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Introduction

Certains polluants, qualifiés d'æstrogènes mimétiques ((EMs), sont rejetés dans les

écosystèmes aquatiques par les stations d'épuration traitant des effluents domestiques,

industriels, etlou agricoles. En effet, les traitements d'épuration traditionnels ne permettent pas

d'éliminer totalement ces polluants. Ces toxiques s'accumulent alors dans I'eau, dans les

sédiments et finalement dans les poissons où 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 synthèse anormale de vitellogénine (VTG) par les poissons mâles 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 l'interaction immunologique entre un

anticorps (Acs), fixé sur des billes de latex, et I'antigène (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

suffi samment concentrée.

De plus, dans I'objectif d'élargir l'utilisation de ce test à différentes espèces de poissons,

une étude de la conservation phylogénétique des différentes molécules de VTG a êté Éalisée.

Cette étude doit aboutir à 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 espèces, produit

plusieurs molécules de VTG, et dans ce cas, si ces deux molécules sont synthétisées dans les

mêmes 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'espèce humaine et sur les

poissons ; les différentes méthodes existantes de dosage de la VTG; et enfin, l'intérêt 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 :

a la purification de la vitellogénine de carpe Cyprinus carpio,

r l'obtention et la production d'anticorps monoclonaux spécifiques d'un épitope commun à

la vitellogénine de plusieurs espèces de poissons,

o le développement d'un test d'agglutination spécifique, rapide, simple d'utilisation, pour

pouvoir être utilisé directement sur le terrain,

. l'application sur le terrain en utilisant les anticorps monoclonaux produits.

Les conclusions présentent la complexité du développement d'un test d'agglutination, et

l'intérêt, de ce type de test, dans la compréhension des processus contrôlant la synthèse de la

VTG.

- t2- Introduction
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I. A. Les æstrogènes mimétiques

A I'heure actuelle, les écosystèmes 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 possèdent la capacité de mimer les effets des

æstrogènes. Cette nouvelle famille de polluants, appelée æstrogènes mimétiques (GMs),

regroupe un large éventail de substances d'origines et d'utilisations très 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 très différentes (Figure 1 et Annexe 1). En effet, alors

que tous les composés d'origine biotique et leurs dérivés sont des stéroïdes apparentés aux

æstrogènes, certains produits de synthèse 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, toxaphène, HCH et la

dieldrine) ainsi que des fongicides (comme la vinclozoline).
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Figure 1 : Exemples de différentes structures chimiques des æstrogènes mimétiques (une

présentation exhaustive de ces molécules est répertoriée dans l'annexe 1).
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I. A. - 1. Les æstrogènes

I. A. - 1. 1. Les æstrogènes d'origine animale ou humaine

I. A. - 1. L l. Rôles

Dans le règne animal, l'æstrone (El), le 17 -æstradiol (E2) et l'æstriol (83) sont des

hormones stéroïdiennes secrétées, respectivement, par le cortex adrenal, les ovaires et le

placenta. Ces trois æstrogènes sont majoritairement des hormones femelles indispensables au

développement et au fonctionnement de leurs organes reproducteurs, ainsi qu'à la mise en place

des caractères sexuels secondaires (seins...) (Vander et al., 1995).

Les æstrogènes naturels peuvent être classés dans la catégorie des (EMs car ils

représentent une source exogène d'hormones pour le biotope.

I. A. - 1. 1.2. Sources de pollution

Source animale

Les élevages intensifs d'animaux domestiques (ovins, bovins, porcins ou volailles)

constituent la source d'æstrogènes animaux la plus importante. Dans le cas des bovins, le taux

urinaire de E2 a été estimé à 13 ngll (Erbe et al., 1997, Ying et a1.,2002). Concernant les

volailles, sa concentration dans les fumiers a été évaluée entre 14 et 533 ng/g de matière sèche

(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

entraîner 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'après ces études une concentration

constante de E2 de 5 ngÂ a été mesurée dans certaines eaux souterraines américaines, au

printemps (Shore et aI., 1995, Peterson e/ aI., 200I, Ying et al., 2002). Une partie de cette

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

Les hormones stéroïdiennes (Fl, E2 et E3), sont aussi excrétées par l'Homme. Les

quantités journalières d'hormones stéroïdiennes, excrétées dans les urines. varient entre 1 et

8 ngll en fonction du type d'hormone, de l'âge et du sexe du sujet. Il reste, de plus,

particulièrement élevé chez la femme enceinte (259 à 6000 ngll en fonction de l'hormone)

(Tableau l).

Tableau I : Estimation de la quantité d'hormones stéroTdiennes (en pg/l) éliminée par voie

urinaire chez I'espèce humaine (Johnson et a\.,2000).

(Estrone (Estradiol (Estriol
Femmes menstrualisées (15 à 59 ans
Femmes ménopausées (> 59 ans)

8 3,5 4,8
) 1

Femmes enceintes (derniers mois) 600 259 6000
Hommes 3,9

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 a1.,2000). Cette modélisation a

aboutit aux trois relations suivantes :

r [El] en ngll  =P / l I4,3F,

r [E2] en ng/l =P /262,8F,

e [E3] en ng/l =P 123,64F,

où 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 (Vjour).

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 a1.,I999b, Johnson et a1.,2000. Cargouët et a1.,2004, Laganà et al.,2004,Lee et aI.,

2004). Cette concordance entre la modélisation et la mesure montre que les æstrogènes 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 viales selles sont très faibles par rapport à

celles éliminées dans les urines (Johnson et al.,2000\.

1,51 ,6
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Les résultats prédictifs peuvent aussi parfois surestimer Ia réalité: un pourcentage non

négligeable de stéroïdes peut en effet, être adsorbé sur des particules en suspension (jusqu'à

2O 7o) qui sont éliminées par une étape de filtration préliminaire (Johnson et al., 2000) ; une

autre proportion des æstrogènes présents dans les effluents bruts resterait sous une forme

conjuguée (Tilton et aI., 2002), contrairement à ce qui a été avancé par Belfroid et al.(I999),

Larsson et aL (1999) et Ternes et aI. (I999a) selon lesquels la totalité de ces molécules sont

déconjuguées lors de leur transport dans les égouts vers les STEPs. Une partie de ces oestrogènes

pourrait également être métabolisée lors de ce même transport, comme l'E2 qui peut être oxydé

en El (Laganà et a1.,2004) et I'E3 qui s'oxyde enE2 puis en El. Ceci pourrait expliquer que

dans certains effluents, ces deux hormones ne soient pas détectées (Johnson et a1.,2000).

En dernier lieu, certaines stations d'épuration traitent à la fois des effluents bruts

d'origines domestiques et industrielles (Harries et aL, 1999, Cargoaët et a1.,2004, Pawlowski e/

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

contenir des cestrogènes (El : <0,1-11 ngll;82 : <0.4-I,8 ng/l et E3 : <0,4-1,8).

I. A. - I. I. 3. Epuration des eaux usées

Dans les stations d'épuration, ces cestrogènes peuvent être métabolisés, avec un

rendement qui peut varier entre 45 Vo eT 98 Vo pour I'E I , entre 33 7o et 99,9 %o pour l'E2 et entre

4O 7o et97 Vo pour I'E3 (Tableau 2, Annexe2,3 et4) (Ternes et al.,1999b, Johnson et al.,20OO,

Cargouët et a1.,2004, Laganà et a1.,2004,1-ee et al.,2004).

Tableau 2: Niveaux de contamination en hormones stéroïdiennes (en ngll) de divers effluents

bruts et traités de STEPs (84 STEPs) et eaux de surface (150 sites de prélèvements), entre 1996

et2002 (Routledge et aI.,1998, Belfroid et al.,1999, Larsson et al.,1999, Ternes et al.,1999b,

Johnson et a1.,2000, Fawell et aL,2001, Kashiwada et a1.,2002, Todorov et a1.,2002. Williams

et a\.,2003, Cargouët et a1.,2004, Hemming et a1.,2004. Laganà et al.,2004,Lee et a1.,2004,

Pawlowski et al., 2004a).

C"*p"rer Em"""t U*
(Estrone <0,5 - 140 u n.d. -76u 44 - 98 o n.d. - lzu
(Estradiol n.d. - 48 u n.d. - 64 u 33 -99 ,90 n.d .  -27  u

(Estriol n.d. - 120 u n.d. -  28 u 4 0  - > 9 7 0 n . d . - ) -

valeur minimale détectée - valeur maximale détectée I o valeur minimale estimée - valeur maximale estimée
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Ce rendement d'épuration est variable, et peut être amélioré selon les processus

d'épuration employés tels que l'utilisation de boues activées (Ternes et al., 1999b). Dans ce cas,

le rendement augmente avec le temps de rétention hydraulique (c'est à 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 l'activité

bactérienne et la dégradation chimique) et les précipitations (qui influent sur la durée de

rétention hydraulique et sur I'adsorption organique) (Harries et al., 1999, Temes et al., I999a,

Ternes et al.,1999b, Johnson et a1.,2000, Tilton et a1.,2002, Cargouët et a1.,2004, Hemming e/

aL.,2004, Laganà et aL.,2004, Pawlowski et a\.,2004a).

Dans tous les cas, les rendements d'élimination de ces hormones n'étant pas de I0O Vo,

elles sont présentes dans les effluents traités où elles peuvent encore atteindre des concentrations

de 76 ng/l pour l'EI, 64 ngfl pour l'82 et 28 ngÂ pour l'E3 (Tableau 2 et Annexes 2, 3 et 4)

(Routledge et al., 1998, Belfroid et al.,1999, Larsson et al.,1999, Ternes et al., 1999b, Johnson

et a1.,2000, Kashiwada et aL.,2002, Todorov et a\.,2002, Williams et a\.,2003, Cargotët et al.,

2004, Hemming et al.,2004,Laganà et al.,2004,Lee et a1.,2004, pawlowski et a1.,2004a).

I. A. - 1. 1.4. Situation dans I'environnement

Milieu naturel

Les effluents traités dans les STEPs sont déversés dans les fleuves, les rivières ou les

estuaires. Cargouêt et al. (2004) ont observé que les concentrations en hormones (El, E2 etE3)

présentes dans la Seine, en aval de 4 stations d'épuration (Evry, Valenton, Colombes et Achères)

desservant Paris et ses environs, sont environ deux fois supérieures à celles mesurées en

amont (Annexes 2,3 et 4). De plus, leur concentration ne descend pas en dessous de 1,1 ng/l

(Cargouët et al., 2004).

Toutefois, en s'éloignant du point de rejet des STEPs, la dilution de I'effluent induit une

diminution de la concentration en hormones. A cela s'ajoute I'adsorption de ces molécules sur

les sédiments etlou sur les particules en suspension dans l'eau, ainsi que leur biodégradation

bactérienne (Williams et aL,2003). Ces phénomènes expliquent que, dans certains cours d'eau et
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à certains moments de I'année, ces oestrogènes puissent être indétectables (Temes et al.,1999b,

Kashiwada et aL..2002. Williams et aL..2003).

Eaux de consommatinn

Dans la région parisienne, les deux points de prélèvement d'eau de consommation sont

situés à Vigneux (sur la Seine entre les stations d'épuration d'Evry et de Valenton) et à Méry-sur-

Oise (sur l'Oise). Ils présentent des concentrations en hormones El, E2 etB3, respectivement, de

I,4, 1,7 et2,2 ng/\, pour Vigneux et une concentration de 1,8 ngll pour les trois molécules à Méry-

sur-Oise (Cargouët et a1.,2004). Ces concentrations sont plus élevées que celles mesurées dans

des eaux de consommation provenant du sud de I'Allemagne où les concentrations sont plutôt de

l'ordre de 0,4 (El),0,7 (82)et0,3 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'après une étude réalisée sur l'E2, un traitement avec

1,5 mg/l de chlore pendant 36 heures suffirait à éliminer 27 pg/r de cette hormone (I-ne et al.,

2004). Une autre étude fait également état de l'élimination totale des trois stéroides naturels par

les différents processus de potabilisation de I'eau utilisés régulièrement en Angleterre comme

I'ozonation, la coagulation et le traitement au charbon actif (Webb et a1.,2003).

Par conséquent dans le cas de l'æstrone, du 17 -æstradiol et de l'æstriol, la

contamination de I'Homme vial'eau de boisson semble limitée. Une contamination éventuelle

par 1'alimentation des poissons contaminés par exemple, reste cependant envisageable.

Absorption par les poissons

Les hormones El, E2, et E3 dissoutes dans I'eau ou adsorbées sur les particules en

suspension ou dans les sédiments, peuvent pénétrer dans I'organisme des poissons, via

l'alimentation etlou 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 espèces. Ainsi, des

truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) exposées à un effluentftaité contenant 5,8 ng/l de E1

et 1,1 ng/l de E2, élimineraient ces hormones seulement après 4 semaines d'exposition, une

partie de ces hormones étant éliminée comme chez l'être humain, sous forme conjuguée
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(Larsson et al., 1999). La quantité accumulée et le temps de bioaccumulation de ces oestrogènes

sont dépendants de la quantité de tissus adipeux. Par exemple, les larves de carrelets

(Pleuronectes yokohamae) éliminent l'F;2 une heure après avoir été replacées dans une eau

propre. Quant aux jeunes immatures, ceux-ci ne commencent à éliminer I'E2 qu'après 24 h

d'épuration (Specker et Chandlee, 2003).

I. A. - 1.2. L'æstrogène de synthèse : l'éthinylæstradiol

I. A. - 1.2. 1. Rôles

Le I7 -éthinylæstradiol (EE2) est un déivé synthétique du 17 -cestradiol. Sa structure

moléculaire a été élaboÉe pour la rendre plus stable de manière à augmenter sa demi-vie dans

l'organisme humain (EE2 : 17 heures, E2: 20 min) (Lai et a1.,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 l'F,E,2, sont également utilisés dans la fabrication d'autres pilules ou

médicaments : le mestranol (ethinylæstradiol-3-methyl éther), la norethisterone, I'acétate de

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

I. A, - 1. 2.2. Source de pollation

L'apport journalier enEE2 par la pilule contraceptive et les traitements hormonaux sont

respectivement d'environ 35 trrg et 27 pg par femme. En moyenne 26 Vo de l'EE2 absorbé sont

excrétés dans les urines (Johnson et a1.,2000), sous une forme conjuguée (Ternes et al.,1999a).

L'importance de la pollution par les hormones de synthèse varie d'un pays à I'autre, le

pourcentage de femmes consommant des hormones de synthèse étant différent. Les quantités

totales absorbées s'élèvent en Suisse à environ 3,5 mg/jour, parmi lesquelles 2,9 mgljour

sont éliminées (Larsson et al., 1999). La consommation allemande s'élève à l37prgljour (Ternes

et al., I999a) alors qu'en Angleterre, seulement 13 Vo de la population féminine prend la pilule et

3 Vo suit un traitement hormonal de substitution (Johnson et a\.,2000). En France, le pourcentage

de femmes prenant la pilule est plus élevé avec 21,6 vo (cargouët et at.,2004).
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De même que pour les oestrogènes naturels, un modèle de prédiction des quantités

urinaires arrivant en STEP a pu être établi :

IEF;ZI en ngll =P / 1428F

où P est le nombre d'habitants desservi par la STEPs et F, le flux d'effluent brut arrivant à la

STEPs en Vjour. Ce modèle est calculé sur la base d'un taux moyen d'excrétion del'EB2 égal à

26 7o. I-es résultats obtenus avec ce modèle indiquent cependant qu'il sous-estime la réalitê

(Johnson et a1.,2000, Williams et a1.,2003). Johnson et aL (2000) expliquent cette différence

par une sous-estimation du pourcentage enEE2 réellement excrété qui peut être bien supérieur à

26 Vo paisqu'il peut atteindre une valeur maximale de 90 Vo (Johnson et a1.,2000). Par ailleurs, le

modèle ne comptabilise pas les femmes utilisant des moyens de contraception ou des

compléments hormonaux composés d'autres hormones de synthèses 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'être excrétées, soit au cours de

leur transport dans les égouts. Elles seraient, de ce fait, responsable d'une partie du surplus de

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

I. A. - l. 2. 3, Epuration d,es eaux usées

L'EEZ arrive au niveau des STEPs sous une forme déconjuguée lors de son transport avec

les eaux usées (Ternes et al., I999a). Au Brésil, en Allemagne, en Italie et en France, la

concentration enEE2 présente dans les effluents bruts étudiés varierait du non détectable (n.d.) à

10 ng/l (Tableau 3 et annexe 5) (Ternes et al.,1999b, Johnson et a1.,2000, Laganà et a1.,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 prélèvements), entre 1996 et

2002 (Routledge et aL, 1998, Belfroid et a1.,1999, Larsson et al., 1999, Ternes et al., 1999b,

Johnson et a1.,2000, Fawell et al.,2O0l, Williams et a1.,2003, Cargouët et aL,2004, Hemming

et a1.,2004, Laganà et a1.,2004, Pawlowski et al.,2O04a).

