8/1 et billes-F4/9/1.
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Ces résultats nous laissent envisager 1’existence de deux molécules de VTG chez la
carpe : une molécule qui serait plutot caractéristique des femelles en vitellogengse et 1’autre

molécule plutdt des carpes traitées.

Les 6 especes de cyprinidés péchés dans la Moselle et le percidé traité avec de
I’estradiol, ont ét€ aussi reconnues par les Acms produits. De plus, différents profils
d’agglutinations ont également été observés. Les profils obtenus avec la vandoise, le hotu, le
gardon, le rotengle et la perche rappellent ceux obtenus avec les carpes. Ainsi ces profils
confirment les résultats histologiques montrant que la vandoise, le hotu et le gardon étaient des
femelles en vitellogenese et que le rotengle et la perche étaient des males. De plus, le profil des
animaux péchés dans la Moselle indiquerait une possible contamination par des (EMs.
Concernant, la perche, I’influence des (EMs sur la présence de grands agglutinats est démontrée

car cet animal a ét€ traité avec de 1’cestradiol.

Le test d’agglutination développé avec les billes de 1 um (avec le G10/5/1, le F4/8/1, le
F4/9/1 et le mélange) permet de détecter la production anormale de VTG par des animaux
contaminés de mani¢re simple, trés rapide (en moins de 2 min) et spécifique. De plus, il permet
de différencier chez plusieurs especes de poissons, les femelles saines en vitellogenese des
animaux contaminés, méle ou femelle. Ce test est idéal pour effectuer le suivi régulier, in situ,
de la pollution des écosystemes aquatiques par les (EMs.

Une validation de son utilisation en conditions réelles, sur le terrain est actuellement en
cours de réalisation : en France, pour la surveillance de 1’état de la Moselle, en collaboration
avec le CSP ; et au Portugal, pour la surveillance de la pollution par des effluents en sortie de
STEPs, en collaboration avec le département d’Ingénierie de I’Environnement de I’Université

Nouvelle de Lisbonne.

D’autre part, des études plus fondamentales sont envisagées pour une meilleure
compréhension des phénomenes révélés par les tests d’immunoagglutination. Ainsi, la présence
de deux molécules de VTG de carpe doit &tre vérifiée par la confirmation de I’existence de deux
épitopes correspondant & chacune des molécules de VTG. De plus, le séquencage de ces deux

protéines permettra de déterminer si la différence entre ces deux molécules résulte d’une
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différence de composition en acides aminés et/ou d’une différence de transformation post-
traductionnelle. Une étude sera également réalisée pour comprendre le processus d’activation de
la synthése des deux molécules de VTG de carpe et leur transformation en comparant I’effet, de
différents (EMs et une stimulation normale par 1’cestrogene naturel au cours de la phase de
vitellogenese. Ces différentes études pourront étre réalisées en culture cellulaire.

De méme, ces différentes études pourront étre effectuées sur les autres espéces de
poissons étudiés, de maniére & comprendre les différents profils d’agglutination obtenus. De
plus, la recherche d’un épitope commun aux différentes molécules de VTG provenant de ces
espéces de poisson et d’autres espéces permettra la production d’un Acm reconnaissant la

plupart des espéces.
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Annexes 1. : Différentes structures chimiques des estrogénes mimétiques : Les stéroides.

LES (ESTROGENES HUMAINS ET ANIMAUX

(Estrone (E1)

17 f-cestradiol (E2)

LES (ESTROGENES DE SYNTHESE

17 o-éthinyleestradiol (EE2)

Mes

tranol (MeEE2)

LES PHYT(ESTROGENES

) O o
OH [¢]

I OH

Génistéine (GEN)

HO O 0 HO
! OH

O
Daidzéine (DAID)

‘ O
(o] ‘
OCH;

OH

OH

OH

HO

OH

Biochanine-A (BIOA-A)
)

i/ 0
o} O
OH

Coumestrol (COU)

Matairesinol (+)
Entérolactone (-)

HO

Secoisolariciresinol (+)
Entérodiol (-)

[B-sitostérol

LES MYCESTROGENES

H,

HO

Zéaralénone (ZON)

OH 0]

H;

HO

HO H

o-Zéaralénol (0-Z)

OH

B-Zéaralénol (B-Z)

Annexes

- 255 -




Annexes 1. (suite) : Différentes structures chimiques des estrogénes mimétiques : Les

substances d’origine industrielle
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Annexe 2. : Concentrations d’cestrone (en ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de surface.

Composés  Effluent brut  Effluent Traité % d'élimination *Fl./Riv./Est. Nbdesites: STEPs\a Pays Années Références
_ b . . d (Routledge et al.,
El 1-76 7 Angleterre 1996 1998)
11-140° <0,4-47° 6498 - 3dn Allemagne 1997 (J"h“;(;’(?o‘;’ al,
- n.d.-70° - nd.-1,6° 169/15¢ Allemagne
¢ c _ h X (Ternes et al.,
40 7-13 67-83 1 Brésil 1997 1999b)
- n.d.-48" - - 10° Canada
- 0,4-47° - <0,1-34" LA, Pays-Bas 1997 (BelffoSsral.
_ _ ) . (Larsson ez al.,
5.8 1 Suisse 1997 1999)
71b eh (Fawell et al.,
- - - n.d.-7,1 7 Angleterre 1998 2001)
b b _ . d.h . (Johnson et al.,
<0,5-75 n.d.-54 5 Italie 1999 2000)
] <0,4-12,2" : nd-1,8 90425 34 g1t Angleterre 2000 (W‘mz%“(;;)e’ al.
~ ) d,h (Hemming et al.,
- n.d. 5 USA 2000 2004)
b _ i} d (Todorov et al.,
- 3,1-74 3 USA 2000 2002)
b . d,hy;q1h (Pawlowski et
- 1,2-19 <1 2591 Allemagne 2000/2001 al., 2004a)
9,6-17,6 ° 43-72° 44-59 ¢ 11-14 b 2,230 48068 France 200172002 (C&pmeral
b 20 b c _1nb h h . (Lagana er al.,
15-60 5-30 54 5-12 1%/1 Italie 2002 2004)
?Fl. / Riv. / Est. : Fleuves, Rivieres et Estuaires fconcentrations mesurées en amont et en aval de la STEP ( » )
® intervalle des valeurs mesurées & valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un Fl / Riv / Est
¢ valeurs estimées " valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant l'année
4 études réalisées sur plusieurs STEPs " valeurs mesurées sur deux saisons différentes de I'année
€ études réalisées sur plusieurs rivieres
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Annexe 3 : Concentrations en 17 -eestradiol (en ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de surface.