Composé Effluent brut Effluent traité 7o d'élimination Eau de surface

Ethinylæstradiol n.d. - 500 u 34 - >ggb n.d. -  4,3 u

" valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; 
o valeur minimale estimée - valeur maximale estimée

Partie I. Analyse Bibliographique -25 -



L'absence de quantité de F,E2 détectable dans certains effluents bruts domestiques pourraient

être due au faible nombre de femmes prenant la pilule dans I'aire desservi par la STEP (Laganà

et a1.,2004) etlou à la dilution très rapide del'EE2 (Cargouët et aL,2004).

Les pourcentages de dégradation del'EE2 par les processus d'épuration varient de 34 Vo

à plus de 98 7o. Par conséquent, comme pour les hormones naturelles, l'EE2 peut également être,

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 Vo de EE2 ont disparu après 24 heures passés en batch en contact avec des boues activées,

alors que pourl'E2, plus de 95 %o des molécules disparaissent après I à 3 heures (Temes et al.,

1999a). Un rendement de 98 7o, peat toutefois être atteint en augmentant les temps de rétention

hydraulique à 26 heures et le temps de contact avec les boues à 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 enffe 2 et 10 heures ce

qui conduit à un rendement d'épuration de 53 7o environ (Exemple des STEPs parisiennes)

(Cargouët et aI., 2004).

D'après une autre étude, 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 à 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 nglml (Annexe 5) (Routled ge et al., 1998,

Belfroid et al., 1999, Larsson et al., 1999, Ternes et aI., 1999b. Johnson et a1.,2000, Williams er

a1.,2003, Cargouët et a1.,2004, Laganà et a1.,2004, pawlowski et a1.,2004a\.

I. A. - 1.2. 4. Situation dans I'environnement

Milieu naturel

Comme les hormones naturelles, I'EE} 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 à celles mesurées en amont (Cargouët et a1.,2004). Les concentrations en EE2
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diminuent, ensuite, au fur et à mesure de l'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 del'EE2 dans les écosystèmes aquatiques est plus élevée

que celle de I'El et del'82 (4 à 6jours et 2 à 3 jours, respectivement). De plus, le coefficient de

répartition del'EE2 entre les sédiments et la colonne d'eau, est supérieur à celui des hormones

naturelles. Selon les conditions de débit, il varie entre 34 et98 Vo, alors que pour I'El etl'82, il

est compris, respectivement, entre 7-68 Vo et 12-78 7o (Williams et al., 1999). L'EE2 s'adsorbe

donc plus facilement sur les sédiments, où il est plus stable (physico-chimiquement). Par

conséquent, I'EEZ séjourne plus longtemps dans les eaux de surface (incluant les sédiments) que

les hormones naturelles.

Eaux de consommation

L'EE2 peut également être retrouvé dans les sites de prélèvement 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'F,82. Les concentrations retrouvées dans I'eau y sont équivalentes à celles des trois hormones

naturelles (1,1 ng/l à Vigneux et 1,4 ngll à Méry-sur-Oise) (Cargoaët et a1.,2004).

L'espèce humaine pourrait donc être contaminée par de l'EE2 via l'eau de boisson.

Cependant d'après Webb et aI. (2003), les quantités absorbées, comprises entre <I et2 ng/jour,

seraient négligeables par rapport à la production humaine endogène en stéroïdes, même chez les

jeunes garçons pré-pubères dont la production minimale en cestradiol est de 6 pg/jour (Webb el

aI., 2003). Comme pour les hormones naturelles, la pollution des eaux de surface par I'EE2 ne

semble donc pas, pour l'instant, présenter de danger direct pour I'espèce humaine.

Absorption par les poissons

Par contre, la pollution des eaux de surface (eau et sédiment) par l'F,82, peut poser des

problèmes via les espèces piscicoles. Tout d'abord , Lai et al. (2002) ont estimé que le facteur de

bioaccumulation de I'EE2 chez les poissons varierait entre 170 et332, ce qui est plus de 10 fois

supérieur aux facteurs de bioaccumulation des hormones naturelles (El : 3,6-30, E2: 5,8-61,

E3: 1,8-13) (Lai et al., 2002). D'autre part, l'EE2 est très difficilement métabolisé par les
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poissons comme le montre sa demi-vie qui est, en moyenne, de 3,54jours (Lai et a1.,2002).

Cette hormone devrait donc affecter les poissons sur de plus longues durées induisant un risque

plus élevé de contamination de l'espèce humaine via la consommation de poissons par rapport à

celui par les hormones naturelles.

I. A. - 1. 3. Les phytæstrogènes et les mycæstrogènes

I. A. - 1. 3. 1. Rôles

Les phytæstrogènes et les mycæstrogènes sont des composés stéroidiens, produits

respectivement par les plantes et les champignons.

La famille des phytæstrogènes 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 demiers sont eux-mêmes composés de trois sous-

groupes : les isoflavones (la diadzêîne et la génistéïne), les flavones (le kaempferol) et les flavonones

(la naringenine). Ces substances sont présentes dans diverses graines de céréales (seigle, blé...),

fruits (pamplemousse, orange...), légumes (carottes, épinards, choux-fleun, haricots, soja...), baies,

noix et noisettes, etc. (Bennetau-Pelissero et al., 1998, Mazur et al., 1998, Safe et Gaido, 1998,

Bennetau-Pelissero e/ a1.,2001, Hutabarat, 2001, Albertazzi et Purdie, 2002, Zhang et a1.,2002,

Bennetau-Pelissero et a1.,2003, Grace et aL,2003, Ososki et Kennelly, 2003,Laganà et al.,2OO4).

læur fonction principale est d'agir coûrme anti-oxydants (Albertazzi et Purdie, 2002).

Quant aux mycæstrogènes, le plus connu estla zéaralénone. Ce composé est une toxine

macrocyclique produite par de nombreuses espèces fongiques (Fusarium et Aspergillas) se

développant sur les céréales (Ososki et Kennelly ,2003, Laganà et aL,2004).

I. A. - 1. 3.2. Sources de pollution

Alimentation humaine

Les deux sources alimentaires en phytæstrogènes, destinées à I'espèce humaine, sont les

végétaux mais également les produits alimentaires enrichis en farines etlou en protéines de soja,

-28 - Partie I. Analyse Bibliographique



comme certains desserts (yaourts, laits chocolatés, ou desserts à la vanille, etc), quelques

fromages, sauces (de soja ou à la lécithine), ou encore certains laits en poudre pour bébé. La

consommation des végétaux apporte principalement quatre phytæstrogènes : les deux

isoflavones, la génistéïne et la diadzéïne, et les deux lignanes, le secoisolariciresinol et le

matairesinol. Iæ coumestrol a également êté retroavé dans environ 50 Vo des légumes étudiés par

l|dann et al. (1998), mais à des quantités beaucoup plus faibles. Quant à l'enrichissement des

produits alimentaires en farines etlou protéines en de soja, il serait responsable d'un apport

supplémentaire en génistéïne et en diadzéïne (Hutabarat,200l, Bennetau-Pelissero et al., 2003)

et dans une moindre mesure en lignanes (Mazur et a1.,1998).

Les quantités ingérées par I'espèce humaine vont donc essentiellement dépendre du régime

alimentaire des populations concernées. Au Japon, pays où la consommation en soja est la plus

importante, I'apport en isoflavone varierait entre 50 et200 mg/jour (Albertazzi et Purdie, 2002).

En France, les quantités d'isoflavones consommées s'élèveraient à environ 100 mg/jour pour un

adulte omnivore, et entre I5,7 et 34,3 mgljoar pour un bébé àgé de 4 mois. Ces isoflavones

seraient, dans ce cas là, plutôt apportées par des aliments enrichis en farines etlou en protéines de

soja (Bennetau-Pelissero et aI., 2003). Concernant les régimes végétariens, il semblerait,

paradoxalement, qu'ils appoftent moins d'isoflavones (taux plasmatique de 89 ng/ml) qu'une

alimentation omnivore (IM nglml) ou à base de soja (233 nglml). Par ailleurs, les régimes

alimentaires, de type omnivore, lactovégétarien et macrobiotique sont également une source de

lignanes ; des taux urinaires en lignanes s'élevant à 23,9 nmol/jour, 4,64 nmoVjour et

2,32 nmoUjour, ont été mesurés chez des femmes suivant, respectivement, ces trois types de

régimes. Le taux très élevé en lignane du régime macrobiotique est lié à une alimentation plus riche

en germes de soja, en haricots verts ou en choux de Bruxelles. (Mazur et a1.,1998).

D'autre part, de plus en plus de compléments alimentaires prescrits aux femmes

ménopausées, contiennent des phytæstrogènes, comme la génistéïne et la diadzéïne, pour pallier à

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 génistéïne etla diadzéïne) (Grace et a1.,2003), peuvent être

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 mycæstrogène (zéaralénone), leur métabolisation par la flore intestinale aboutit respectivement

à la production d'entérolactone, d'entérodiol, et de a-zéaralénol et de B-zéarulénol. Ces

substances sont par la suite également excrétées après conjugaison viales urines (Mazur et al.,

1998, Albertazzi et Purdie, 2002, Laganà et al., 2004). Ces produits de métabolisation sont alors

véhiculés jusqu'aux stations d'épuration pour être, théoriquement, dégradés.

Alimentation animale

L'alimentation traditionnelle des animaux d'élevage, est la première source de

phytæstrogènes et de mycæstrogènes (Bennetau-Pelissero et a1.,2003). Dans quelques cas, leurs

apports sont augmentés pour pallier à 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 a1.,2002b, Bennetau-Pelissero et a1.,2003). Dans

les élevages de bovins, la zéaralénone a également longtemps été utilisée comme promoteur de

croissance et réducteur de stress, ceci jusqu'à son interdiction par I'Union Européenne en 1985

(Laganà et a1.,2004).

Les mycæstrogènes et les phytæstrogènes ingérés par les animaux, sont par la suite

éliminés de l'organisme via les urines. Ils passent alors dans les sols suite à l'épandage des

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

Sources industrielles

Une autre source de pollution par les hormones végétales et fongiques est industrielle. Il

a, par exemple, été démontré que les effluents des usines de production des huiles végétales sont

riches en phytostérols, comme le psitostérol (Dias et a1.,2002). Une autre étude réalisée par

Jackson et aI. (2002), a également dévoilé qu'entre 4 et 3l Vo des isoflavones, utilisées dans la

préparation de produits alimentaires à 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'étade de Dias et al. (2002), indique

également que le psitostérol est présent dans les effluents d'autres industries non alimentaires

comme les industries productrices de papiers et certaines industries pharmaceutiques (le B-

sitostérol de soja peut être utilisé pour produire des cofticostéroïdes) (Dias et al.,2002).

Ces effluents industriels sont ensuite, comme les effluents domestiques, véhiculés jusqu'à

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

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

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

Les dosages réalisés sur des effluents bruts domestiques arrivant en STEPs, montrent la

présence de phytæstrogènes et de myccestrogènes (Tableau 4, annexe 6) (Tilton et al., 2002,

Laganà et a1.,2004). Les traitements subis en station d'épuration induisent une métabolisation

des phytæstrogènes avec un rendement d'épuration qui varie environ entre 73 et 88 7o (Laganà et

a1.,2004). Selon les auteurs de cette étude, les phytæstrogènes 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

phytæstrogènes ingérés par I'homme étaient éliminés viales urines. Par exemple, en Angleterre,

des doses en génistéïne, en diadzéïne, en entérolactone et en entérodiol variant de 0 à 784,

de 0 à 1332, de 0 à 63640 et de 0 à 2850 nglml ont été mesurées sur un échantillon de 234 urines

(Grace et aL.,2003).

Tableau 4 : Concentrations en phyto- et en mycæstrogènes (ngfl) présentes dans différents

effluents bruts et traités de STEPs (3 STEPs) et dans diverses eaux de surface (2 points de

prélèvements) (2001-2002) (Tilton et a1.,2002, Laganà et a1.,2004).

Composés Effluent brut Effluent traité 7o d'élimination Eau de surface

Phy tæs t rogène  8 -384u  3 -90u  73 -88b  1 -<50u

Mycæstrogène n.d .  -  18  u 3 -30u 30 -53b n .d . -<  10u
valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; 

o valeur minimale estimée - valeur maximale estimée

Concernant la métabolisation des mycæstrogènes, elle semble difficile. En effet, un

rendement de seulement 53 Vo peut être obtenu pour la zéaralénone et une rendement variant

respectivement entre 30 et 38 Vo pour ses deux métabolites, l' -zéaralénol et le -zéaralénol,
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(Laganà et al., 2004). Pour les auteurs de cette étude, I'origine des mycæstrogènes dans les

effluents bruts analysés, serait animale et proviendrait de leur utilisation en tant que promoteur

de croissance (Laganà et a1.,2004) bien que ces mêmes auteurs précisent que leur utilisation a

été interdite en Europe depuis 1985 et que les mesures présentées ont été réalisées en 2001

(Laganà et a1.,2004). Une autre étude, réalisée en Allemagne, fait également état de la présence

d' -zéaralénol dans les effluents de deux STEPS, traitant à la fois des effluents industriels et

domestiques, avec des concentrations comprises entre20 et 30 ng/l (Pawlowski et a\.,2004a).

I. A. - I. 3. 4. Situation dans l'environnement

Milieu naturel

Plus de 20 Vo environ des phytæstrogènes et des mycæstrogènes sont déversés dans les

écosystèmes aquatiques, soit jusqu'à 83 ng/l de génistéine, 16 ngll de diadzéine, 90 ng/l de

sitostérol, 10 ng/l de zéaralénone, 30 ngll de -zéaralénol et 5 ngll d' -zéaralénol (Annexe 5).

Dans les eaux de surface, leur concentration tend à diminuer (Laganà et al., 2004, Pawlowski e/

al., 2004a), sûrement du fait des phénomènes 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 a1.,2002b, Bennetau-Pelissero er c/.,

2003). A ce jour, aucune étude n'a montré que les phytæstrogènes, présents dans le soja, sont

bioccumulés dans les tissus des animaux. Cependant, l'apparition de perturbations

morphologiques chez des animaux consommant, régulièrement, des phytæstrogènes, laissent

supposer qu'ils les bioaccumulent (Bennetau-Pelissero et al., 1998, Bennetau-Pelissero et al.,

2001, Latonnelle et a1.,2002b, Bennetau-Pelissero et a1.,2003). En effet, le développement de

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

I. A. - 2. 1. Les alkylphénols

I. A. - 2. 1. 1. Rôles

Les alkylphénols polyéthoxylates (ApnEOs) et leurs monomères, les alkylphénols (les

nonylphénols et les octylphénols) sont des substances anthropiques, très largement utilisées, dans

divers secteurs industriels, depuis plus de quarante ans, comme par exemple (Bennie, 1999,

Heemken et aL.,2001):

o Les surfactants non-ioniques pour le prétraitement de la laine,

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

r Les agents nettoyants dans les industries du métal,

r Les agents émulsifiants pour les pesticides et les peintures,

r Les agents dispersants de certaines pulvérisations,

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

Depuis les années 1980, leur utilisation n'a fait que s'accroître. 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 à 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 I'environnement

aquatique (Bennie, 1999). En Allemagne, en 1995,la consommation en alkylphénols s'élevait à

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 I à 40 unités éthoxylate (Heemken et a1.,2001).

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

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

polyéthoxylates etlou les alkylphénols non utilisés sont éliminés dans les effluents bruts
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industriels. Par ailleurs, une quantité non négligeable de ces mêmes composés serait éliminé dans

les effluents domestiques. Ces derniers proviendraient de l'évacuation de plusieurs produits

ménagers dans les égouts (Laganà et al., 2004). Ces deux types d'effluents seraient alors

véhiculés par les eaux usées jusqu'aux STEPs pour être traités.

Les concentrations présentes dans les effluents bruts peuvent atteindre des taux de

320 ngll en 4-tert-octylphénol (4-OP) et 8768 ng/l en 4-nonylphénol (4-NP) (Blackburn et

Waldock, 1995, Larsson et al., 1999, Kôrner et al., 2000, Bolz et al., 2001, Heemken et al.,

2001, Inoue et a1.,2002, Kashiwada et aI.,2002,Todorov et a1.,2002, Hemming et a1.,2004,

Laganà et al., 2004). Les taux d'épuration du 4-NP varient entre 40 et 85 7o (Kôrner et aI., 2000,

Laganà et a1.,2004). Quant au 4-OP, son rendement d'épuration est au mieux de 13 7o, et, dans

certains cas, les concentrations retrouvées après traitement peuvent être supérieures à celles des

effluents bruts (Kôrner et a1.,2000) (Tableau 5, annexe 7).

Tableau 5 : Contamination par les alkylphénols (ngll) de différents effluents bruts et traités de

STEPs (37 STEPs) et de diverses eaux de surface (155 points de prélèvements), entre 1994 et

2002 (Blackburn et Waldock, 1995, Larsson et al., 1999, Kôrner et a1.,2000, Bolz et a1.,2001,

Heemken et al., 2001, Inoue et al., 2002, Kashiwada et al., 2002, Todorov et al.. 2002.

Hemming et a1.,2004, Laganà et a1.,2004).

Composés Effluent brut Effluent traité Vo d'élimination Eau de sur{ace
NPs <30-  180000"

4-NP 2t30- 8768 u 320 -22800^ 40 -85 n.d. - 1466^
INPnEO(n= là2 ) 83100 -429000u 0,8 - 289 u

4-OP 180 - 320 u 280 -357 " <  1 3 b n.d .  -  189 u

I O P n E O ( n = l à 2 ) 0.4 -84^
valeur minimale détectée - valeur maximale détectée; o valeur minimale estimée - valeur maximale estimée

Ceci peut être 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 (Kôrner et a1.,2000). En effet, la métabolisation de ces molécules complexes

entraîne la production d'alkylphénols (OPs etlou NPs) (Figure 2).
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Figure 2 : Biodégradation des alkylphénols polyéthoxylates (APnEO) @ennie, 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, NPIEO) sont également détectées à des concentrations cumulées comprises

entre 83100 et429N0 nglml (Tableau 5, annexe 7) (Todorov et a1.,2002).

Quelques études font également état de I'accumulation des alkylphénols dans les boues

activées (Kôrner et al., 2000, Bolz et al., 2001). Kôrner et al. (2000) ont ainsi mesuré une

concentration en 4-NP égale à 30000 pg/kg de matière sèche. Par contre, dans l'étude deBolz et

aI. (2001\, les concentrations en 4-NP détectées sont plus faibles et varient entre 2500 et

3700 pglkg de matière sèche. Ces alkylphénols lorsqu'ils sont épandus avec les boues, peuvent

alors polluer les sols, puis les eaux souterraines et de surface.

Partie L Analyse Bibliographique 35



I. A. - 2. 1. 3. Situation dans l'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 a\.,200I). Quand ces polluants se retrouvent dans I'eau, ils se partagent entre la colonne

d'eau et les sédiments. Ainsi, dans les rivières anglaises Aire et Calder, il aété estimé que 30 à

4O Vo des octylphénols peuvent s'adsorber sur le sédiment en suspension (Johnson et al.,1998).

De même, dans plusieurs fleuves et rivières 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 pglkg de matière sèche ont été mesurées (Bolz et al., 2001,

Heemken et a\.,200I).

Les concentrations solubles mesurées dans les fleuves et les rivières varieraient, entre non

détectable (n.d.) et 1466 ng/l et n.d. et 189 nglI, pour le 4-NP et le 4-OP, respecrivement

(Tableau 5, annexe 7). Mais d'après l'étude de Blackburn et aL (1995), ces quantités ne

correspondent qu'à la partie immergée de I'iceberg. En effet, dans cette étude, des taux de

180000 ng/l en NPs, tous isomères confondus, solubles et adsorbés sur des particules en

suspension, ont pu être mesurés (Blackburn et Waldock, 1995).

Ces pollutions de l'eau et des sédiments seraient responsables de la pollution de plusieurs

estuaires. Ainsi, en Allemagne, I'estuaire du fleuve Elbe et une partie de la côte de la mer du

Nord où se déverse ce fleuve, sont pollués par du 4-oP (16 ngll), du 4-NP (63 ngll), et des

alkylphénols mono ou diéthoxylates (63 et 2I ngL). Sept estuaires anglais présentent également

une pollution par des NPs (solubles ou adsorbés) avec des concentrations pouvant atteindre

320nglml (Blackburn et Waldock, 1995). Ceci est possible car la demi-vie des alkylphénols

dans les écosystèmes aquatiques est très longue : environ l0 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, à des concentrations moyennes

de 40 ngfl et 50 ng/I, respectivement (Inoue et al., 2002). Or, d'après Lee et al. (2004), tn

traitement au chlore, comme celui effectué pendant les processus de potabilisation de l'eau,

suffirait à éliminer 220 Ttgl de 4-NP (Lee et aI., 2004). Les rivières japonaises contenant

1000 fois moins de 4-NP (Kashiwada et al., 2002), les eaux de boissons n'auraient,

théoriquement, pas dû être contaminées. Ce paradoxe peut provoquer une certaine inquiétude

vis-à-vis de pays tels que l'Angleterre, I'Allemagne et I'Italie, où les concentrations en 4-NP

dans les eaux de surface peuvent être plus élevées que celles mesurées au Japon (Annexe 7)

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

Absorption par les poissons

Iæs alkylphénols présents dans les eaux de surface, sous forme soluble ou adsorbée sur

les sédiments, peuvent être ingérés par les poissons. Une partie de ces toxiques va alors

s'accumuler dans les tissus. Ainsi, des poissons exposés à 5,36 pg/l de 4-NP, pendant 28 à

3l jours, concentrent dans leurs tissus, environ 3,8 pg/g de cette molécule ce qui correspond à un

facteur de bioconcentration (BCF) de 550 (Villeneuve et al., 2002). Cette concentration est

supérieure à celle des hormones stéroïdiennes, El (3,6-30), 82, (5,8-6I) et E3 (1,8-13), et

également à celle de l'hormone de synthèseEE2 (l7O-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 Vo

de la masse totale des animaux contre 3 7o pour le foie, le facteur de bioconcentration du foie

semble supérieur à celui des muscles. Cependant, les quantités bioaccumulées sont très faibles

par rapport aux quantités ingérées, à savoir 150 mg. Une grande propoftion des OPs ingérés est

donc éliminée via les selles ou les urines. Ces toxiques peuvent alors être à nouveau libérés dans

les eaux: 16 Vo de la quantité ingérée par les poissons a en effet été retrouvée dans I'eau

(Pedersen et al., 2003).
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I. A. - 2. 2. Le bisphénol A

I. A. - 2. 2. I. 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 styrène. Ces polymères et ces résines

sont utilisés dans la fabrication d'amalgames dentaires, de vernis pour le traitement de surface

des boîtes de conserve et comme agents retardant des produits inflammables ou explosifs (Safe

et Gaido, 1998, Lindholst et al., 2000, Laganà et aI., 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 l0-5 Vo dans I'air, 24Vo d,ansles sols et75 7o dans I'eau (43Vo dans

la colonne d'eau et 32 Vo dans le sédiment) (Lindholst et al., 2000). Cette production ne cessa

d'augmenter par la suite. En 1995, I'Allemagne produisait déjà à elle seule, 210000 tonnes et

quant à l'union européenne, elle était responsable de 30 Vo de la production mondiale (Fromme

et a1.,2002). La contamination de I'environnement se fait pendant les processus de fabrication

industrielle, mais le BPA peut également être libéré par le produit fini (Fromme et a1.,2002).

Source hamaine

Le BPA présent dans les résines ou les amalgames utilisés en odontologie peut être libéré

dans la salive. Il est alors absorbé au niveau des intestins et passe dans le sang. Après une étape

de conjugaison avec I'acide glucuronique dans le foie, le BPA est, finalement, rejeté dans les

urines à des concentrations comprises entre 220 à 450 pglml (Kawaguchi et al., 2004).

I. 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 où il est métabolisé. Les quantités arrivant dans ces STEPs dépendent

de l'origine du BPA. Ainsi, lorsque les STEPs reçoivent uniquement des effluents bruts d'origine

domestique, la charge en BPA est beaucoup moins élevée que si les STEPs reçoivent
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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/', 40 7o industrielle) et domestiques

italiennes (332-339 ngll), étudiées respectivement par Kôrner et al. (2000) et Laganâ et al.

(2004) (Annexe 8).

Tableau 6 : Contamination par le bisphénol A (ngll) de différents effluents bruts et traités de

STEPs (59 STEPs) et de diverses eaux de surface (260 points de prélèvements), entre 1997 et2003

(Larsson et al., 1999, Kôrner et al.,2000,Bolz et a1.,2001, Heemken et aI.,200l,Fromme et al.,

2002, Kashiwada et aL,2002, Hemming et a1.,2004, Kawaguchi et a1.,2004, Laganà et a1.,2004).

Composé Effluent brut Effluent traité 7o d'élimination Eau de surface

BPA 332 - 30t0 ̂ n .d .  -702u g 5 - 9 1 0 n.d.  -  410 u

valeur minimale détectée - valeur maximale détectée ; o valeur minimale estimée - valeur maximale estimée

[æs rendements d'épuration du BPA peuvent atteindre un maximum de 9l Vo (Tableau 6)

(Kôrner et a1.,2000, Laganà et a1.,2004). Ces rendements résultent d'une métabolisation du BPA

(Kôrner et aI., 2000), eUou du piégeage de celui-ci par les boues activées (Bolz et al., 200I,

Fromme et al., 2002). Boltz et al. (2001) et Fromme et al. (2002) ont mesuré des taux de BPA,

piégés dans les boues activées de plusieurs STEPs, variant entre n.d. et 36751tgkg et 4 et

13631tgkg (de matière sèche), respectivement. L'adsorption du BPA dans les boues activées est

due à son caractère lipophile (log Ç*-3,4) qui est inférieur à celui des nonylphénols (log IÇ* > 4).

Par conséquent, la différence d'épuration entre le BPA et les NPs (85-91 7o, et 40-85 Vo), obsewêe

par Bolz et al. (200I) etLaganâ et al. (2004), ne semble pas due à une plus grande adsorption du

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

I. A. - 2.2. 3. Siluatinn dans I'environnement

Milieu naturel

Plusieurs études, réalisées dans différents pays, montrent que la pollution des eaux de

surface par le BPA est très largement répandue (Tableau 6). Ainsi, sur 261 prélèvements réalisés

en automne 1998 sur 109 fleuves et rivières du Japon, 109 étaient contaminés par du BPA

(Kashiwada et a1.,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 à celui des hormones (1,8 ng/l) et inférieur à celui

des NPs (150 ng/l) (Kashiwada et al., 2002). Cette différence entre le BPA et les NPs semble

être assez génêrale puisqu'elle a également été observée dans une autre étude, réalisée en

Allemagne (Bolz et a1.,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/rlg de matière sèche pour les NPs) (Bolz et aI.,2001, Fromme

et a1.,2002)

Les demi-vies, chimique ou microbiologique, assez longue du BPA (respectivement

28 jours et 2,54jours) facilitent sa dispersion dans les eaux de surface, ce qui explique, par

exemple, la contamination de la mer du nord, à I'embouchure du Fleuve allemand Elbe, qui peut

atteindre des taux de 2O ng/I, alors que celui-ci ne reçoit 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 à éliminer une concentration d'environ 2,282mgll de BPA (Lee et a1.,2004).

Cette concentration étant plus d'un million de fois supérieure à celle détectée dans les eaux de

surface actuellement étudiées (Tableau 6), la contamination de I'Homme par I'eau de boisson

semble impossible. Pourtant, au Japon, du BPA a été détecté dans des eaux de boisson à des

concentrations de 80 ng/l (Inoue et a1.,2002). Les traitements de potabilisation à grande échelle

pourraient donc être peu efficaces.

Absorption par les poissons

Le bisphénol A, présent dans l'eau ou bien adsorbé sur les sédiments, peut être ing&é par

les poissons. Dans leur organisme, comme chez l'Homme, il est absorbé au niveau intestinal puis

passe dans le sang. Sa demi-vie a alors été estimée à3,75 h. Ensuite, le BPA peut être véhiculé

jusqu'au foie où il peut subir une conjugaison avec de I'acide glucuronique (Larsson et aI.,1999,
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Lindholst et a1.,2000, Lindholst et a1.,2001) avant d'être à nouveau libéré dans le sang (2 à 6 h

après l'exposition) (Lindholst et a1.,2001). Il peut aussi se bioaccumuler. Ainsi, des animaux

exposés à des concentrations variant entre 10 et 500 prg/l de BPA, bioaccumulent jusqu'à 4,36

pg/g (de poisson) de cette substance (Lindholst et a1.,2000).

Le BPA peut également être véhiculé vers les muscles où il peut aussi se bioaccumuler

bien qu'à des concentrations plus faibles (0,83 pg/g de poisson) (Lindholst et aL.,2000). En fait,

il semblerait que la bioaccumulation dans les muscles n'intervienne qu'après 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 æstrogéniques (Lindholst et a\.,2000).

Par ailleurs, les facteurs de bioconcentration (BCF) du BPA dans le foie et les muscles de

diverses espèces de poissons (8,7-38,4 et 1,7-3,6, respectivement) (Lindholst et a/., 2000) sont

du même ordre de grandeur que ceux évalués pour les hormones stéroïdiennes El (3,6-30), E2,

(5,8-61) et E3 (1,8-13) et très inférieurs à ceux trouvés pour le 4-NP (550) (Villeneuve et al.,

2002) et l'hormone de synthèseBB2 (170-332) (Lai et a1.,2002).

I. A. - 2. 3. Les phtalates

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

Sources indastrielles

Les esters de phtalates (PAEs) sont des composés anthropiques utilisés dans la production

de différentes matières premières 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

I'automobile, de l'électroménager, du vêtement, des jouets, des emballages et pour la fabrication

de machines à usage médical. Les PAEs entrent également dans la production de : cosmétiques,

(DiPP),

peintures, pesticides et insecticides (Vitali et al., 1997, Wang et al., 1997, Hewitt et

2001, Gavala et a1.,2003, Adhoum et Monser,2004, Silva er aL.,2004).