Composé  Effluent brut Effluent Traité % d'élimination  * Fl./Riv./Est.  Nb de sites : STEPs \ a Pays Années Références
E2 - 4-48° - - 7¢ Angleterre 1996 (Routledge ef al., 1998)
n.d.-48"° nd.-12° 75-98°¢ - 3ah Allemagne 1997 (Johnson et al., 2000)
- nd.-3° 64°¢ n.d. 164/715¢ Allemagne
21 0-2°¢ 92-99,9 - 1t Brésil 1997 (Ternes et al., 1999b)
- n.d.-64° - - 10¢ Canada
- <0,6-12° - <0,3-5,5° 3dh/ppen Pays-Bas 1997 (Belfroid ez al., 1999)
- 1,1 b - - 1 Suisse 1997 (Larsson et al., 1999)
- - - n.d.-25° 7¢%h Angleterre 1998 (Fawell et al., 2001)
13,6-24 ¢ 2,7-12 ® 33-81° - 6° Angleterre 1998 (Johnson et al., 1999)
- 2,8-55° - n.d.-27° 1047109 =&! Japon 1998 (Kashiwada et al., 2002)
<0,5-20° nd.-7° - - 5%h Ttalie 1999 (Johnson et al., 2000)
- <0,4-4,3"° - - 34 Angleterre 2000 (Williams ef al., 2003)
- n.d. - - g &h USA 2000 (Hemming e al., 2004)
- 1,39-5,78" - - 3¢ USA 2000 (Todorov ez al., 2002)
- 1-5,6° - 39 2481k Allemagne 2001  (Pawlowski et al., 2004a)
11,1-17,1° 45-86"° 49-60 ¢ 1,4-2,1 » 3321 4 b6 eth France  2001/2002  (Cargouét ef al., 2004)
10-31° 3-8° 76 ¢ 2-6° 171" Ttalie 2002 (Lagana er al., 2004)

#Fl. / Riv. / Est. : Fleuves, Riviéres et Estuaires fconcentrations mesurées en amont et en aval delaSTEP (»)

® intervalle des valeurs mesurées & valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un F1/ Riv / Est
s h 4 . . res 2

¢ valeurs estimées valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant I'année

¢ études réalisées sur plusieurs STEPs " valeurs mesurées sur deux saisons différentes de I'année

¢ études réalisées sur plusieurs rivieres
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Annexe 4 : Concentrations d’estriol (en ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de surface.

Composé Effluent brut  Effluent Traité % d'élimination *Fl./Riv./Est.  Nbdesites: STEPs\a Pays Années Références
Joh tal.,

E3 n.d. n.d. - - 3&h Allemagne 1997 (o r;S(?OnO;f a
- <0,1-5° - nd-3" SUBILL Pays-Bas 1997 (Belfotsral
b b d,h . (Johnson et al.,

2-120 n.d.-28 - - 5 Ttalie 1999 2000)

11,4-152° 573" 40-67°¢ 122 » 2,12,5° 49076800 France 20012002 (C2EHeral
23-48° nd.-1° >97° 2-5° 1"/1" Ttalie 2002 (Lag221(1)1(2)14e)t al.,

2Fl. / Riv. / Est. : Fleuves, Rivieres et Estuaires
® intervalle des valeurs mesurées

¢ valeurs estimées

4 études réalisées sur plusieurs STEPs

¢ études réalisées sur plusieurs riviéres

Annexes

fconcentrations mesurées en amont et en aval de la STEP »)
& valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un Fl / Riv / Est
" valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant 'année

! valeurs mesurées sur deux saisons différentes de 1'année
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Annexe 5 : Concentrations en 17 -ethinylestradiol (en ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans

diverses eaux de surface.

Composé Effluent brut Effluent Traité

% d'élimination * Fl./Riv./Est.  Nb de sites : STEPs \ a Pays Années Références

EE2 n.d.-7° 7¢ Angleterre 1996 (Rouﬂfgdggge)“ al.
<0288"  <02-<18" 77598 ¢ : 3o Allemagne 1997 (J°hgs(§’0“oft al.
- n.d.-15° - n.d. 1649/15° Allemagne
. e e C h . (Ternes et al.,
=5,5 1-2 64-78 - 1 Brésil 1997 1999b)
- n.d.-42° - - 10¢ Canada
] n.d.-7,5° i n.d.-4,3" 3oy qpeh Pays-Bas 1997 (Belflrglgdg;” al.
i ) . (Larsson et al.,
- 4,5 1 Suisse 1997 1999)
e.h (Fawell et al.,
- - - n.d. 7 Angleterre 1998 2001)
b b d, h . (Johnson et al.,
<0,5-10 n.d.-2,2 - - 5 Ttalie 1999 2000)
b d (Williams et al.,
- <0,4-3,4 - - 3 Angleterre 2000 2003)
b _ d,h (Hemming et al.,
- n.d.-500 - 7 USA 2000 2004)
b d,hy 1 h (Pawlowski et al.,
- <1-1,5 - <1 2591 Allemagne 2001 2004a)
54-7,1° 2,7-4,5" 34-45° 111,50 1,829 40768t France  2001/2002 (Ca‘gz"(;‘gj)e’ al.
) b hyqh . (Lagana et al.,
n.d. n.d. n.d.-1 1771 Italie 2002 2004)
*FL. / Riv. / Est. : Fleuves, Riviéres et Estuaires fconcentrations mesurées en amont et en aval de la STEP »)
® intervalle des valeurs mesurées £ valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un FI/ Riv / Est
¢ valeurs estimées " valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant 'année
¢ gtudes réalisées sur plusieurs STEPs " valeurs mesurées sur deux saisons différentes de l'année
¢ études réalisées sur plusieurs riviéres
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Annexe 6 : Concentrations en phyto- et en mycastrogeénes (ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans

diverses eaux de surface.

Composés Effluent brut Effluent Traité % d'élimination ° FL./Riv./Est. Nb de sites : STEPs\a Pays Années  Références
Daidzéine ; <10-10" ; <10 240\t Allemagne 2001 (P;lff‘;gvoﬁj)”
75-120° 7-16° 88 ° 2-3° 1"\1" Italie 2002
Biochanine A 8- 18° 3-5° 73° 1-2° BYE Ttalie 2000 (egn el
Génistéine ~ 195-384° 15-83° 81°¢ 4-7° , 1"\ Italie 2002
p-Sitosterol - 60-90" - <50 24M 1" Allemagne 2001 (P;Ylg&sﬁ)et
Zéaralénone  3-18° 3-10° 53°¢ 2-5° 1" Italie 2002 (eggderal
a~Zgaralénol - 20-30° - <10 24h\h Allemagne 2001 (Péalﬁlg(‘;é)sﬁ)et
nd.-10° nd.-7° 30° nd.-3° 1°\1t Italie 2002 (Lagan et .,
B-Zéaralénol nd.-8° nd.-5° 38°¢ nd.-5° 1"\t Italie 2002 2004)
2Fl. / Riv. / Est. : Fleuves, Rivieres et Estuaires f concentrations mesurées en amont et en aval de la STEP
® intervalle des valeurs mesurées & valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un F1/Riv / Est
®valeurs estimées " valeurs mesurées sur plusicurs mois différents durant 'année
4 études réalisées sur plusieurs STEPs " valeurs mesurées sur deux saisons différentes de I'année

¢ études réalisées sur plusieurs rivicres
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Annexe 7 : Concentrations en alkylphénols (ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de surface.

Composés Effluent brut Effluent Traité % d'élimination * Fl. / Riv. / Est. Nb de sites : STEPs\a  Pays Années Références
Y. NPs - <200 - 330000 ° - 200-180000 / <30-320° 1295/7*%8  Angleterre 1994  (Blackburn et Waldock, 1995)
4-NP - 840 - - 1 Suisse 1997 (Larsson et al., 1999)
2130-2600°  320-1570° 40-85 > ¢ - " Allemagne 1998 (Korer et al., 2000)
- 470-500° - 150-250° 104"\ 109 &1 Japon 1998 (Kashiwada et al., 2002)
- - - n.d.- 485 5¢8 Allemagne 1998-1999 (Bolz et al., 2001)
- - - 7,3-84/1-221/0,3-63 " 12/4/9%&&h Allemagne 1998-1999 (Heemken er al., 2001)
- - - 40-130° 3° Japon 2000 (Inoue et al., 2002)
- 11300-22800 ° - - 3¢ USA 2000 (Todorov et al., 2002)
- 1000-2500° - - gdh USA 2000 (Hemming et al., 2004)
4194 - 8768 ° 1120 - 2235° 75°¢ 1289 - 1466 1"\t Ttalie 2002 (Lagana et al., 2004)
NP1EO - - - 10-205/13-115/0,7-57°  12/4/9*>®"  Allemagne 1998-1999  (Heemken ef al., 2001)
- 37600-100000 ° - - 3¢ USA 2000 (Todorov et al., 2002)
NP2EO - - - 3,6-84/4,3-68/0,1-12° 12/4/9*%%"  Allemagne 1998-1999  (Heemken et al., 2001)
d
- 45500-329000bb - - 3 i USA 2000 (Todorov et al., 2002)
NP3EO - 20300-30700 - - 3 USA 2000
4-OP 180-320° 280-357° <13° - I Allemagne 1998 (Kérner et al., 2000)
- - - nd.- 189° 5%¢ Allemagne 1998-1999 (Bolz et al., 2001)
- - - 0,4-18/1-6/0,1-16° 12/4/9%%8"  Allemagne 1998-1999
OP1EO - - - 08-12/0,9-62/03-63°  12/4/9*°%"  Allemagne 1998-1999  (Heemken et al., 2001)
OP2EO - - - 0,6-21/0,8-4,1/0,1-21°  12/4/9*%8"  Allemagne 1998-1999

*FL. / Riv. / Est. : Fleuves, Riviéres et Estuaires
® intervalle des valeurs mesurées

¢ valeurs estimées

Y études réalisées sur plusieurs STEPs

®études réalisées sur plusieurs rivieres
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f concentrations mesurées en amont et en aval de la STEP

# valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un F1/ Riv / Est

" valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant I'année
 valeurs mesurées sur deux saisons différentes de I'année
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Annexe 8 : Concentrations en bisphénol A (ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de surface.

Composés  Effluentbrut  Effluent Traité % d'élimination 2 Fl./ Riv. / Est. NSI’T‘EPS;\C: ; Pays Années Références
BPA - 18-702° - 0,5-410 " 39\115 “*&"  Allemagne 1997 (Fromme et al., 2002)
- 490 - - 1 Suisse 1997 (Larsson et al., 1999)
542-3010° 258-320" 85-91° - 1t Allemagne 1998 (Kormer ef al., 2000)
- 73-140%¢ - 47-58° 1041\ 109 *&! Japon 1998  (Kashiwada er al., 2002)
- - - <50-272° 5¢¢ Allemagne 1998-1999  (Bolz et al., 2001)
- - - 17-776 / 8,9-125 /n.d.-20°  12/4/9*%&h Allemagne 1998-1999 (Heemken et al., 2001)
- - - n.d.-130° 3¢ Japon 2000 (Hemming et al., 2004)
- n.d.-200° - - 740 USA 2000 (Hemming e al., 2004)
332-339 " 13-36° 90° 15-29° 1"\1" Ttalie 2002 (Lagana et al., 2004)
- - - 39-47° 28 Japon 2003 (Kawaguchi et al., 2004)
2Tl / Riv. / Est. : Fleuves, Rivieres et Estuaires f concentrations mesurées en amont et en aval de la STEP
® intervalle des valeurs mesurées £ valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un F1/ Riv / Est
°valeurs estimées " valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant I'année
4 études réalisées sur plusieurs STEPs " valeurs mesurées sur deux saisons différentes de I'année

¢études réalisées sur plusieurs riviéres
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Annexe 9 : Concentrations en phtalates (ng/l) présentes dans différents effluents bruts et traités de STEPs et dans diverses eaux de

surface.
Composés Effluent brut Effluent Traité % d'élimination * FL /Riv./Est. Nbde sites : STEPs \ a Pays Années Références
Diméthylphtalate - n.d. - - 740 USA 2000 (Hemming et al., 2004)
Diéthylphtalate - - - n.d.-3200° 4eeh Italie 1994  (Vitali et al., 1997)
- n.d.-200° - - 74hb USA 2000 (Hemming et al., 2004)
Bis-éthylhexylphtalate - - - n.d.-31200° 4e8h Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
1740-182000 330-97800° 39\115 ¢=&h Allemagne 1997 (Fromme et al., 2002)
209000 6000 97°¢ - 1 Finland 1999  (Marttinen et al., 2003)
- 3970 - 2100/ 8100 v/ Espagne 2002  (Brossa et al., 2003)
Di-isopropylphtalate - - - n.d. 4eeh Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
Di-propylphtalate - - - 3000 4e8h Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
Di-n-butylphtalate - 2100 - 800/ 2090 1\v1/71° Espagne 2002  (Brossa et al., 2003)
Di--isobutylphtalate - - - n.d.-5700° 4e¢eh Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
Dibutylhtalate - - - n.d.-44300° 4%8h Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
- 200-10400 - 120-8800° 39\115 ¢«&h Allemagne 1997  (Fromme et al., 2002)
Butylbenzylphtalate - - - n.d.-6600 ° 48k Italie 1994 (Vitali et al., 1997)
- n.d.-200° - - 7n USA 2000 (Hemming et al., 2004)
- n.d. - n.d./ 150 1vE/1° Espagne 2002  (Brossa et al., 2003)
Di-n-octylphtalate - - - n.d.-11300° 4e8h Italie 1994  (Vitali ez al., 1997)
- n.d. - - 74h USA 2000 (Hemming et al., 2004)

*FL / Riv. / Est. : Fleuves, Riviéres et Estuaires
® intervalle des valeurs mesurées

“ valeurs estimées

4 ¢tudes réalisées sur plusieurs STEPs

© études réalisées sur plusieurs riviéres
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f concentrations mesurées en amont et en aval de la STEP
& valeurs mesurées sur plusieurs sites d'un F1/ Riv / Est

h % - - cers ' P
valeurs mesurées sur plusieurs mois différents durant 1'année

! valeurs mesurées sur deux saisons différentes de 1'année
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Annexe 10 : Adsorption de phtalates sur le sédiment provenant d’un fleuve italien * (Vitali et

al.,, 1997) et de plusieurs fleuves, rivieres et lacs d’Allemagne > (Rhin, Moselle, Rurh...)