Les PAEs les plus répandus sont le dimétyl- (DMP), le diéthyl- (DEP), le di-iso-propyl-

le dipropyl- (DPP), le di-iso-butyl- (DiBP), le di-n- butyl- (DBP), le n-butyl benzyl-

encres,

Servos,
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(BBP), le di-2-éthylhexyl- (DEHP) et le di-z-octylphtalate. En 1975,la producrion mondiale

annuelle variait entre 1,4-1,8 tonnes. Depuis, leur production ne cesse d'augmenter. Ainsi en

1987, elle était déjà de 5 tonnes dont 4 tonnes de DEHp (vitali et at.,1997).

Une certaine proportion de ces phtalates peut être déversée dans l'environnement, ceci à

chaque échelon des processus industriels où ils interviennent. Par exemple, dans le cas des

industries plastiques et produits dérivés, les PAEs peuvent être libérés lors des phases de

production (en particulier au cours du chauffage des matières premières), lors de leur utilisation

dans la fabrication des produits finis (fenêtre, porte, et diverses tuyauteries) mais également lors

de l'utilisation de ces produits (libération dans le liquide circulant par exemple) (Vitali et al.,

l997,Marfiinen et a1.,2003). Les PAEs sont alors, pour la majorité, évacués vers des STEPs

(Vitali et al.,1997).

Source humaine

La contamination de I'espèce humaine par les PAEs, existe (Silva et a1.,2003, Calafat et

a1.,2004). Les voies de contamination sont multiples : ingestion, inhalation, absorption à 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 (tilahl et al.,1999, Calafat

et al., 2004). Chez I'espèce humaine, les esters de PAEs sont rapidement métabolisés en

monoesters qui, à leur tour, peuvent être 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 a1.,2003, Silva et a1.,2004). Les mesures réalisées par Silva et aI.

(2004), montrent la présence de plusieurs monoester de phtalates tel que le monométhyl phtalate

(57-I79 ng/ml), le monocyclohexyl phtalate (38-201 ng/ml) er le monocyclopentyl phtalate (39-

88 nglml), et deux oxydes, le mono-(2-ethyl-5-oxohexyl) phtalate (25-125 ng/ml) et le mono-(2-

ethyl-5-hydroxyhexyl) phtalate (II-47 nglml) dans plusieurs échantillons urinaires provenant de

donneurs volontaires, indemnes de toutes pollutions avec des phtalates (Silva et a\.,2004).

Les substances éliminées dans les urines sont alors évacuées vers les STEPs (Yitali et al..

1997\.
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I. A. - 2. 3. 2. Epuration des eaax usées

Dans les STEPs. le rendement d'élimination des PAEs semble très élevé. Dans le cas du

DEHP, un rendement d'élimination de 97 Vo a été mesuré dans une STEP finlandaise (Marttinen

et a1.,2003). Mais cette valeur ne conespond cependant pas à97 7o de biodégradation. En fait,

seulement 14 7o sont réellement biodégradés. Les 68 Eo restant sont adsorbés par les boues

activées (Marttinen et aI., 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 mglkg

et entre 0,2-I,7 mdkg respectivement (Fromme et a1.,2002). Les PAEs peuvent persister dans

ces boues, leur temps de persistance étant d'autant plus long que leurs chaînes 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. et al.,1997, Gavala et a1.,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 être très rapidement biodégradé (demi-vies inférieures à 2 jours et 5,1jours,

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 très difficilement biodégradé en condition

anaérobie. Sa demi-vie a été estimée, en laboratoire, à 198 jours (Gavala et aL.,2003). Ce résultat

est confirmé en STEP, puisqu'au bout de 19 jours de traitement anaérobie, seals 32Vo du DEHP

présent ont été réellement biodégradés (Marttinen et aI., 2003). Toutefois, I'avantage de ces

nouveaux mélanges bactériens est qu'après l'épandage des boues dans les sols, la biodégradation

peut continuer voire même être plus rapide que dans les boues. Ainsi, la demi-vie du DOP dans

les sols (chaîne latérale plus longue que le DEHP) ne serait plus que de28,4jours (Wang et al.,

2004\.
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I. A. - 2. 3. 3. Situation dans I'environnement

Milieu naturel

Les PAEs présents dans les différents effluents traités en STEPs (domestiques etlou

industriels) et ceux présents dans les pesticides peuvent polluer les écosystèmes aquatiques

(Vitali et al., 1997). La persistance des PAEs dans ces écosystèmes dépend des processus de

dégradation physico-chimique et biotique. En fait, les processus de dégradation physico-

chimique sont insuffisants pour permettre une autoépuration de l'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 espèces aquatiques, leur efficacité reste variable mais

ils permettent de diminuer la demi-vie des PAEs dans l'eau douce qui atteint finalement des

valeurs comprises entre 1 et 30jours selon la température, la longueur et les ramifications des

chaînes latérales (Vitali et al.,1997).

Les caractéristiques physico-chimiques des PAEs font qu'ils ont tendance à 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 être retrouvés dans les

sédiments à des concentrations pouvant atteindre 487,3 ltgkg pour le DEHP (Annexe 9) (Calafat

et al., 2004). Cependant, les valeurs mesurées dans les sédiments peuvent être encore plus

élevées. Dans une autre étude, réalisée sur 35 échantillons de sédiments provenant de plusieurs

fleuves et rivières allemandes, des concentrations en DBP et en DEHP de 2,2 et 8,4 mglkg ont

été ainsi mesurées (Tableau 7, Annexe 9) (Fromme et a1.,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 prélèvement) et sédiments

(10points de prélèvement; en pg/kg), entre 1994 et2O02 (Vitali et al., l997,Fromme et al.,

2002, Bross a et al. , 2003, Marttinen et al. , 2003, Calafat et al. , 2004, Hemming et al., 2004).

Composés Effluent brut Effluent traité Vo Eau de surface Sédiment

Phtalates 209200^ n.d. - 182000 97 ' n.d. -  97800b n.d. -8444b
u valeur mesurée ; 

o valeur minimale détectée - valeur maximale détectée; " valeur estimée.

Toutefois, I'eau des fleuves et des rivières peut aussi être polluée par des PAEs, et dans

ce cas des concentrations très élevées ont également été détectées : 44300 ng/l pour le DBP et

-44 - Partie I. Analyse Bibliographique



97800 ng/l pour le DEHP (Tableau 7, Annexe 9) (Vitali et al., 1997, Fromme et aL.,2002, Brossa

et al., 2003). Quant aux écosystèmes marins, ils peuvent également être touchés par cette

pollution. Dans certains cas, la pollution marine peut même être supérieure à la pollution des

eaux douces. C'est, par exemple, le cas présenté dans l'étude de Brossa et al. (2003) où I'eau de

mer contient deux fois plus de DBP et quatre fois plus de DEHP. De plus, un autre phtalate peut

ètre détecté dans I'eau de mer, le BBP (150 ngll). Ce dernier semble être plutôt d'origine

agricole car il est uniquement détecté dans les eaux d'irrigation au contraire des deux autres

PAEs qui sont présents, à la fois, dans les effluents traités et dans les eaux d'irrigation (Brossa er

a\.,2003). Par conséquent si, dans ce cas, l'eau de mer est plus polluée, c'est parce qu'elle reçoit,

à la fois, les eaux polluées du fleuve par les effluents de STEPs et les eaux d'irrigation (Brossa er

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, à des concentrations de 1340 ng/l pour le DBP et 4260 ngll pour le

DEHP. Ces concentrations sont environ deux fois supérieures à celles de la rivière qui traverse

cette région. Par contre, elles sont à peu près équivalentes à celles de I'effluent traité de la STEP

qui dessert une partie de cette région. Par ailleurs, les eaux d'irrigation semblent également être

une source de pollution puisqu'on y trouve également des taux élevés de ces polluants

(DBP : 3570 ng[, DEHP : 5210 ng/l) (Brossa et a\.,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,l(tm et a1.,2002). Cependant, le fait qu'ils

induisent des changements physiologiques indique qu'ils sont véhiculés et qu'ils pénètrent dans les

organes où ont lieu ces changements.
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I. A. - 2. 4. Les PCBs

I. A. - 2.4. 1. Sources de pollution

Les PCBs regroupent I'ensemble des biphényles chlorés dont la formule brut est la

suivante : C12H1s-nCln. Compte tenu, des différents niveaux de substitution et des différents

isomères de position, 209 congénères et 10 isomères 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 à des mélanges

complexes pouvant contenir 40 à 60 congénères 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 (PCO et les polychloronaphtalènes (PCN) (Mhiri er

Tandeau de Marsac, 1997).

Synthétisés pour la première fois en 1881, la production industrielle des PCBs débute

réellement en 1929, aux USA. Ils sont utilisés, entre autres, comme :

e fluides diélectriques (isolants) dans les transformateurs, les condensateurs de puissance,

pour l' électroménager ou l'éclairage,

r fluides caloporteurs dans certaines installations thermiques,

r fluides hydrauliques et lubrifiants,

r additifs dans les formulations d'insecticides et de bactéricides.

r agents plastifiants etlou 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,

l'Allemagne, I'Italie, I'Espagne, I'Angleterre, le Japon et la France. Cette production a été

estimée à 1,1-1,5 millions de tonnes depuis 1929. En France, les PCBs ont été très utilisés

pendant les années 50-70. De 1955 à 1984, la production française avoisinait I 15000 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 mgÂg

de PCBs, ont été prohibées. En I992,le taux limite de PCBs toléré dans les produits électriques a
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été ramené à 50 mgikg. Enfin, une directive européenne prévoit l'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 synthèse ou lors

de la fabrication des produits finis. Ces substances étant des produits très volatiles, leur entrée

dans I'environnement se ferait plutôt par voie aérienne (Font et aI., 1996, Falandysz et aL.,2004).

I. A. - 2. 4.2. Epuration des eaux usées

Lors de leur synthèse ou de leur utilisation, certains PCBs sont évacués vers les STEPs.

Des concentrations variant de quelques nanogrammes par litre jusqu'à 3200 ng[ 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'eau (Wang et al., 2003) et sont généralement soit

évacués avec les effluents traités et déversés dans les écosystèmes aquatiques (Wang et al.,

2003), soit piégés par les boues activées (Brambilla et a1.,2004). Dans ce cas, les PCBs vont tout

d'abord contaminer les sols lors de l'épandage des boues puis, au cours de la lixiviation de ces

sols. ils vont contaminer à leur tour les eaux souterraines et de surface (Brambilla et a1.,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 / rivière Estuaire I océan Mer

Isomère de PCB 0,06 - 164 u 0,08 - 0,79 "

I PCBS 500 - 3200 " g  -222u 0,07 - 0,6 u r ,3  -  4 ,6u

Aroclore 3,4 - 1547 u <l - 620u
" valeur minimale dêtectée - valeur maximale détectée
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I. A. - 2. 4. 3. Situation dans I'environnement

Milieu naturel

Le dosage des PCBs dans des milieux polaires est difficile à réaliser du fait des

caractéristiques très hydrophobes de ces substances, des propriétés chimiques différentes entre

isomère et de leurs faibles concentrations dans les milieux polaires (Font et al.,1996,Yenveij et

al., 2004). Ces dosages impliquent souvent une phase d'extraction etlou de concentration

(Contreras L6pe2,2003, Wang et al., 2003). Les analyses réalisées dans différents pays, comme

l'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 rivières, estuaires, océans et mers (Tableau 8, annexe 10) (Font et al., 1996).

Cependant, la majorité des PCBs s'adsorbe sur les sédiments (Verweij et aI., Z0O4).

Différentes études réalisées aux USA, aux Pays-Bas, montrent des taux élevés de PCBs avec des

concentrations comprises entre 116 et 304 nglg de matière sèche (Sapozhnikova et a1.,2004),

et " < 3 " et 1 100 ng/g (Verweij et al., 2004), respectivement. Ces sédiments servent de réservoir

à PCBs et leur déplacement dans les cours d'eau permet leur transport bien au-delà des estuaires

(Font er al., 1996). Par ailleurs, les PCBs ont une longue durée de vie dans les écosystèmes

aquatiques (stabilité chimique importante, très faible biodégradabilité) (Smirh et Gangolli, Z0O2).

Eaux de consommati.on

Dans l'eau de boisson de divers pays d'Europe, la concentration en PCBs peut s'élever à

0,5 prg/l pour la somme de tous les isomères et jusqu'à 0,1 pgll pour certains isomères

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 ltg/\. C'est pour cette

raison que plusieurs équipes de recherche tentent de trouver des moyens pour diminuer la

pollution des écosystèmes 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 plutôt par ingestion des sédiments en

suspension, etlou via l'alimentation, selon l'espèce de poisson. Ainsi, il semblerait que la

contamination des gobies (Acanthogobius flavimanus) et des soles anglaises (Pleuronectes

vetulus) se fasse plutôt vlo l'ingestion de sédiments (Voorspoels el a1.,2004) alors que pour les

carpes (Cyprinus carpio), elle serait plutôt due à leur alimentation (Verweij et a1.,2004).

Les PCBs absorbés peuvent s'accumuler dans I'organisme du poisson (Tableau 9 ;

Annexe 11) : dans les muscles (Bordajandi et a1.,2003, Falandysz et a1.,2004, Sapozhnikova et

al., 2004, Verweij et aL,2004), dans le foie (Mormede et Davies, 2003, Sapozhnikova et al.,

2004, Voorspoels et a1.,2004) mais également dans les gonades (Sapozhnikovaet a1.,2004) et

dans les branchies (Sapozhnikova et aL, 2004). D'après l'étude de Sapozhnikova et al. (2004),

l'échelle de bioaccumulation des PCBs chez les Tilapias (Sarotherodon melanotheron) est la

suivante : Foie > gonades > branchies > muscles (Sapozhnikova et a1.,2004). Cette différence

est corrélée avec la composition lipidique de ces organes. En effet, les PCBs étant des composés

très 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 fluviarilfs), les gardons (Rutilus rutilus)

et les vandoises (Leaslscus leusiscus) (Bordajandi et al.,2003,Yamaguchi et a\.,2003).

Tableau 9 : Bioaccumulation des PCBs et PCDDÆs chez les poissons (16 espèces) (Bordajandi

et a1.,2003, Mormede et Davies, 2003, Yamagachi et a1.,2003, Falandysz et a1.,2004, Verweij

et aL.,2004, Voorspoels et a1.,2004).

Foie Muscle
Composés

nglgde lipide ng/g de lipide nglg (poids sec) ng/g (poids
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I PCDD / Fs 1,69 - 4,39 "
u valeur minimale détectée - valeur maximale détectée



Une partie des PCBs ingérés va être éliminée :

viales urines après biotransformation les rendant plus hydrophiles,

par leur excrétion dans les selles, dans les æufs ou dans le sperme (Contreras lÂpe2,2003).

Quand la quantité de toxique éliminée est inférieure à la quantité ingérée par les poissons,

les toxiques se concentrent dans I'organisme (Contreras Lôpe2,2003). La structure des PCBs, et

plus précisément leur degré de chloration, influe sur le processus de bioconcentration. Ainsi, les

congénères moins chlorés sont plus rapidement métabolisés et éliminés (Bordajandi et a1.,2003).

I. A. - 2. 5. Les pestici.des

I. A. - 2. 5. 1. Sources de pollution industrielle

Les pesticides sont des produits chimiques destinés à 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 croître. Pour subvenir à ces besoins.

les rendements agricoles ont été améliorés grâce, entre autre, à 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 m3 àenviron4862 m3en 1998 (okoumassounet al.,2o0z).