(Gavala et al., 2003).
Composés Effluent brut Références
Dimethylphtalate non étudié (Vitali et al., 1997)
Diethylphtalate nd.-2 (Vitali et al., 1997)
Bis-ethylhexylphtalate n.d. —487,3 (Vitali et al., 1997)
210 - 8444 (Gavala et al., 2003)
Di-isopropylphtalate nd.-0,9 (Vitali et al., 1997)
Di-propylphtalate nd. —-4,4 (Vitali ez al., 1997)
Di-n-butylphtalate nd. -254 (Vitali et al., 1997)
Di-isobutylphtalate n.d. - 76 (Vitali et al., 1997)
Dibutylphtalate nd.-13 (Vitali ez al., 1997)
60 - 2080 (Gavala et al., 2003)
Butylbenzylphtalate nd.— 18,2 (Vitali et al., 1997)
Di-n-octylphtalate nd. - 16,7 (Vitali ez al., 1997)

Annexes
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Annexe 11 : Concentrations de PCBs présents dans différents effluents de STEPs et dans diverses eaux de surfaces en ng/l (Font et

al., 1996).
Composés Effluents de STEPs Fleuves et Rivieres Estuaires et Océans Mers Pays Années
isoméres de PCBs - 0,06-0,38 - - Canada 1980
- 1-164 - - Canada 1985-1986
- - - 0,08-0,79 Pays-Bas 1988
- 2-42 - - Espagne 1990
> PCBs - - - 5,5-46 Allemagne 1980-84
- 8 - - Canada 1986-1990
- - - 1,3-8,8 Espagne 1987
- - - 2-6,3 Canada 1988
500-3200 - - - Suisse 1988
- 85-222 - - Espagne 1989
- - 0,07-0,6 - Pays-Bas 1989
- - - 0,07-0,19 Pays-Bas 1992
Aroclore 1016 - 129 - - Espagne 1990
Aroclore 1242 - 84-354 - - Espagne 1990
Aroclore 1248 - 10-313 - - Espagne 1992
Aroclore 1254 - <1-3 - - Croatie 1988-1989
- 212 - - Espagne 1990
3,4-1547 - - - Espagne 1992
Aroclore 1260 - 420-620 - - Belgique 1985
- <1-3 - - Croatie 1988-1989
100-600 - - - USA 1992
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Annexe 12 : Bioaccumulation des PCBs et PCDD/Fs chez les poissons.

Poissons > PCBs > PCDD/Fs Pays Années Références
Anguille * >9,81 - < 12,54 - Angleterre 1995-1996  (Yamaguchi et al., 2003)
b 9,22 - 126 1,62 - 4,39 Espagne 2000 (Bordajandi et al., 2003)
Brochet * 1,85 - Angleterre 1995-1996  (Yamaguchi ef al., 2003)
Carpe ° 1,6 -7,6 - Pays-Bas 2000 (Verweij et al., 2004)
Gardon * <0,77 - 3,32 - Angleterre 1995-1996  (Yamaguchi et al., 2003)
Gobie ° 23-120 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Grenadier de roche * 664 -921 /876-2790 - Europe Cotes Ouest 1999 (Mormede et Davies, 2003)
Hoplostete rouge d 875-938 /758-1130 - Europe Cotes Ouest 1999 (Mormede et Davies, 2003)
Limande ° 89 -310 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Merlan ¢ 230-3100 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Perche * 1,83 - Angleterre 1995-1996  (Yamaguchi et al., 2003)
¢ 21 - 5000 - Pologne 1996-97 (Falandysz et al., 2004)
Plie ° 96 - 1400 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Scarfish noir ¢ 18,50 - 1370 /364 — 9880 - Europe Cotes Ouest 1999 (Mormede et Davies, 2003)
Sole anglaise 20 - 800 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Tacaud * 650 - 3200 - Belgique 2001 (Voorspoels et al., 2004)
Truite arc-en-ciel ® 5,14 -9,16 1,22 - 1,69 Espagne 2000 (Bordajandi et al., 2003)
Vandoise * <0,77 - Angleterre 1995-1996  (Yamaguchi er al., 2003)

2 ng/g de muscle (Poids secs)

Annexes

®ng/g de muscle (Poids frais)

“ng/g de lipide musculaire

4 ng/g de lipide hépatique
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Annexe 13 : Bioaccumulation des pesticides chez diverses espéces de poissons.

Poissons Aldrine  Dieldrine Chlordanes Y DDTs o HCH BHCH Heptachlore Lindane > Pays Références
Anguille * ; 1356851' ] ; ; ; - 1,62-494 - Angleterre (Yamaguchi ef al., 2003)
b - - - 7,02 -136 - - - - - Espagne  (Bordajandi et al., 2003)
Brochet ? - <0,09 - - - - - <0,08 - Angleterre (Yamaguchi et al., 2003)
Carpe ® <0,4-1,1 1,3-24 0,25-19 Pays-Bas (Verweij et al., 2004)
Gardon ? - 0,47 - 0,96 - - - - - <0,08 -0,29 - Angleterre  (Yamaguchi et al., 2003)
Gobie ¢ - - - - - - - - 1,8 - 16 Belgique (Voorspoels et al., 2004)
63,9 - 88,9
i 1,8-1,9 30,1-30,7 ’ ™ 1010- 1460 5.8-6 1,3-2 09-29 - Europe
dG renadier de roche Cotes  (Mormede et Davies, 2003)
1,1-1,4 282-328 103-128 1500-3260 4,7-7,5 1-25 03-0,5 Ouest
24-38 33-489 827-139 666-933 6,8-11,9 4,6-5 4,6 Europe
Hoplostete rouge d 10,4-11,8 - - Cotes  (Mormede et Davies, 2003)
37-53 442-55,7 164-165 831-884 10,2-11 ’ 4,1-6,2 Ouest
. 2,8 42,2 7 270 852 4,2 2 2,3 Europe
Mafou bleu | 4.4 356 991 42 5 15 - - (()Iotes (Mormede et Davies, 2003)
uest
Limande ¢ - - - - - - - - 14 - 63 Belgique (Voorspoels et al., 2004)
Perche * - 0,65 - - - - - 0,17 - Angleterre (Yamaguchi et al., 2003)
€ - - - 34 - 4000 1-280 - - - Pologne  (Falandysz et al., 2004)
0021 39-324 111-221 3841310 <003-38 <003-09 <003-16 Burope
Scardfish noir ¢ - Cotes  (Mormede et Davies, 2003)
<003-29 2 364 110-855 410-4350 Q0-07 03 <003-88 Ouest
Sole anglaise ¢ - - - - - - - - 6,4 - 61 Belgique (Voorspoels et al., 2004)
Tilapia * < 30 000 < 80 000 - - - - <30000 < 100000 - Bénin  (Okoumassoun et al., 2002)
Truite arc-en-ciel ® - - 2,39 - 8,37 - - - - - Espagne (Bordajandi et al., 2003)
Vandoise * - 0,65 - - - - - 0,23 - Angleterre (Yamaguchi et al., 2003)

? ng/g de muscle (poids secs)
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Annexe 14 :

Modification du sex-ratio, effets de la période et de la concentration d’exposition.