Les pesticides regroupent plusieurs types de produits chimiques différents tels que les

pyréthroïdes (Garey et Wolff, 1998, Werner et al.,2002,Yilmaz et a\.,2004),les dicarboximides

(Radice et a1.,2002), les azoles (Hurst et Sheahan,2003), les pesticides organophosphorés

(Ingelse et a1.,2001, Lambropoulou et Albanis, 2001) et organochlorés (Okoumassoun et al.,

2002). Tous ne sont pas des (EMs (Garey et Wolff, 1998, Mills et a1.,200I, Hurst et Sheahan,

2003). La majorité des pesticides æstrogéniques appartient en effet à la classe des organochlorés

(Okoumassotn et al.,2002,Muir et al.,2OO3) comme la dieldrine, le lindane, l'heptachlore, le

methoxychlore, I'endosulfan (Gormley et Teather, 2003), I'hexachlorocyclohexane (HCH)

(Singh et Canario, 2004) et le DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) et ses métabolites (Mills el

a1.,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 à la classe chimique des azoles (l'epoxiconazole, le
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penconazole et le propiconazole) présentent également une activité æstrogénique (Hurst

Sheahan, 2003).

I. A. - 2. 5.2. Situation dans l'environnement

Milieu naturel

La pollution des écosystèmes aquatiques par les pesticides se fait lors de leur utilisation

(Dabrowski et al., 2002).

Tout d'abord,ily a une contamination des sols. La persistance des différents pesticides

dans les sols fait que ces derniers deviennent des réservoirs à pesticides. Par exemple, en Chine,

20 ans après I'interdiction de I'utilisation du DDT et du HCH, des concentrations non

négligeables sont encore présentes dans les sols : jusqu'à 5,3 et 3,4 pg/kg (Feng et al., 2003).

Ensuite, la lixiviation des sols entraîne une partie des pesticides vers les eaux souterraines et les

eaux de surface (Feng et a1.,2003). Ce transport dépend :

r du mode et de la fréquence d'application des pesticides et de leurs propriétés physico-

chimiques (solubilité, demi-vie et IÇ*) (Dabrowski et a1.,2002) ;

des caractéristiques des sols et des écosystèmes végétaux qui y poussent (composition

carbonée des sols ; type et surface des récoltes; type et densité des végétaux constituants les

berges : banières naturelles entre les sols et les eaux de surface) (Dabrowski et a1.,2002);

et de certains facteurs externes comme les précipitations (Dabrowski ar a1.,2002).

Dans les eaux de surface, les pesticides se partagent entre la phase aqueuse et le sédiment,

de façon différente selon leur propriété lipophile. Ainsi, l'azinphos-méthyl est, plus

fréquemment, détecté dans la phase aqueuse alors que le chlorpyrifos et l'endosulfan le sont

plutôt dans les sédiments (Dabrowski et a1.,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 l'organisme des poissons est différente. Les pesticides dissous

dans l'eau vont plutôt entrer via les branchies ou la peau. Quant à ceux adsorbés sur les
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sédiments, ils pénètrent plutôt par ingestion. Par ailleurs, comme les pesticides contaminent les

animaux de tous les niveaux trophiques, les poissons peuvent donc être aussi contaminés via

I'alimentation (Muir et al., 2003).

Tableau l0 : Bioaccumulation des pesticides chez diverses espèces de poissons (15 espèces )

(Okoumasso'ùn et al., 2002, Bordajandi et aL.,2003, Mormede et Davies, 2003, Yamaguchi er

a\.,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 - 3,8u <30000b

Dieldrine ) )  -  55 ' 7  a <0,03 - 3,gu 0,09 - <80000"
Chlordane 103 - 955 " 22,9 - 270^

410 - 4350^ 256 - 1360^ 384 - 1460^ 1 , 3  -  1 3 6 '
I DDTs 475 - 6380^

392 - 5250^ 34 - 4000^
<0,06 - 22,8" 8,8 - 43 ' <0,06 - 16,9^ 0,25 - lg"

I HCHs 26 - g6^
12 - 33^ l  -  280 '

Heptachlore <0,03 - 8,8' <0,03 - 4,6^ <30000b

Lindane 0.08 - <100000"

I pesticides 1 , 8 - 6 3 u

valeur minimale - maximale détectée en : ng/g de lipide u ng/g de muscle (poids secs) o, (poids frais) "

Après pénétration dans les organismes, les pesticides vont s'accumuler dans le foie etlou

dans les muscles (Tableau 10 ; Annexe 13) (Okoumassoun et a1.,2O02, Bordajandi et a1.,2003,

Mormede et Davies, 2003, Yamaguchi et al., 2003, Falandysz et a1.,2004, Verweij et al., 2004,

Voorspoels et al., 2004). Les facteurs influençant le processus de bioaccumulation des

pesticides, et plus précisément des pesticides organochlorés, sont identiques à ceux influençant la

bioaccumulation des PCBs. D'ailleurs ces deux types de contaminants sont généralement étudiés

en même temps (Okoumassoan et al.,2002,Bordajandi et a\.,2003, Mormede et Davies, 2003,

Muft et al., 2003, Yamaguchi et aI., 2003, Falandysz et al., 2004, Verweij et al., 2004,

Voorspoels et a1.,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 possèdent une masse graisseuse plus importante (Bordaj andi et al.,

2003, Y amaguchi e t al., 2003).

D'autres part, selon le pesticide

espèce de poisson à I'autre, car chaque

-52 -

concerné, la bioaccumulation sera différente d'une

espèce possède une sensibilité différente vis-à-vis des
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divers pesticides. Ainsi, les carpes bioaccumulent plus de DDTs, que d'Aldrine et de Dieldrine

(Verweij et a1.,2004).

Certains pesticides ont été interdits dans certains pays du fait de leur dangerosité. Par

exemple, l'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 I'environnement

puisque les poissons péchés sur la cote atlantique mexicaine sont 40 Vo plus contaminés que les

poissons péchés sur la cote atlantique américaine (Sapozhnikova et a\.,2004).

Par conséquent, la contamination des poissons par les pesticides, même si elle est

inférieure à celle des PCBs, pose quand même un problème important vis-à-vis des espèces

piscicoles mais également vis-à-vis de I'Homme puisque ces animaux sont une source

alimentaire (Smith et Gangolli, 2002).

Aucun des æstrogènes mimétiques ((EMs) cités prêcédemment, n'est éliminé à 100 Vo

par les dffirents processus d'épuration de I'eau existant. De plus, malgré les phénomènes de

dilution, de dégradation biotique et abiotique, des quantités encore très élevêes pour certains

de ces (EMs, sont détectées dans les eaux de surfoce, ce qui conduit à ln contamination des

poissons et des eaux de boisson. Ces polluants vont alors pouvoir induire des effets néfostes

d'une part sur les espèces piscicoles et éventuellement sur l'espèce humaine qui, du moins

théoriquement, pourrait être contarninée via la consommation de poisson et d'eau de boisson

contaminés,
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I. B. Les Effets

Les (EMs appartiennent à la famille des perturbateurs endocriniens. Ces derniers altèrent

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 æstrogènes endogènes.

I. B. - I. Efiïets sur l'espèce humaine

I. B. - 1. L Voie de contamination

Les (EMs peuvent, en théorie, contaminer I'espèce humaine :

!r
\) Via la consommation de médicaments et de vésétaux : Ces voies concernent

spécifiquement les cestrogènes de synthèse, les phyto- et les mycæstrogènes. Les quantités

absorbées peuvent être très élevées : 35 prgljour à 100 mg/jour (Johnson et a1.,2000, Albertazzi et

Purdie, 2002, Bennetau-Pelissero et a\.,2003). Elles sont bien supérieures aux concentrations en

hormones stéroïdiennes produites de manière endogène chez les femmes (non enceintes : 1-

8 pg/jour) (Johnson et a1.,2000), chez les hommes (1,5-3,9 Frg{our) (Johnson et a1.,2000) et

produites par les garçons pré-pubères (6 prg/jour) (Webb et a1.,2003). De ce fait, ces voies de

contamination ne peuvent être négligées.

x
\} Via la consommation d'eaux de boisson contaminées : les concentrations retrouvées en

æstrogènes naturels et en æstrogènes de synthèse dans les eaux de boisson indiquent que cette

voie de contamination est peu probable pour l'espèce humaine (Webb et a1.,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/I, 80 ngll, 1340-4260 ng/\,

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

I Viu la consommation de poissons contaminés : cette voie concerne tous les (EMs,

puisque tous possèdent la capacité de s'accumuler dans I'organisme des poissons (Bennetau-

Pelissero etal.,1998,Giametal.,1998,Lindholst etaI.,2000,Laietal.,2002,Yil lenelveetal.,
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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'espèce humaine (Smith et Gangolli, 2002).

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

De plus en plus d'études font état de l'augmentation des pathologies liées au système

reproducteur humain telles que :

Lt
\) tes problèmes de fertilité masculine. Une étude réalisée sur plusieurs villes d'Europe

montre, par exemple, que dans certaines villes comme Paris, la spermatogénèse a diminué de

Z,l%o par an entre 1973 et 1992 (de 86.106 à 60.106 spermatopzoides par ml de spenne,

respectivement). Par contre, à Toulouse, il semble que la fertilité masculine n'ait pas changé

pendant cette période. De même, aux Etats-Unis, selon l'état concerné, le rendement de

production de spermatozoïdes peut également être très différent. Par exemple, le taux de

spermatozoides par millilitre de sperme est de 131,5.106 dans l'état de New York, de

100,8.106 dans le Minnesota et de 72,7 .106 en Californie (Safe, 2000).

llt

9 tes pathologies organosexuelles comme les cryptorchidies (un ou les deux testicules ne

sont pas descendus), les hypospadias (déplacement de I'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 demières années (1,2 Vo et 2,9 Vo,

respectivement). Pendant cette même période, le nombre d'hypospadias a augmenté de manière

significative en Europe (Angleterre, Hongrie et France) et aux Etats-Unis (Sultan et al.,2O0l).

!l

\) tes cancers hormonaux-dépendants comme les cancers des testicules ou de la prostate

chez I'homme et les cancers du sein, des ovaires et de l'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 14,5.10s cas par an

entre 1985-1989 au lieu de 3,6.105 cas par an en Finlande (Safe, 2000). En ce qui concerne les

cancers du sein, leur nombre augmente également depuis ces 20 dernières années. Ainsi, dans

I'Est de la 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 à 47 Vo des cancers des seins sont expliqués par les facteurs de

risque physiologiques comme l'àge, le cycle reproducteur (âge de la menstrualisation, de la

première 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 I'apport

exogène d'æstrogènes ou la consommation d'alcool (Coyle, 2004). En Suisse et au Danemark,

plusieurs études indiquent aussi que plus de 60 Vo des cancers auraient une origine

environementale (Coyle, 2004).

I. B. - 1. 3. Actions des æstrogènes mimétiques

A l'heure actuelle, aucune affirmation ne peut être faite sur la relation entre la

recrudescence des altérations du système reproducteur humain et la contamination de I'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 à effet a clairement

été établi. Cet analogue pharmaceutique de l'æstradiol a été utilisé dans les années soixante pour

prévenir les risques d'avortement. Or, il s'est révélé être très toxiques pour les fætus. 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 garçons, ils souffraient d'anomalies

génitales de type cystes épididymales (20,8 %o at lieu de 4,9 Vo chez les garçons contrôles),

hypospadias(4,4Voaul ielude 1,1 %o),cryptorchidieetdestest iculeshypoplasiques(1l ,4Voat

lieu de 2,I7o), 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

où tous les composants utilisés sont des (EMs (56 Vo 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 même, de nombreuses études ont

démontré que la majorité des (EMs possèdent la capacité de stimuler la multiplication des

cellules MCF-7, lignée cellulaire humaine caractéristique des tumeurs du sein (Soto el al., 1994,

Soto er aI., 1995, Sonnenschein et Soto, 1998, Andersen et al., 1999, Folmar et a1.,2002). De
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plus, une étude réalisée à 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).

Toutcs ces obsemalians tendent ù soulenir I'idée que I'omniprésence dcs (EMs dons

l'envbonnemenl humain pounait être responsable de certaines anomalies apparaissant chez

l'espèce humaine, touchant le système reproducteur oa les organes honnono-dépendant.

Néanmoins, certains (EMs comme les phytæstrogènes sont utilisées pour lutter contre les

cancers du sein et de la prostate. En fait, avant la ménopause, quand les taux en cestrogènes sont

élevés, les phytæstrogènes semblent avoir un effet protecteur contre les cancers du sein. Par

contre, après la ménopause, quand les taux en æstrogènes sont faibles, les phytæstrogènes

peuvent stimuler le développement d'un cancer du sein. Ceci s'explique par le fait que le

potentiel æstrogénique des phytæstrogènes étant assez faible, ils ne peuvent exprimer leur

activité æstrogénique que dans un environnement par ailleurs faible en æstrogènes (Ososki et

Kennelly, 2003). En ce qui concerne leur effet bénéfique sur le cancer de la prostate, il a étê

démontré, in vitro, que les phytæstrogènes peuvent inhiber la croissance des cellules cancéreuses

prostatiques (Ososki et Kennelly, 2003).

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

Le choix des poissons comme espèce de référence pour l'évaluation de la qualité des

écosystèmes 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 rôle majeur dans la chaîne alimentaire. Ils sont le lien entre les niveaux

inférieurs et supérieurs de la pyramide trophique dont l'homme est le sommet (Van der Oost er

al., 2003).Ils représentent donc, de ce fait, une voie non négligeable de contamination pour

I'Homme.

De plus, les espèces piscicoles font partie des espèces aquatiques les plus touchées par la

pollution des écosystèmes 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 mâles :

I féminisation totale de la population de poisson,

. ou féminisation partielle des mâles,

o ou bien simple déstructuration des gonades mâles.

Toutes ces perturbations peuvent aboutir à long terme à la disparition totale de l'espèce touchée.

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

La modification du sex-ratio en faveur des femelles a été observée dans différentes études

de laboratoire impliquant plusieurs espèces de poissons et trois (EMs: le 17 -æstradiol (E2), le

17 -éthinylæstradiol (EE2), et le 4-nonylphénol (NP) (Annexe 14) (Blâzquez et al., 1998,

Andersen et a1.,2003, Hill et Jan2,2003, van der Belt et a1.,2003, Chikae et at.,2004).

Ces études montrent qu'il existe une période particulière, incluant la phase de

différenciation sexuelle, pendant laquelle les animaux exposés peuvent se féminiser

complètement (Blâzquez et aI., 1998, Andersen et aI., 2003, Hill et Janz, 2003, Van der Belt et

al., 2003, Chikae et aI., 2004). En dehors de cette période, I'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 10mg/kg d'EE2 entre le 60et le 26}tè*jour après l'éclosion, la période de

différenciation sexuelle se situant entre 126 et le 2261è^' jour après l'éclosion, 80 %o de la

population présente un phénotype femelle. Par contre, quand ils sont contaminés entre le 48 et le

8gième jour après l'éclosion, seuls 62 Vo des animaux deviennent des femelles (Blâzquez et al.,

1998). L'inversion de sexe est possible chez les poissons car, même si le sexe de I'animal est

fixé génétiquement, c'est l'environnement hormonal qui va réellement induire I'expression des

phénotypes mâles ou femelles (Gimeno et aI.,1998a, Gimeno et aI.,1998b). Par conséquent, si

I'environnement hormonal est modifié pendant la période de différenciation sexuelle, le

phénotype développé peut être différent du sexe génétique.