Toxiques Poissons Période d’exposition Concentration Résultats Références
0,01 et 0,1pg/l RAS .
. < nis . = - (Chikae et
E2 Medaka 1 - 30 j apres 1'éclosion 1 ug/l 3 ;14 al., 2004)
10 pg/® 0 ;11
60 - 260 j apres la fertilisation 5 mg/kg ° X RAS (Blazquez et
224 - 426 j aprés la fertilisation et 10 mg/kg al., 1998)
Truite 19 j av?\nt’l’ eclo_smn 210" M?® RAS (Madigou et
jusqu’a I’éclosion al., 2001)
EE2 Zebre 2 - 60 j aprés I"éclosion Ingl®  20% ;75% (H‘g&;sz“z’
. . < 1 . a . (Van der Belt
1j-90j apres I’éclosion 10 ng/l 30% ;70% et al., 2003)
20 - 40 j apres I’éclosion 10% ;30%
3 a (Andersen et
20-60] 15,4 ng/l 100 % al., 2003)
1-60j 100 %
48 - 88 j apres la fertilisation b 62 % (Blazquez et
Bar 10 m
60 - 260 j gke 80 % al., 1998)
10 et 30 pug/* RAS i
4-NP Zebre 2 - 60 j aprés I"éclosion he/ (Fl ot Janz,
100pgN® 10% ;70% )
. 10 j avant I’éclosion 2.10°M* (Madigou et
pendant les stades : embryonnaire, 1,05 pg/l°® RAS (Ackermann
larvaire et immature et 10,17 pg/1’? et al., 2002)
, ) . < v . 0,01,0,1, 1 et (Chikae et
DEHP Médaka 1j-21j apres I’éclosion 10 ug/l® RAS al., 2004)
HCH Médaka 1] - 21 j apres I’éclosion 0’0116 ﬁ’;/’lla o RAS (aclh‘;gg .
Cotes anglaises Anguille - - 52-60 % (el:/[:;th;%sgg;l

j: jours

Annexes

3 exposition via I’eau, ® exposition via I’alimentation

RAS : rien a signaler
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Annexe 15 : Apparition d’intersexes, effets de la période et de la concentration d’exposition.

Toxiques Poissons  Période d’exposition Concentration Résultats Références
50-70j
50-80j a 100 % (Gimeno et
E2 Carpe 50-110]j Det23ugll de testicule avec un oviducte al., 1998a)
50 - 140 j apres I’éclosion
10 ngA ® 14 % de MIPS
. . 2 Matthiesse
Gobie pendant 13 jours 100 ng/ 29 % (e ; ::l., 2002;1
1000 ng/1? 57 %
50-70j 0%
50-80j 30, 70 ou 100 % (Gimeno et
4-TPP Carpe 50- 110 36,90 0u256 ug/l 30, 100 ou 100 % al., 1998a)
50-140; 50, 100 ou 100 %
apres I’éclosion de testicule avec un oviducte
Cotes . (Matthiessen
anglaises Gobie - - 33 -75 % de MIPS et al., 2002)
j : jours * exposition via I’eau
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Annexe 16 : Apparition d’ovotestis, effets de la période et de la concentration d’exposition.

Toxiques Poissons  Période d’exposition Concentration Résultats Références
60 - 260 jaf 57 % (Blézquez et
. b ZQUEZ e
E2 Bar 226 - 426 10 mg/kg RAS al., 1998)
apres la fertilisation
Carve 210-270 jaé 0,1 pg/* RAS - (Gimeno et
P 210 - 300 jaé Tug®  25% ,50%  al19980)
Médaka Males matures 29 ng/1* Saxsur8  (Kangeral,
pendant 25 | 56 - 463 ng/1 * 100 % 2002)
Fertilisation & éclosion 20 %
N PN . a Andersen et
EE2 Zebre Eclosion a 30 jaé 15,4 ng/l 20 % ( al., 2003)
> 30 jaé RAS
10 pgn? RAS
N . a Hill et Janz,
4-NP Zebre 2- 60 jaé 30 pg/l 5% ( 2003
100 pugn* 10 %
50 - 80 jaé 36 pe/t’ RAS Gimeno et
4-TPP Carpe 50- 110 jaé 90 pug/l®  quelquesax ' 0 1“;‘;‘9‘% :)
50 - 140 jaé 256 ug/l® quelques ax °
a 20 et 41 ppb*® RAS
4-OP Médaka Mailes maturc?s pPp (Gronen et
pendant 21 j 74et230ppb® laxsur25 @l 1999)
Bré Mal ) 43 % printemps (Vethaak et
Effluents domestiques = ales matures i 33 % autommne  @k» 2002)
et industriels
Carrelet Mailes matures - RAS (Zitg%%kzst
. Mailes matures (Hashimoto
Baie de Tokyo Carrelet (1-6 ans) - 15 % et al., 2000)
Fleuve Anoia, en aval " (Solé et al.,
d’une STEP Carpe Males matures - 6 ax sur 21 2003)
Mersey, Thyne 14 % i
Cotes anglaises Anguille Males matures » o 2 (Ma;th;eosggn
Thames, Clyde quelques ax ¢ @ )
. Forth, Clyde (Matthiessen
Carrelet Mailes matures et Thyne 17 % et al., 2002)
Gobie Males matures 21 sites Ras Gl
Estuaire de A (Simpson et
Mersey (UK) Flet Males matures - 4 ax sur 25 al., 2000)

j:jours ; jaé: jour aprés I’éclosion ; * exposition via ’eau ; ® via I’alimentation ; RAS : rien 2 signaler ; ax : animaux

Annexes
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Annexe 17 : Démasculinisation des miles adultes exposés i des cestrogénes mimétiques, effets de la concentration d’exposition.

Toxiques Poissons  Exposition GSI Cystes Lobules  Tissu épithélial Tissu interstitiel Spermatogenése Références
29-227 ng/1® RAS RAS RAS (K -l
< . ang et al.,
E2 Médaka i - -
463 ng/1® Dlmmutlor} Hypertrophie Inhibition totale 2002)
avec atrophie
0,1 pgn* RAS RAS RAS RAS
. Fibrose (Gimeno et
Carpe - < ,
o 1 pgn? Diminution Reducthn vacuolisation, Blocage Spg A 4., 1998b)
des parois .
atrophie
. c e € de Sertoli € germinales  (Christiansen
Anguille 0,5 ug/g Diminution - - desquamées phagocytés et al., 1998b)
0,1 mg/kg © RAS RAS (Fol .
— - ; olmar e
Carrelet I et 10mg/kg© Dlmmutlor} - - - Hypertrophie ~ Blocage Spg A 4 2001)
avec atrophie Cellules mortes
C
Carrelet Olet] mee A5 RAS Bi RA;S B (Zaroogian et
c T T - - : ocage »>pg al., 2001)
10 mg/kg Diminution Disparition Hypertrophie Cellules mortes
Cichlide 10 pg/g© - Disparition - - Hypertrophie = Blocage Spg A/B (IL/Ilonzcggg)e !
. a . . € de Sertoli avec (Islinger et
EE2 Zgbre 25 ng/l Déstructuration corps résiduels - al., 2003)
0,1,1et3ng1°® RAS
Téte de ot 3 ng/ 3 P (Pawlowski et
boule a ) i i ) pg necroiques g7 2004b)
10 et 100 ng/ Blocage Spg A/B
(Bennetau-
GEN Truite 500 et a - - - - Accélération Pelissero et
1000 ppm
PP al., 2001)
a (Villeneuve et
4-NP Carpe  0,05-5,36 ng/l - - RAS RAS RAS al., 2002)
j : jours # exposition via I’ean ¢ exposition par injection RAS : rien a signaler Spg : Spermatogonie Spz : Speramatozoide € : Cellules
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Annexe 17 (suite) : Démasculinisation des méales adultes exposés a des westrogenes mimétiques, effets de la concentration d’exposition.