De plus, chez certaines espèces piscicoles comme les poissons zèbres (Danio rerio),

l'inversion de sexe peut être réversible, à condition d'arrêter I'exposition au bon moment

(Andersen et aI., 2003). Ainsi, 20 jours après I'arrêt de l'exposition, avec I5,4 ngll d'EE2

pendant la période de différenciation des gonades, (entre le 20 et le 40iè*'jour après l'éclosion),
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seulement 30 Vo des poissons sont devenus des femelles, contre l0 %o de mâles et 60 Vo

d'animaux intersexes. Ces derniers présentent des gonades dont la structure semble intermédiaire

entre les phénotypes mâle et femelle. En fait, ceci résulte d'un début de retour à la normale dû à

I'absence d'(EMs entre le 40 et le 69ième jour d'expérimentation. Parcontre, si les animaux sont

exposés, sans intemrption, entre le20 et 60iè".jour après l'éclosion, alors I00 %o des animaux

développent un phénotype femelle irréversible (Andersen et a1.,2003).

D'autre part, ces études montrent que le potentiel æstrogénique (capacité à mimer les

effets des cestrogènes) de chaque toxique difÈre. Ainsi une concentration de 1 ngll d'EE2 est

suffisante pour induire le même effet que I pgA d'82 (une inversion de sexe), alors que pour le

4-NP 100 prg/l sont nécessaires (Hill et Jan2,2003, Chikae et a1.,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 isomères confondus) mesurées

atteignent respectivement des valeurs de 4,3 ng/l (Tableau 4) (Belfroid et al., 1999, Cargotët et

aI.,2004, Laganà et a1.,2004, Pawlowski et a1.,2004a) et del80 prg/l (Tableau 6) (Blackbum et

Vy'aldock, 1995). Pour l'E2, les concentrations obtenues dans I'environnement, entre n.d. et

27 ngll (Tableau 2) (Belfroid et al.,1999, Fawell et al.,20Ol, Kashiwada et a1.,2002, Cargouët

et aI., 2004, Laganà et al., 2004, Pawlowski et al., 2004a), sont inférieures à 1 pgÂ,

concentration nécessaire pour obtenir un effet.

Par conséquent, il est théoriquement possible d'obtenir des modifications du sex-ratio

chez certaines espèces de poissons dans l'environnement. Ceci semble confirmé par une étude

effectuée en 2001 sur douze sites répartis le long des côtes anglaises, puisqu'une légère

féminisation des anguilles vivipares (Zoarces viviparus) (52-60 7o de femelles) a été observée

(Matthiessen et al.,2OO2) dans une zone (Alde) proche de celle où un taux élevé de NPs, (180 pg/l)

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

La féminisation partielle des poissons mâles est, dans la majorité des cas, la conséquence

d'une transformation incomplète des gonades. Cette féminisation partielle peut concerner

I'architecture testiculaire etlou les cellules germinales. Dans les deux cas, les animaux intersexes

obtenus sont stériles.

I. B. - 2. 2. 1. Archilecture testiculaire

La féminisation partielle de l'architecture testiculaire peut, par exemple, aboutir à la

formation d'un oviducte à la place d'un canal défêrent. Ce type d'altération a été observé chez

des carpes exposées à de l'82 ou à un alkylphénol, le 4-tert-pentylphénol (4-TPP), durant

plusieurs semaines, soit 20, 30, 60 ou 90 jours à partir du 56ième jour après l'éclosion. Selon le

toxique impliqué et sa concentration, le nombre d'animaux concernés est différent. Ainsi, 100 Vo

des animaux exposés aux deux concentrations de E2 (9 et 23 pg/l), développent un oviducte et

ceci quelque soit la durée d'exposition (Annexe 15). Quant aux animaux exposés à du 4-TPP, le

nombre d'animaux présentant cette altération est, à la fois, dose-dépendante et durée-dépendante.

Ainsi, pour les trois concentrations de 4-TPP (36, 90 et 256 prgfl), les premiers oviductes

apparaissent quand les animaux sont exposés pendant 30 jours. Pour la plus faible concentration

(36pgD même après 90 jours d'exposition, seuls 50 Vo des mâles développent un oviducte. Par

contre, pour les deux concentrations élevées (90 et 256 ltgll), 100 Vo d'animaux sont atteints

après 60 jours d'exposition pour la concentration de 90 pg/l et après 30 jours pour la

concentration de 256 trrg/l (Gimeno et aL, 1998a). La différence entre ces deux toxiques résulte

de leur potentiel æstrogénique avec E2 > 4-'1PP.

Concernant les gobies (Acanthogobius flavimanus) contaminés pêchés à Forth, à Clyde, à

Tees et à Mersey, les altérations observées n'impliquent pas les gonades mâles, mais la papille

urogénitale. Cet appendice est un organe sexuel secondaire qui sert à déposer le sperme. Trente

trois à 75 Vo des mâles contaminés présentent une féminisation partielle de cet organe (Annexe

15). Cette anomalie est très 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 être induit par des concentrations d'E2 égales à 10, 100 et

-60 - Partie I. Analyse Bibliographique



1000 ng/l avec un nombre d'animaux atteints, dose-dépendant (14, 29 et 57 Eo, respecTivement)

(Matthiessen et aI., 2002).

læs concentrations en E2 retrorées dans les milieux aquatiques (n.d.-27 ngll,Tableat2)

confirment que le syndrome de MIPS puisse apparaître dans l'environnement. Quant à I'apparition

d'oviducte, l'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).

I. B. - 2.2.2. Cellules germinales

La féminisation partielle des gonades mâles 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 (Blâzquez et al., 1998,

Gimeno et al.,1998a, Gronen et a1.,1999, Hashimoto et aL.,2000, Ackermann et al.,2002,Kang

et a1.,2002, Matthiessen et a1.,2002, Yethaak et a1.,2002, Anderceî et a1.,2003, Hill et Janz,

2003, Solé et a1.,2003). Mais, dans certains cas, des petites zones ovariennes peuvent se former

où plusieurs oocytes sont rassemblés (Simpson et al., 2000). Cette féminisation des cellules

germinales mâles est possible car ces cellules sont dites bipotentes. Elles peuvent se différencier

aussi bien en oocytes qu'en sperrnatocytes, suivant la stimulation hormonale qu'elles reçoivent

(Gimeno et aI..1998a).

Poissons immatures

Pour certaines espèces de poissons telles que les bars de mer et les poissons zèbres, les

ovotestis (testicules contenant des oocytes) vont apparaître uniquement chez des animaux

immatures, et pendant des périodes particulières de leur développement :

. entre le 60iè" et le 260iè'" jour après l'éclosion, pour les bars exposés à de I'E2

(10 mg/kg) (Blâzquez et aL.,1998),

. entre le 1" et le 30iè" jour après la fertilisation, pour les poissons zèbres exposés à de

l'EE2 (15,4 ng/l) (Andersen et a1.,2003).
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Une exposition au-delà de ces deux périodes, n'induit plus le développement d'ovotestis. Pour

les bars, le fait que la phase de développement des testicule s (I26-226iè'" jour) soit incluse dans

la période d'exposition, laisse supposer que les oocytes obtenus sont bien le résultat d'une

féminisation partielle des gonades (Blâzquez et al., 1998). Par contre, dans le cas des poissons

zèbres, la période d'exposition se situant avant la phase de développement des testicules (23-

4gième jour), les oocytes observés seraient plutôt des reliquats de la phase hermaphrodite. En

effet, entre le 10iè'" et le 23iè'" jour après l'éclosion, tous les poissons zèbres développent des

ovaires. Puis au 23ième jour, les ovaires de la moitié de la population, entrentendégénér.escence

et des testicules les remplaçant. Les oocytes obtenus auraient réussi à perdurer du fait de la

présence de l'(EM (Andersen et a\.,20O3).

Chez les animaux atteints très jeunes, le développement d'ovotestis s'accompagne, dans

la majorité des cas, d'une inhibition ou d'une altération du développement gonadiqte (Blâzqluez

et al., 1998, Gimeno et aI., 1998a). Cependant, chez certaines espèces, des oocytes peuvent

apparaître alors que les testicules se sont développés normalement. C'est le cas, par exemple, des

poissons zèbres exposés à :

I de I'EEZ (15,4 ngll), entre la fertilisation de l'æuf et le 30iè'" jour après l'éclosion

(Andersen et al., 2003),

r du 4-NP (30 et 100 trrg/l), entre le 2iè'" jour et le 60iè" après l'éclosion (Hill et Janz,2OO3),

et des carrelets matures pêchés dans la partie de la baie de Tokyo polluée par des effluents

industriels et domestiques (Hashimoto et a\.,2000).

Dans le cas des poissons zèbres, 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

mâles (Andersen et a1.,2003, Hill et Janz,2003).

Poissons matures

Les ovotestis peuvent être aussi obtenus chez des animaux matures contaminés, pour

certaines espèces de poissons telles que les carpes et les médakas (Oryzias latipes). En effet,

lorsque des mâles matures de ces deux espèces sont exposés à de l'E2 (carpes : 1 prg/l pendant
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60 ou 90jours, médakas:29-463 ng/l pendant 25 jours), 25 à 100 Vo 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, I'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 etlou d'une inhibition de la spermatogenèse (Gimeno et al.,1998b, Kang et a1.,2002).

Ces observations ont conduit à I'hypothèse que le développement d'ovotestis, chez des poissons

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

Situatio n dans I' e nviro nnem e nt

D'après les études réalisées sur le terrain, les ovotestis sont le type d'altération

féminisante le plus répandu dans I'environnement (Annexe 16) (Hashimoto et aL.,2000, Simpson

et a1.,2000, Matthiessen et al., 2002, Yethaak et al., 2002, Solé er al., 2003). Pourtant, les

concentrations minimales nécessaires pour induire leur développement sont supérieures à celles

retrouvées dans I'environnement, sauf dans le cas particulier des médakas qui semblent

particulièrement sensibles à l'E2 (Tableau 4). En effet, 5 médakas mâles matures sur 8, exposés

à 29 ngfl d'E2, présentent des ovotestis (Kang et al., 2002). Quant aux carpes matures, la

concentration minimale en E2 ayant un effet est de 0,1prg/l (Gimeno et al., 1998b). Par

conséquent, pour ce type d'altération, la carpe semble être un poisson moins sensible. Toutefois,

des carpes matures ayant développé des ovotestis ont été trouvées dans l'environnement (Solé e/

a1.,2003). Ces poissons ont été pêchés à 23 km en aval d'une STEP, traitant à la fois des

effluents domestiques et 20-30 Vo d'efflaents industriels, c'est-à-dire dans un milieu riche en

plusieurs (EMs. Ces polluants, pouvant agir de manière synergique, peuvent alors posséder un

plus fort pouvoir æstrogénique, 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 I'environnement. Cette

hypothèse peut être étayée par des études de terrain où I'apparition d'ovotestis a pu être reliée à
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la présence de STEPs polluant les eaux de surface (Hashimoto et a1.,2000, Simpson et a1.,2000,

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

I. B. - 2. 3. Démasculinisation

Quand les poissons sont exposés à des (EMs, soit leurs gonades sont totalement ou

partiellement féminisées, comme cela a été vu précédemment, soit leur différenciation en

testicule est inhibée. Ce phénomène de démasculinisation apparaît aussi bien chez les jeunes

immatures que chez les poissons matures.

I. B. - 2. 3. 1. Démasculinisation d.es jeunes immatures

Ainsi, chez des carpes immatures exposées pendant leur phase de différenciation sexuelle

(entre le 50-70iè-" jour après l'éclosion) à du 4-TPP (36, 90,256 VgA), I00 Vo des animaux n'ont

pas différencié leurs gonades en testicules. Ce pourcentage tend à diminuer avec l'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 mâles 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.,I998a).

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

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

Exposition 50-70'è'" jaé 50-g0'è'" jaé 50-110iè'" jaé 50-140iè" jaé
pg/l 36 90 2s6 36 90 256 36 90 256 36 90 256
Indifférencié 100 100 100 70 30 0 20 0 000
+ oviducte 0 30 70 100 30 100 100 50 100 100
Normaux 0000500 0500
jaé : jours après l'éclosion.

Dans le cas des poissons zèbres exposés à du 4-NP, toujours pendant la phase de

différenciation sexuelle, I'apparition d'animaux possédant des gonades indifférenciées, se fait à

une concentration plus élevée par rapport à celle nécessaire pour induire l'apparition d'ovotestis.

En effet, une exposition à 30 pg/l induit, comme unique altération, l'apparition d'ovotestis (5 7o)
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alors qu'une exposition de 100 pg/I, induit, à la fois, I'obtention de I0 Vo de mâles indifférenciés

et l0 Vo 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).

I. 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 I'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 à des (EMs peut donc induire, dans les cas les plus sévères, la

déstructuration des lobules/tubules, accompagnée, dans certains cas, d'une réduction de

l'épaisseur de leur parois (Gimeno et al., 1998b, Flammarion et al., 2000) eVou à la

déstructuration des cystes qui peuvent disparaître (Gimeno et a\.,1998b, Kinnberg et a1.,2000,

Zaroogian et al.,20Ol,Islinger et aL,2003, Moncaut et aL.,2003).

ti

9 L'altération de ces ultrastructures s'accompagne souvent d'une déstructuration du tissu

interstitiel etlou du tissu épithélial. Ainsi, une hypertrophisation du tissu interstitiel peut être

observé chez des animaux exposés à de I'82 (> 1 mg/kg), de l'OP (>100 mg/kg) et du o,p'-DDT

(>30 mg/kg) (Folmar et aI.,200l,Zaroogianet al.,200l,Gillet aL,2002, Moncaut et a1.,2003).

Quant au tissu épithélial, différents niveaux d'impact peuvent être observés :

r soit tout le tissu est touché avec apparition de parties atrophiées, eVou fibrosées,

emplies de vacuoles (Gimeno et al.,1998b\,

o soit seules les cellules de Sertoli sont touchées : leur nombre s'accroît (Flammarion er

al., 2000),des corps résiduels peuvent apparaître en grand nombre dans leur

cytoplasme (Islinger et al., 2003) ou alors elles s'hyperplasient et desquament

(Christiansen et aI., 1998b, Kinnberg et aL.,2000).
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9 tu spermatogenèse est également altérée chez les animaux atteints adultes. Inhibée, elle

entraîne un blocage au stade de spermatogonie A et B (Gimeno et aI., 1998b, Gronen et aI.,

1999, Kinnberg et al., 2000, Folmar et al., 2001, Le Gac et al., 2001, Zaroogian et al., 2001,

Kang et al., 2002, Moncaut et a1.,2003, Pawlowski et al., 2004b). Par ailleurs des cellules

spermatiques nécrotiques peuvent être observées (Christiansen et al., I998b, Flammarion et al.,

2000, Folmar et al., 2001, Zaroogian et al., 200I, Pawlowski et al., 2004b). Celles-ci restent

incrustées dans le tissu épithélial jusqu'à ce qu'elles soient phagocytées par les cellules de

Sertoli (Christiansen et al., 1998b). Des corps résiduels apparaissent alors dans ces cellules

(Islinger et a1.,2003) etlou augmentent en nombre (Flammarion et a1.,2000). Paradoxalement, la

génistéine induit une accélération de la spermatogenèse (Bennetau-Pelissero et a1.,2001).

Toutes ces altérations sont dose-dépendantes et leur induction suppose souvent une

concentration minimale qui va dépendre du toxique impliqué et surtout de I'espèce de poissons.

Par exemple, avec l'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 I prg/l est nécessaire. Ce résultat

confirme que les médakas sont plus sensibles que les carpes.