Toxiques Poissons  Exposition GSI Cystes Lobules  Tissu épithélial Tissu interstitiel Spermatogenese Références
a
80 et 640 pg/l Disparition RAS - _ .
A-NP Plat ) dose € de Sertoli i Inh{bltlon dose (Kinnberg et
960 pg/l* dépendante hypertrophiées dépendante al., 2000)
et desquamées
. c e € de Sertoli € germinales  (Christiansen
Anguille 100 png/g Diminution - desquamées l phagocytés et al., 1998b)
. 450 et 1800 o ) ) ) Spz diminuent  (Le Gac et
NP2EO Truite amol/l ® Diminution Spg augmentent  al., 2001)
32ugn® RAS RAS RAS RAS RAS
) Fibrose (Gimeno et
4-TPP Carpe & ’ -
P 100, 320 eat Diminution  Disparition Reducuqn vacuolisation, Blocage Spg A 4k, 1998b)
1000 pg/l des parois .
atrophie
24 ppb*® RAS G
ronen et
4-0OP Médaka - - - - -
41,74 eta 230 Blocage Spg A al., 1999)
ppb
Carrelet 1 et 10 mg/kg ¢ RAS RAS _ _ RAS RAS (Zaroogian et
100 mg/kg©  Diminution 0% développé Hypertrophie  Blocage Spg A/B @/, 2001)
15 mg/kg © RAS RAS RAS RAS .
0,p-DDT Carrelet Diminution - - (Zaroogian et
s ¢ i ‘ al., 2001)
30 et 60 mg/kg avec atrophic Disparition Hypertrophie Blocage Spg A/B
, 15,30 et 60 ) ) (Zaroogian et
p,p-DDT Carrelet me/kg © RAS RAS RAS RAS al., 2001)
Prochio- Truite 21 et 175 ) ) i ) ) Inhibition dose  (Le Gac et
-raz nmol/1 * dépendante al., 2001)
Estuaire ) ) ) i . Asynchrone,  (Gill et al.,
de Tyne Carrelet - Hypertrophie Spz anormaux 2002)
. . Hyperplasie des € spermatiques  (Flammarion
Moselle  Chevesne ) ) Déstructuration € de Sertoli ) nécrotiques et al., 2000)
j: jours 2 exposition via ’eau ¢ exposition par injection RAS : rien a signaler Spg : Spermatogonie Spz : Spermatozoide € : Cellules
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Annexe 18 : Affinité entre les récepteurs RE issus de plusieurs espéces de poisson et différents estrogénes mimétiques.

Carpe Saumon Truite Truite Esturgeon Anguille
(Kloas et al., 2000) (Tollesfen et al., (Tollesfen et al., (Latonnelle ez al., (Latonnelle et al., (Andreassen et Korsgaard,
2002) 2002) 2002a) 2002a) 2000)

Substances (Incl\jf) AR (L(f\jf) AR (Incl\jf) AR ICp(M) AR ICo(M) AR  ICo (M) AR
E2 32 100 2,1 100 6,6 100 7 100 5 100 6,2 100
El 61 52 48 3,9 190 6,1 - - - - - -
EE2 - - 4.4 55 8,6 84 - - - - - -
Bio A - - - - - - >100000 <0,007 >100000 <0,005 - -
Coumestrol - - - - - - 400 1,75 150 3,5 - -
Diad - - - - - - 9050 0,077 83000 0,006 - -
Equol - - - - - - 5300 0,13 8300 0,06 - -
Formononetine - - - - - - 260 2,69 1090 0,5 - -
Gen - - 390 0,48 210 3,6 570 1,22 220 2,3 - -
Zon - - 340 0,70 260 2,5 - - - - - -
4-NP 68860 0,047 18000 0,012 <50 % - - - - - 3430 0,18
4-OP 32050 0,099 10000 0,02 40000 0,01 - - - - 5900 0,11
BPA 26620 0,12 - - - - - - - - - -
DEP 49940 0,064 - - - - - - - - - -
Aroclor <50 % - - - - - - - - - - -
3,3°.4,4’-TCB 39700 0,081 - - - - - - - - - -
p,p’-DDT 1487350 0,002 - - - - - - - - - -
o,p’-DDT - - <50 % - 190000  0,0038 - - - - - -
Dieldrine - - 0 % - 0 % - - - - - - -
ICs¢ : Concentration nécessaire pour déplacer 50 % de I’estradiol AR : Affinité relative = (IC50 de E2/ IC 50 de S) x 100
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Annexe 19 : Production anormale de vitellogénine induite par I’estrone et ’estradiol chez différentes espéces piscicoles.

Toxiques Poissons Sexe Exposition Traitement VTG mesuré Références
) 0;6,25;12,5;25;50; 0,09;0,03;0,06;1;2;
El Truite mature pdt3s 100 ng/l * 1000 ug/ml (Routledge er al., 1998)
Anguille .. . ¢ (Christiansen et al.,
E2 vivipare mature 1 inj/s pdt 25 j 0,5 ug/s 10 mg/ml 1998b)
Carpe Immature pdt 110 j 10; 100 pg/1° > 500 * ; > 5000 * pg/ml (Gimeno et al., 1998a)
Carpe méle mature pdt2 m 0,1;1pgl? 50 *; 1000 * pg/ml (Gimeno et al., 1998b)
2inj/2s 0,1 mg/kg © 2,15 *;1,62 ;nd.
Carrelet mature apr4 ,6 , 1 mg/kg © 9,68 * 475 * 0,98 * 0,09 *  (Folmar et al., 2001)
8,15 s 10 mg/kg © 9,16 *,nd. '
Flet mature pdt6 , 10 j 0,05 mg/kg ° 200 *, 1500 * pug/mi (Madsen et al., 2002)
Poisson chat mature pdt 21 10; 100 pg/1*® 64,4 ; 92,3 mg/ml (Tilton et al., 2002)
mature 2inj/2s c 5; 1000 ug/ml (Flammarion et al.
. 0;2 ,
Chevesne p— apr 14 j mg/kg 50 ; 1000 pg/ml 2000)
Médak MatUre 272 i pde 10 ; 0 ; 300 ng/poisson © 0,1:<0,7% o0 (Zhang et al., 2002)
cdaka mature JeJp ] ’ &P <0,3;<0,6%io getat,
Poisson plat mature pdt 28 j 96 ug/l ° + (Kinnberg et al., 2000)
Saumon immature 1 inj 5 mg/kg © 1,4* io (Arukwe et al., 2000)
1inj c L (Funkenstein et al.,
Sparatus aurata mature apr3 .10 ,30 ] 5 mg/kg <1 ;7 ;21 mg/ml 2000)
Truite arc-en-ciel  immature 1inj;apr9j 0,5 mg/kg © 5000 pg/ml (ChriStliggsézI; et
Truite arc-en-ciel mature pdt3s 0;1;10;25;100ng/1*  0,2;0,3;0,5;3,0;2000 * ug/ml  (Routledge ef al., 1998)
Esturgeon Hépatocyte pdt 4-6j 10 nM 140 ng/l (Latonzrz)e&; etal,
Truite arc-en-ciel Hépatocyte pdt 4-6 j 10 nM 562 ng/l (Latorgz)eég,) etal,
EI1+E2  Truite arc-en-ciel mature pdt3s 25+25ng/* 20000 * pg/ml (Routledge et al., 1998)
j + jours s : semaines m : mois ?:vial’eau b via ’alimentation ¢ : par injection i.0 : intensité optique significative * différence significative

inj : injection

Annexes

pdt : pendant (durée d’exposition)

apr : apres (tps aprés I’exposition)
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Annexe 20 : Production anormale de vitellogénine induite par I’éthinylcestradiol et les phytestrogenes chez différentes espéces piscicoles.

Toxiques Poissons Sexe Exposition Traitement VTG mesuré Références
EE2 Carpe mature 1 inj; apr 8 j 500 pg/kg © 150 io/mg de protéine (Solé et al., 2000)
mature 164 io/mg de protéine
mature 0,1;0,1;1;50%*;80%*;90* ug/ml )
Téte de boul dt 3 0;0,1;1;3;10; 100 (Pawlowski et al.,
cte de boule pdt5s ng/l® 10510550 * ; 100 * ; > 100 *; > 100 * 2004b)
mature
pg/ml
Truite arc-en-ciel ~ immature 1inj;apr9j 5 mg/kg© 50000 ug/ml (Christiansen et al.,
fertilisat®-éclos® > 5000 * pug/g de poisson
éclos®-10 j > 500 * ug/g de poisson
. 10-20 j a 100 * ug/g de poisson
7Z&bre immature - 15,4 ng/l . (Andersen et al., 2003)
20-30j 1000 * pg/g de poisson
éclos®-25 j 1000 * pg/g de poisson
éclos®-30 j 1000 * pg/g de poisson
pdt25j _ " %10 *
Z&bre immature apr25 ,32 , 15,4 ngN? >3000 *;> 50(? P> S0 510 (Andersen et al., 2003)
39 ,46 pg/g de poisson
. . 11N a n.d. ; 200 ; 500 * ; 1200 * (Van der Belt et al.,
Zebre immature pdt3m 0,1;1;10;25ng/ ng/mg de poisson 2003)
DES Truite arc-en-ciel immature linj;apr9j 5 mg/kg © 50000 pg/ml (Christiansen et al.,
Form Esturgeon Hépatocytes pdt 4-6 j 10 uyM 180 ng/1 (Latonnelle et al., 2000)
Truite arc-en-ciel ~ Hépatocytes pdt4-6j 10 M 130 ng/l (Latonnelle et al., 2000)
Bio A Esturgeon Hépatocytes pdt 4-6 j 10 uM 120 ng/l (Latonnelle et al., 2000)
Truite arc-en-ciel ~ Hépatocytes pdt 4-6j 10 uyM 250 ng/l (Latonnelle et al., 2000)
Equole Esturgeon Hépatocytes pdt 4-6 j 10 yM 195 ng/1 (Latonnelle et al., 2000)
Equole  Truite arc-en-ciel  Hépatocytes pdt4-6j 10 uyM 250 ng/1 (Latonnelle et al., 2000)
Gén Médaka et mature 1inj/2jpdt10j 7557505 .30000c non différent du contréle (Zhang et al., 2002)
ng/g de poisson
Truite arc-en-ciel mature pdt 10 m"® 0; 500 ; 1000 ppm " 0,5;>1,5;2,5 * ng/ml (Bennetau-Pelissero et
Esturgeon Hépatocytes pdt4-6j 10 uyM 165 ng/l (Latonnelle et al., 2000)
Truite arc-en-ciel ~ Hépatocytes pdt 4-6j 10 uM 250 ng/l (Latonnelle et al., 2000)
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Annexe 21 : Production anormale de vitellogénine induite par les alkylphénols, le bisphenol A, les phtalates, les PCBs et les pesticides chez

différentes espeéces piscicoles.

Toxiques Poissons Sexe Exposition Traitement VTG mesuré Références
4-NP ZOar?ensg:;::';arus mature 1 inj/s ; pdt 25 j 10; 100 ug/g © 2 8 mg/ml (Christiansen ef al., 1998b)
Carpe mature pdt 38-31j 0,1;03;1;3;10ugN"* non différent du contrdle (Villeneuve et al., 2002)
Carrelet mature 1inj;apr7j 100 mg/kg 36,7 * pg/ml (Hashimoto et al., 2000)
Poisson plat mature pdt 28 j 80 ;320 ;640; 960 ; 1280 ug/1? O;+;+;+;+ (Kinnberg et al., 2000)
Saumon immature 1 inj 25 mg/kg © 1,5 *ua (Arukwe et al., 2000)
Truite arc-en-ciel immature linj;apr9j 50 mg/kg © 100 pg/ml (Christiansen et al., 1998a)
Truite arc-en-ciel immature pdt 1 an 1;10pn? 0,015 *; 0,07 * bi/ug de prot (Ackermann et al., 2002)
) ) pdt9j, 238 *;2179 * ng/ml
NPE20O Truite arc-en-ciel ~ mature pdi21] 450 ; 1800 mM 27 4750 % ng/rgxlll (Le Gac et al., 2001)
pdt6j b 20 *; 1500 * ; 600 * ug/ml
4-+-OP Flet mature ot 10 10; 50 ; 100 mg/kg 150% ; 10000 * ; 2000 * g/l (Madsen et al., 2002)
Gardon mature pdt3s? 0;1;10;100ugN? 0,02;0,1;0,15; 150 ug/ml (Routledge er al., 1998)
Truite arc-en-ciel __[mature pdt6 , 11 j 50 mg/kg © >100 *.>500 *ug/ml (Pedersen et al., 2003)
mature >100 © *pg/ml ’
Truite arc-en-ciel ~ mature pdt3s? 0;1;10; 100 pgN*? 0,1;0,2; 300 * ;40000 * ug/ml (Routledge et al., 1998)
BPA Saumon immature 1inj 1;5;25;125 mg/kg ° <0,05;<0,05;0,15*; 1,2 *ua (Arukwe et al., 2000)
Truite arc-en-ciel immature 1 inj; apr 9 j 50 mg/kg ° 50 pg/ml (Christiansen ef al., 1998a)
BBP Truite arc-en-ciel immature linj; apr9j 500 mg/kg © <5 pug/ml (Christiansen et al., 1998a)
DBP Truite arc-en-ciel immature linj;apr9j 500 mg/kg ° <1 pg/ml (Christiansen et al., 1998a)
TPP Carpe immature pdt 110 0:36;90;256ugN" 0,5;1;10; 100 * pg/ml (Gimeno et al., 1998a)
Carpe mature pdt2 m 0;32;100;320; 1000 ug/1*® 0,01;0,01;0,01;0,1; 100 * ug/ml (Gimeno et al., 1998b)
Al254 Saumon immature 1 inj 5 mg/kg ¢ <0,1 ua (Arukwe et al., 2000)
o,p-DDT Saumon immature 1 inj 25 mg/kg ° <0,1ua (Arukwe et al., 2000)
-HCH Saumon immature 1 inj 10 mg/kg © <0,1 ua (Arukwe et al., 2000)
NP + BPA Saumon immature linj 25 mg/kg + 5 mg/kg © 1,4 * ua (Arukwe et al., 2000)
NP + A1254 Saumon immature 1 inj 25 mg/kg + 5 mg/kg © 1,3 *ua (Arukwe et al., 2000)
NP + 0,pDDT Saumon immature 1 inj 25 mg/kg + 25 mg/kg ¢ 1,2 *¥ua (Arukwe et al., 2000)
NP + -HCH Saumon immature 1 inj 25 mg/kg + 10 mg/kg ¢ 0,9 ua (Arukwe et al., 2000)
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Annexe 22 : Production anormale de vitellogénine induite par des effluents de STEPs ou par la contamination d’eaux de surfaces chez