D'autre part, chez les poissons matures, les phénomènes de démasculinisation ne sont pas

obligatoirement accompagnés de l'apparition d'ovotestis (Gimeno et al., 1998b, Gronen et al.,

1999, Kang et a1.,2002) ou d'un oviducte (Christiansen et al., 1998b, Flammarion et aL.,2000,

Kinnberg et al., 200O, Folmar et al., 200I, Le Gac et a1.,2001, Zaroogian et a1.,2001, Gill et aL,

2002, Islinger et aL.,2003, Moncaat et a\.,2003, Pawlowski er a\.,2004b). Ceci peut s'expliquer

par le fait que la concentration en toxique etlou son potentiel æstrogénique 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

même pas de phénomène de démasculinisation des testicules (Zaroogian et a1.,2001).

De plus, les concentrations généralement trouvées dans l'environnement sont inférieures

aux concentrations étudiées en 82, EE2, 4-NP, 4-OP et en pesticides capables d'induire ces

perturbations (Tableaux 2,4,6 et 1l). Par contre, si I'on considère la totalité des isomères de

NPs, ces altérations pourraient éventuellement être induites dans l'environnement puisque des

taux élevés ont déjà étédétecté (Tableau 6).
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I. B. - 2. 4. Reproduction

L'altération de la reproduction touche tout autant les mâles que les femelles, mais aussi

leur capacité à s'accoupler. Ainsi, une diminution, voir I'inhibition totale de cette capacité a été

observée chez des poissons tête de boale (Pimephales promelas) après des expositions à l0 et

100 ng/l d'EEz (Pawlowski et a1.,2004b).

I. B. - 2.4. 1. Les mâles

Chez les mâles, l'altération de la reproduction peut se traduire par la présence anormale

de sperme résiduel dans le canal défêrent (Folmar et al., 2001, Zaroogran et al., 2001), ou dans

les cas les plus graves, par une absence totale de production de sperme (Moncaut et a1.,2003,

Pedersen et al., 2003). Dans d'autres cas, c'est la spermatocrite (nombre de cellules par volume

de sperme) qui va être diminué (Gimeno et al., 1998b, Bennetau-Pelissero et a1.,2001).

Le nombre de mâles matures au moment de la période de reproduction peut également

être diminué lors d'une contamination par des (EMs (Gimeno et al.,1998b, Bennetau-Pelissero

et aI., 2001). C'est, par exemple, le cas, pour des bars de mer mâles contaminés avec 5 à

10 mg/kg deB2 : le pourcentage de mâles matures passe alors de 84 Vo (lots de contrôles) à 57 Vo

ou 54,5 Vo respectivement, pour les lots exposés (Blâzquez et al., 1998).

I. 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 à 500 ppm

de génistéïne par voie alimentaire. Trois animaux sur 19 présentaient des oocytes bloqués en phase

de pré-vitellogenèse et 3 autres étaient entrés en vitellogenèse (phase pendant laquelle le vitellus ou

" jaune d'æuf ", réserve nutritionnnelle de I'embryon, se constitue dans I'oocyte) plus tardivement

que les animaux des lots de contrôles (Bennetau-Pelissero et a1.,2001).
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Cependant, la majorité des altérations induites chez les femelles concernent plutôt leur

capacité à frayer et à pondre avec les observations suivantes :

M

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

adultes à 500 ppm de génistéïne (Bennetau-Pelissero et aL.,2001).

I Un" diminution du nombre de femelles de poissons zèbres pouvant pondre diminue

lorsque celles-ci sont exposées, pendant leur phase immature, à une concentration de 10 ng/l

d'EEz (Van der Belt et aL, 2003).

S tn" diminution du nombre d'æufs pondus reste la perturbation la plus répandue chez les

femelles (Gronen et al., 1999, Werner et al., 2002, Y an der Belt et al., 2003, Pawlowski et al.,

2004b). Dans les études réalisées par Van der Belt et al. (2003) et Pawlowsl<t et al. (2004b),la

concentration minimale d'exposition pour induire ce type d'altération, chez des poissons zèbres

et des poissons tête de boule, a été évaluée à l0 ng/l, dans les deux cas. D'autres part, l'étude

réalisée par Werner et al. (2003), montre que la diminution du nombre d'æufs pondus peut être

proportionnelle à la concentration en toxique. Le pesticide, I'esfenvalerate, fait en effet chuter le

nombre total d'æufs pondus de 103, à 7l et à 42 pendant la période d'exposition, pour des

concentrations respectivement de 2, 2l et I40 mg/kg, (Werner et al., 2002). Par contre, dans

d'autres études, la diminution du nombre d'ceufs pondus semble plutôt suivre une loi du tout ou

rien. En effet, dans l'étude de Gronen et al. (1999), quelle que soit la concentration d'OP

employée (20, 41,74,230 ppb) lors de I'exposition des médakas, le nombre d'æufs pondus passe

de 61,6 æufs/jours chez les animaux contrôles à 34,5 + 2,5 æufs/jours chez les animaux exposés.

Dans cette étude, les couples formés étaient composés de femelles saines et de mâles

contaminés. Les résultats obtenus pourraient, par conséquent, être le résultat d'une diminution de

la capacité, des mâles contaminés à stimuler le phénomène de ponte chez les femelles, capacité

qui chuterait de manière identique chez tous les mâles contaminés (Gronen et aL,1999).

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

Enfin, dans certains cas, la fertilisation des æufs peut aussi être altérée suite à la

contamination des mâles (Gronen et al., 1999, Kang et al., 20O2) ou des deux géniteurs

(Pawlowski et al., 2004b) par un (EM. Ainsi, par exemple, chez les médakas mâles, le taux de
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fertilisation des æufs chute quand ils sont exposés à la concentration élevée de 463 1tgll en E2

(Kang et a1.,2002). Cette fertilisation peut même être complètement inhibée. C'est le cas pour

les poissons tête de boule matures exposés à 100 ng/l de EE2 (Pawlowski et a1.,2004b). Cette

diminution de la fertilisation des æufs est sûrement la conséquence des altérations induites sur la

capacité de reproduction des mâles (diminution de la production de spenne, etc) etlou des

femelles (diminution du nombre d'æufs pondus, etc).

I. B. - 2. 5. Effets tératogènes

Différents niveaux d'impacts sont observables chez la progéniture d'animaux

contaminés. Ainsi, I'exposition des géniteurs à des (EMs peut induire une augmentation :

r de la mortalité des ceufs : avec 10 ng/l d'E,82, 500 ppm de génistéïne ou avec 10 à

20pg[ de phytæstérols de bois (Bennetau-Pelissero et a1.,2001, Hill et Jan2,2003,

Nakari et Erkomaa, 2003),

r de la mortalité des larves : avec 10 prg/l de phytæstérols de soja,20-230 ppb de 4-OP,ou

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

Erkomaa, 2003).

De plus, le processus d'éclosion des æufs peut aussi être altéré. C'est par exemple le cas

chez les poissons zèbres quand la génération F0 est contaminée en présence d'une concentration

supérieure à 1 ng/l d'F,E.2, à 10 pgn de phytæstérols de bois, ou à 30 pg4 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'æufs, etc) a également été observée chez la progéniture d'animaux contaminés avec 20 à

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 pgn de 4-NP durant 10 j/mois pendant 4 mois, 12-776 Vgnlj de

di-n-butylphtalate jusqu'à la différenciation sexuelle) (Patyna et Cooper, 2000, Schwaiger et al.,

2002). Paradoxalement, les phytæstostérols de bois, induisent une masculinisation de la

génération Fl, 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 l'acquisition de la nage

qui sont perturbées (diminution suite à une exposition des géniteurs avec 1 et 10 ngll EE2, ol

30 et 100 pg/l de 4-NP) (Hill et Janz,2003).

A I'exception des effets induits par 0,1 et I ng/l deEE2 sur l'éclosion et I'acquisition de

la nage, chez des poissons zèbres, les concentrations induisant des effets tératogènes sont

supérieures à celles présentes dans I'environnement (Tableaux 2,4-ll).

I. B. - 2. 6. Effets sur d'qutres organes

I. B. - 2. 6. I. Anornalins observées

Des anomalies peuvent aussi apparaître dans d'autres organes, tels que les reins, la rate et

le foie, suite à une exposition à certains (EMs (Schwaiger et aI., 2000, Folmar et aI., 2001,

Islinger et a\.,2003, Pawlowski et a\.,2004b):

ll

9 fæs lésions 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 apparaître. De plus, l'accumulation

d'une substance éosinophile peut être observable dans les tubules rénaux et dans les sinusoïdes au

niveau de la tête du rein.

I Oun, la rate, des hémorragies ainsi qu'une prolifération massive et une hypenrophie des

cellules réticuloendothéliales peuvent apparaître. Par ailleurs, ces cellules présentent des

phagocytes contenant aussi du matériel éosinophile.

$ rc, 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 dépôts de glycogène. Ces anomalies traduisent

une augmentation de la synthèse protéique dans cet organe. De plus, du matériel éosinophile peut

apparaître dans le cytoplasme de ces cellules.
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I. B. - 2. 6.2. Cause de ces anomalies

Ces altérations sont la conséquence de la production anormale de vitellogénine chez les

mâles contaminés par des (EMs. Cette protéine est le précurseur des composants du vitellus ou

'Jaune d'ceuf', spécifique des femelles ovipares. Après sa synthèse hépatique, la VTG est

transportéejusqu'aux ovaires où elle est incorporée par les oocytes.

Chez les mâles contaminés, faute d'oocytes, elle s'accumule dans les reins, la rate etle

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 morl de

I'animal. Ainsi, dans l'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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I. C. I^a vitellogénine : Biomarqueur d'exposition

La détection d'une pollution peut se faire par des méthodes physico-chimiques etlou par

des méthodes biologiques.

Dans le cas des (EMs, les méthodes physico-chimiques employée pour détecter chaque

substance sont différentes, complexes et coûteuses (traitement de l'échantillon, extraction,

technique d'analyse...) (Font et al.,1996, Ingelse et aL,2001, Lambropoulou et Albanis, 2001,

Dias et al.,2002,Inoue e/ a\.,2002, Brossa et aL.,2003, Kawaguchi et al.,2004,Laganà et aI.,

2004, Yerweij 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, à elles seules, d'évaluer les risques. En

effet, ces méthodes quantifient les polluants présents dans les différentes matrices telles que

l'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 etlou physiologique) lié à I'exposition ou aux effets dus à ce polluant

(Peakell, 1994). Par conséquent, les résultats obtenus vont intégrer tous les paramètres

influençant I'action du toxique sur I'organisme touché (biodisponibilité du polluant, capacité de

pénétration dans l'organisme, potentiel æstrogénique du toxique, sensibilité de I'animal, etc). Par

ailleurs, l'existence d'un biomarqueur d'exposition commun à tous les (EMs rendrait son

utilisation d'autant plus avantageuse. La production anormale de VTG par les poissons, mâle ou

immature est un biomarqueur répondant à I'ensemble de ces caractéristiques (Arukwe et

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

L C. - 1. 1. Vitellogenèse

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

des æufs qui sont libérés dans l'eau. Ils ne possèdent donc pas de lien avec la mère, entre autres

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

d'æuf ". Elle est constituée pendant la phase de vitellogenèse. Six phases composent le

développement des oocytes (Tyler et Sumpter, 1996):

o L'oogenèse : Passage du stade oogonies à oocyte I après la première division méiotique.

r La croissance de I'oocyte primaire : Cette étape se caractérise par une intense synthèse

d'ARNm, par l'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 étape, les oocytes dans la phase folliculaire pendant laquelle les couches cellulaires

denommées granulosa et thèque se forment autour de la zona radiata.

o 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 vitellogenèse, ces structures migrent vers la périphérie de I'oocyte et au

moment de la fertilisation, elles sont libérées dans l'espace péri-vitellin.

r La vitellogenèse : 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).

r La maturation : les évènements essentiels composant cette étape sont l'éclatement des

vésicules germinales qui indiquent I'arrêt de l'accumulation de VTG et I'hydratation des

æufs chez certaines espèces de poissons marins comme le bar de mer (Dicentrarchus

labrax).

r L'ovulation.
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L C. - I. 2. Nature de Ia vitellogénine

La VTG est une phospholipoglycoprotéine constituée, pour les poissons téléostéens, de

20 %o de lipides (triglycérides et cholestérol) et de 0,6 7o de phosphate, (Tao et a1.,1993, Yaron,

1995, Roubal et al., 1997, Heppell et Sullivan, 1999). Elle contient, également un ou plusieurs

atomes de calcium selon I'espèce considérée (Yeo et Mugiya, 1997). Al'état natif, la VTG est

une protéine dimérique. Selon les espèces, la masse moléculaire du dimère varie entre 340 et 510

kDa, et la masse moléculaire du monomère dénaturé et dépourvu de lipides varie de 130 à 180

kDa (Tyler et Sumpter, l990a,Tao et al., 1993, Mafrands et al., I994b, Roubal et al., 1997,

Heppell et Sullivan, 1999, Johnsen et a\.,1999). Le dimère est stabilisé par des ponts dissulfures.

Quant au monomère, il possède également des ponts dissulfures intra-chaîne (Brion et aL.,2000).

Selon les espèces, jusqu'à deux molécules de VTG différentes peuvent être produites.

Ces deux molécules peuvent être synthétisées à partir du même gène ou de deux gènes différents

(Bowman et a1.,2000). Dans la majorité des cas, le deuxième gène est issu d'une réplication du

premier et résulterait d'une adaptation apparue au cours de l'évolution de l'espèce. Leur

composition en acides aminés diffère donc peu même lorsque les deux molécules sont issues de

deux gènes. Dans le cas des protéines issues d'un seul gène, la différence peut être due à une

transcription du gène dissemblable ou à des transformations post-transcriptionnelles distinctes.

L C. - 1. 3. Synthèse 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

synthèse peut-être stimulée par différentes substances endogènes : les æstrogènes et plus

précisémentle l7 ftæstradiol (E2), qui sont les inducteurs majoritaires, ainsi que la prolactine ou

encore la GH (Growth Hormone pour hormone de croissance) (Fukada et a1.,2000).

Après sa synthèse dans les ovaires, l'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, l'E2 se lie à un

récepteur cytoplasmique spécifique RE (Récepteur aux æstrogènes). 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 (Rollerovâ et Urbancikovâ, 1999). Le complexe récepteur-hormone

ainsi activé migre vers le noyau où il pénètre 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 (Estrogènes). Cette liaison induit une modification de la structure

conformationnelle de I'ADN et provoque I'activation de la transcription du gène de la VTG

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

Figure 3 : Stimulation de la synthèse de la vitellogénine (VTG) par le 17 ftæstradiol (E2), dans

un hépatocyte femelle. REa et REi : Récepteur aux æstrogènes actif et inactif ; ERE : Elément de

réponse aux æstrogènes ; HSP : Protéine chaperon (ou Heat Shock Protein) (Pakdel et al.,1991,

Arukwe et Goksoyr. 1998).

L C. - 1.4. Le récepteur aux æstrogènes

Deux formes de récepteurs spécifiques des æstrogènes ont été identifiées chez plusieurs

venébrés dénommés RE (Walter et al., 1985) et RE (Kuiper et al., 1996, Mosselman et aI.,

1996, Tremblay et al., 1997). Chez les poissons téléostéens, ces deux formes seraient également

présentes (Tchoudakova et al., 1999, Xia et al., 1999, Bowman et al., 2002), récemment une

troisième forme a été découvefie chezles craokers de I'atlantique : le RE (Hawkins et aL,2000).
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La structure des récepteurs REs semble être identique chez tous les vertébrés, elle

comprend les domaines suivants :

r Domaine AlB: partie N-terminale variable,

r Domaine C, zone de liaison avec I'ADN : région centrale hautement conservée,

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

c Domaine F : petite paftie C-terminale très peu conservée.