différentes espéces piscicoles.

Poisson Sites Pays Sexe Controles Animaux contaminés Années Références
Truite arc-en-ciel Tame/Trent Angleterre mature <100 ng/ml >100 pg/ml 1998 (Fawell et al., 2001)
Chevesne Drome France mature n.d. 32 ng/ml 1998 (Flammarion et al., 2000)
Carrelet Baie deTokyo Japon mature n.d. 100 - 1300 ng/ml 1998 (Hashimoto et al., 2000)
Bréme Dommel Pays bas mature 100 ng/ml 50 mg/ml 1999 (Vethaak et al., 2002)
Amsterdam
Carrelet (canal de la Pays bas mature <500 - 1000 ng/ml 5000 - <10000 ng/ml 1999 (Vethaak et al., 2002)
mer du nord)
Tilapia Riviere Ouémé Bénin mature n.d. 38525:5 ;.3\; 1 mg/ml 2000 (Okoumassoun et al., 2002)
de Calavi a Bonou
Truite arc-en-ciel STEP Suisse Immature n.d. (amont) 1,5 mg/ml (aval) 1997 (Larsson et al., 1999)
220 % * Automne 1997
) 370 % * Printemps1997 .
Poisson chat STEP A USA mature 100 % o d % Automne 1993 (Tilton et al., 2002)
<190 % Et€1998
<190 % Automne 1997
370 % * Printemps 1997 .
STEP B USA mature 100 % 480 % * Automne 1998 (Tilton et al., 2002)
100 % Eté1998
Truite arc-en-ciel STEP Angleterre mature > 10 ng/ml (amont) >10 mg/ml (aval) 1994 (Harries et al., 1999)
ruite arc-en-c Harpenden g g arries et al.,
STEP Angleterre + > 1000 ng/ml (amont) >10 mg/ml (aval) 1996 (Harries et al., 1999)
Chelmsford "
STEP (50 % dilué) (50 % dilué) .
Chelmsford ~ AAnsleterre + > 10 ng/ml (amont) >10 ug/ml (aval) 1996 (Harries et al., 1999)
Bar sunshine STEP 26W USA Larve 100 % 290 % 2000 (Todorov et al., 2002)
(New York) STEP RH USA Larve 100 % 320 % * 2000 (Todorov et al., 2002)
STEP NC USA Larve 100 % 380 % * 2000 (Todorov et al., 2002)
0 mg/ml 80 m en amont : 100
Téte de boule STEP USA mature 150 m en amont : 150 2000 (Hemming et al., 2004)
(50 m en aval)
8000 m en amont : 0 mg/ml
Inj : injection Pdt : pendant Apr : apres j : jours S : semaines ? via l’eau ® via Ialimentation ¢ par injection * différence significative
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Résumé

Les cestrogenes mimétiques sont des polluants présents dans 1’environnement aquatique.
Ces composés induisent des anomalies au niveau du systéme reproducteur des poissons méles,
aboutissant & une féminisation partielle ou totale des males ou bien 2 leur démasculinisation.
Finalement, ces altérations peuvent conduire 2 la disparition des especes piscicoles touchées. De
plus, ces toxiques possédent la capacité de mimer les cestrogeénes endogénes et d’induire la
production anormale de vitellogénine chez les poissons méles et immatures. L’objectif de ce
travail est de développer une méthode simple, spécifique et rapide, pour détecter in situ, la
contamination des poissons males par les cestrogénes mimétiques, utilisant comme biomarqueur
la VTG. La méthode sélectionnée est basée sur un test d’agglutination, mis au point avec des
anticorps monoclonaux spécifiques de ce biomarqueur. Le développement de ce test VIG-LAT,
a impliqué la mise au point d’une nouvelle méthode de purification de la VTG de carpe dans le
but de produire des anticorps monoclonaux spécifiques de cette protéine. De plus, il a été
nécessaire d’optimiser le processus d’adsorption des anticorps monoclonaux sur les billes de
latex en terme de taille de billes, de pH et de concentrations en anticorps. L’optimisation du
processus d’immunoagglutination a également été étudiée. Le test d’agglutination VIG-LAT
développé possede la capacité de reconnaitre les différentes molécules de VTG de plusieurs
especes de poissons (vandoise, chevesne, gardon, perche...) et il est également possible avec
cette méthode de différencier les femelles en vitellogenese des poissons contaminés par des
cestrogénes mimétiques.

Mots clés
(Estrogenes mimétiques ; Féminisation des poissons; Vitellogénine ; Test d’agglutination ;
Anticorps monoclonaux.

Abstract

Estrogen mimics are pollutants present in aquatic environment. These compounds induce
abnormalities in the reproductive system of male fishes, which lead to a total or partial male
feminization, or to their demasculinization. Finally, these alterations could lead to a
disappearance of the total contaminated fish populations. Moreover, these toxics possess the
capacity to mimic endogenous estrogens and to induce the abnormal production of vitellogenin
(VTG) in male and immature fishes. The purpose of this research was to develop an easy,
specific and fast method for the field detection of male fish contamination by estrogen mimics,
using VTG as biomarker. The selected method is based on a latex agglutination test (LAT),
developed with monoclonal antibodies specific of this biomarker. The development of this VTG-
LAT, has involved a new purification method of carp VTG in order to produce monoclonal
antibodies specifics of this protein. Moreover, it was necessary the optimization of the antibodies
adsorption process in terms of particle diameters, pH and antibodies concentration. The
optimization of immunoagglutination process was also verified. The VTG-LAT developed
possess the capacity to recognize different VTG molecules of several fish species (dace, chub,
roach, perch ...) and it is possible by this method to differentiate vitellogenic females from
contaminated fishes by estrogen mimics.

Keywords
Estrogen mimics; Fish feminization; Vitellogenin; Latex agglutination test; Monoclonal
antibodies.