La différence entre les domaines E des récepteurs REs peut expliquer en partie le fait que

l'affinité de chaque récepteur pour les æstrogènes (Kd) diffère d'une espèce de poisson à I'autre

(Tableau l2). Quant à la capacité de liaison spécifique (B,n*), qui traduit le nombre maximal de

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

Tableau 12 : Constante de dissociation (K6) et capacité de liaison spécifique (B,n*) des récepteurs

cytosoliques hépatiques femelles spécifiques des æstrogènes (Andreassen et Korsgaard, 2000)

I I ], (Kloas et al., 2000) [2], (Latonn eTle et al., 2002a) [3] et (Toilesfen er al., 20oz) l4l.

Espèce Kd (nM) 8,,* (fmol/mg) Référence
Anguille (Zoarces viviparus) :  l , l

(pmol/g de foie)
:2 ,9

(pmol/g de foie) t l l

Esturgeon de Sibérie (Acipenser baeri) 7,9 0,029 nM
Saumon (Salmo salar) : 3 , 1 . 7 )  ) t4l
Truite arc-en-ciel : 4 , 4 :96 ,6 t4l

1 ,3 0 ,1 I  nM t3l

La synthèse des REs est autorégulée par les æstrogènes. L'induction de la synthèse des

REs, est identique à celle de la VTG. Un niveau basal de REs dans le cytoplasme des hépatocytes

de poissons femelles permet la fixation des premières molécules d'cestradiol (Pakdel et al., 1991,

Bowman et a1.,2002). La cascade de réaction aboutit à la production d'autres REs qui fixeront, à

leur tour, d'autres molécules d'æstrogènes (Flouriot et al., 1996).

Cette activation du gène des REs est antérieure à celle de la VTG. Selon les espèces, le

décalage, entre le niveau maximum de transcription des deux gènes, peut varier entre 36 et 42 h

pour les bars " largemouss " (Micropterus salmoides) (Bowman et a1.,2002) et l2 jours pour les

truites arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) (Pakdel et al., l99l). L'activation précoce de la

transcription du gène des REs serait due à son affinité plus élevée vis-à-vis de l'æstradiol que
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celle du gène 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 gène des REs

requiert une concentration en E2 inférieure à 0,5 nM alors que la concentration minimale pour

induire la transcription du gène de la VTG est de I nM (Flouriot et al.,1996). En outre, le passage

de la transcription du gène des REs à celui de la VTG est dû au fait que le gène des REs sature

plus rapidement. Ainsi, après la saturation du gène du RE, c'est le gène de la VTG qui est activé

(Flouriot et al.,1996, Bowman et aL.,2002).

D'autres part, l'æstradiol agit sur la stabilité de I'ARNm des REs. Cet effet stabilisateur

est également valable pour I'ARNm de la VTG : en présence deE2,1es demi-vies des ARNm du

RE et de la VTG sont de 14 et29 h ; en absence deE2 (depuis 36 h), ces demi-vies sont réduites

à 4 et l0 h, respectivement (Flouriot et al.,1996).

L C. - 1. 5. Régulation hormonale de la synthèse de VTG

La production des cstrogènes est également régulée hormonalement chez les poissons

par une gonadotrophine, la GtH I (Gonadotrophin Hormone I). Cette hormone est I'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 à une stimulation

hormonale hypothalamique via la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) (Arukwe et

Goksoyr, 1998, Schwaiger et Negele, 1998), elle a pour rôle de stimuler la croissance des

oocytes. Après synthèse, la GtH I est sécrétée dans la circulation sanguine jusqu'aux ovaires.

Chezla majorité des poissons téléostéens tels que la truite arc-en-ciel, cette horrnone agit à la

fois sur les cellules de la thèque 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 thèque. La testostérone diffuse dans les cellules

de la granulosa où elle est transformée en æstradiol par I'aromatase, cette enzyme étant

préalablement activée par la GtH I (Yaron, 1995, Galas et al., 1999). Chez la carpe, cette cascade

de réaction, aboutissant à la production de l'æstradiol, a lieu dans le même type de cellules : les

cellules folliculaires. En effet, chez cette espèce de poisson, les cellules folliculaires ne se

dédifférencient pas en thèque et en granulosa comme dans le cas des truites ou des autres
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vertébrés (Galas et aL.,1999). Parailleurs, les cellules folliculaires possédanttoutes 1'aromatase,

la testostérone est transformée in situ en æstradiol (Epler et al.,1997).

La GtH I agit également sur la VTG induisant son incorporation dans les oocytes (Kime

et al., 1999), jusqu'à I'obtention d'une taille critique, spécifique de I'espèce (Reis-Henriques et

al., 2000). Ce processus est déclenché par la VTG, elle-même. En effet, à pafiir d'une

concentration précise de VTG stockée dans les oocytes, I'aromatase impliquée dans la

production de l'æstradiol est inhibée (Reis-Henriques et a1.,2000) induisant la décroissance du

taux d'æstradiol au profit de la testostérone, et donc la diminution de la synthèse hépatique de

VTG (Kime et al..1999\.

L C. - 1. 6. Devenir de la VTG

Après synthèse 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

après fixation sur des récepteurs membranaires spécifiques de la VTG (Maflan6s et at., 1997).La

VTG y est alors clivée en deux types de protéines (Tyler et Sumpter, 1996) :

r des lipoprotéines : les lipovitellines I et II,

r des phosphoprotéines : la phosvitine et les phosvettes.

Ces différentes protéines entrent dans la composition du vitellus ou " jaune d'æuf ",

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

aminés, de lipides, de calcium et source d'énergie) (Tyler et Sumpter, 1996).

I. C. - 2. Biomarqueur des æstrogènes mimétiques

La VTG peut être utilisée comme biomarqueur des (EMs car la contamination de poissons

mâles ou immatures par ces toxiques, va en induire une production anormale (Arukwe et Goksoyr,

1998, Schwaiger et Negele, 1998, Kime et al., 1999). Les mâles et les jeunes immatures possèdent

le gène de la VTG, mais ils ne produisent pas suffisamment d'æstrogènes pour stimuler sa

transcription (Kime et al.,1999).
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Les (EMs peuvent se lier aux récepteurs spécifiques de æstrogènes (REs), et ainsi induire

les cascades de réactions contrôlées par les complexes E-RE comme celles qui aboutissent à la

synthèse de la VTG.

La production anormale de VTG par les poissons mâles et les jeunes immatures des deux

sexes implique donc que ces animaux possèdent des récepteurs REs. Plusieurs études ont

démontré la présence d'un taux basal de REs dans le cytosol des hépatocytes de poissons mâles

(Tableau 13) (Kloas et al., 2000, Tollesfen et al., 2002). Les valeurs des constantes de

dissociation (Kd) et des capacités de liaison spécifique (B^*), des récepeurs REs de mâles,

indiquent que I'affinité de ces récepteurs est deux fois inférieure à celle des REs de femelles.

Cette différence est due au taux basal d'æstrogènes qui est plus élevé chez les femelles

(Tollesfen et al., 2002). En présence d'(EMs, les valeurs de Kd et de 8,,* des REs de mâles

augmentent pour atteindre des valeurs 3 fois supérieures à celles des femelles (Andreassen et

Korsgaard, 2000) traduisant la stimulation de la synthèse des REs et l'augmentation de leur

activité chez les mâles contaminés.

Tableau l3 : Constante de dissociation (Ko) et capacité de liaison spécifique (B,no) des récepteurs

cytosoliques hépatiques mâles spécifiques des æstrogènes (Andreassen et Korsgaard, 2000) [],

(Kloas et a1.,2000) [2] et (Tollesfen e/ a1.,2002) l3l.

Espèce Kd (nM) B*n, (fmollmg) Référence

Anguille vivipare : 0,6 (pmol/g de foie) : 1,7 (pmoUg de foie) t l l
traité : 3,1 (pmol/g de foie) traité : l0 (pmol/g de foie)

Carpe : 1 , 4 :  18,9 I2l
Saumon :2 ,8 . ) ' 7 4 t3l
Truite . ) \ : 50,3

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

Malgré leurs structures chimiques très différentes, les (EMs possèdent, pour la plupart, la

capacité de se lier aux récepteurs REs. L'affinité de chaque (EM peut être mesurée par I'aptitude

du toxique à déplacer la liaison cestradiol-récepteur. Ainsi, par exemple, I'affinité de la

génistéïne pour le RE d'esturgeon (ICso-220 nM) est deux fois supérieure à celle pour le RE de

truite (IC5s=570 nM) (Latonnelle et aL.,2002a). Par ailleurs, chaque toxique possède une affinité

t3l
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propre pour chacun des REs. D'après les résultats repris sur 4 études effectuées sur 5 espèces de

poissons, dont 4 ovipares et une espèce vivipare (Annexe l8) (Andreassen et Korsgaard, 2000,

Kloas e/ a1.,2000, Latonnelle et a|.,2002a, Tollesfen et a1.,2002), l 'affinité des (EMs peuvent

être classés, pour chaque RE, de la manière suivante :

o RE de la carpe :82 > El >> BPA > 4-OP > TCB > DEP > 4-NP >> p,p'-DDT (Kloas er

a\.,2000),

a RE du saumon et de la truite: E2 > EE2 > El > Gen, Tnn >> 4-OP, o,p'-DDT , 4-NP

(Tollesfen et al., 2002),

r RE de la truite :82> Form >Gen >> Equol > Diad > Bio A (Latonnelle et a1.,2002a),

o RE de I'esturgeon : E2 > Gen > Form >> Equol > Diad > Bio A (Latonnelle et a1.,2002a),

a RE de I'anguille vivipare :82> p-NP,4-OP (Andreassen et Korsgaard,2000).

De ces résultats se dégage, le fait, qu'il existe deux types d'(EMs : à forte et à faible affinité. Les

(EMs à forte affinité regroupent des analogues stéroïdiens, naturels ou de synthèse : El, F,EZ,

quelques phytæstrogènes (génistéïne, formonométine) et des mycæstrogènes (zéaralénone). Quant

aux (EMs à faible affinité, ils regroupent quelques phytcestrogènes (équol, diadzéTne et biochanine

A) et certaines substances anthropiques : les alkylphénols, le bisphénol A, certains phtalates

(diéthylphtalate), certains PCBs (3,3', 4,4' tichTorobiphényle) et quelques pesticides (p,p'-DDT

et o,p'-DDT).

L'affinité des (EMs pour un RE, donne donc une idée de leurs potentiels æstrogéniques.

Mais elle ne reflétera pas, à elle seule, la situation dans l'organisme entier. En effet, des facteurs

toxicocinétiques comme la bioaccumulation et le métabolisme peuvent également influer sur le

potentiel æstrogénique. Par exemple, la métabolisation d'une substance peut considérablement

diminuer son potentiel æstrogénique. C'est le cas pour la formonométine qui, injectée à des

esturgeons immatures, n'induit aucun effet (LatonneTle et a\.,2002b). Pourtant, elle présente une

affinité élevé pour le RE d'esturgeon (Latonnelle et al., 2002a) et est capable d'induire la

synthèse de VTG in vitro. Inversement, dans le cas de la génistéine, son affinité pour le RE

n'explique pas son potentiel æstrogénique élevé chez I'esturgeon. En effet, son affinité pour le

RE d'esturgeon n'est que deux fois supérieure à son affinité pour le RE de truite arc-en-ciel.

Pourtant, invivo,le potentiel æstrogénique de la génistéïne chez 1'esturgeon est 50 fois supérieur

à celui observé chezla truite arc-en-ciel (Latonnelle et a1.,2002a).
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Par conséquent, tous les tests de screening, comme par exemple le yeast receptor assay

(Folmar et al., 2002, Cargoaët et al., 2004, Pawlowski et aI., 2004a) évaluant le potentiel

æstrogénique d'une substance via son affinité pour un type de RE (humain ou d'une espèce de

poisson spécifiquement), ne traduiront pas forcément la réalité, du problème dans

I'environnement (Kloas et a\.,2000, Folmar et aL.,2002).

I. C. - 2. 2. Transcrtpfion des gènes du RE et de la VTG
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Figure 4 : Activation de la transcription des gènes du RE et de la VTG de truite arc-en-ciel. Les

hépatocytes ont été traités pendant 24 h avec I pM de E2 en présence ou en absence d'(EMs

(Flouriot et al., 1995\.

ARNn de la
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La liaison des (EMs avec les récepteurs REs, induit leur activation de la même manière

que les cestrogènes. Cette activation aboutit à la transcription du gène des REs puis, plus tard, à

celui de la VTG.

Ainsi d'après l'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 gènes du RE et de la VTG chez des hépatocytes de truite arc-en-ciel,

contrairement au pentachlorophénol (Figure 4) (Flouriot et al., 1995). Ce composé est un

antagoniste du récepteur RE.

D'autre part, cette étude montre que le Chlordecone est l'(EM qui a le plus fort potentiel

æstrogénique, celui-ci étant équivalent à celui de I'cestradiol. Au contraire, le 4-NP est l'(EM qui

a le plus faible potentiel æstrogénique:la concentration de 4-NP testée (10 UM) induit une de

synthèse d'ARNm de VTG correspondant à peine à 5 7a de celle induite par I trrM de E2

(Figure 4) (Flouriot et al.,1995).

Par ailleurs, le décalage entre la transcription des ARNm du RE et de la VTG diffère

selon l'(EM concerné. Pour I'E2 et le Chlordécone, les temps de latence sont de l-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: 5-6h pour le RE et 10-14 h pour la VTG. De plus, ces deux

substances ne sont pas capables de déplacer la liaison entre 1'82 et le RE. Ceci indique donc que

ce ne sont pas ces molécules qui activent directement le RE mais plutôt leurs métabolites. Quant

au nonylphénol, son action sur f induction de la synthèse des ARNm, s'effectue sur une période

plus courte. Le maximum de synthèse est atteint en 5 h contre l2 h pour l'82 et le Chlordécone

et 20-25 h pour I'Aroclor et le Lindane. De plus, son action diminue également très rapidement.

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

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

Plusieurs études réalisées sur diverses espèces piscicoles ovipares confirment que la

production anormale de VTG par les mâles et les jeunes immatures, est le biomarqueur commun

à tous les (EMs (Annexes 6). Les quantités de VTG produites sont proportionnelles à la

concentration en toxique (Gimeno et al., 1998a, Gimeno et al., 1998b, Routledge et al., 1998,

-82 - Partie I. Analyse Bibliographique



Arukwe et a\.,2000, Kinnberg et al., 2000, Bennetau-Pelissero et a\.,2001, Le Gac et al., 2001,

Madsen et al., 2002, Tilton et al., 2002, Van der Belt et a1.,2003, Pawlowski et al., 2004b) et à

la durée d'exposit ion (Le Gac et a1.,2001, Madsen et a1.,2002, Pedersen et a1.,2003).

Cette stimulation anormale de la production de VTG est réversible. En effet, les quantités de

VTG produites diminuent après I'arrêt de la contamination : soit après métabolisation etlou

élimination du contaminant (Folmar et a\.,2001, Andersen et a\.,2003), soit après éloignement

de la zone polluée (Okoumassotn et al., 2002). Une action synergique des différents (EMs se

répercute aussi sur la production anormale de VTG (Routledge et al., 1998, Arukwe et a1.,2000).

La détection de la VTG plasmatique chez les poissons pêchés après le rejet des STEPs

dans les eaux de surface traduit donc le potentiel æstrogénique 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, perrnet aussi d'étudier la dispersion de la contamination dans les

eaux de surface (Flammarion et al., 2000, Hashimoto e/ al., 2000, Fawell et al., 2001,

Okoumassotn et al., 2002, Yethaak et al., 2002, Hemming et al., 2004). Cette détection permet

également d'anticiper les problèmes pathologiques (EMs dépendants. En effet, la production

anormale de VTG apparaît pour des concentrations plus faibles d'(EMs que celles induisant les

pathologies (Christ iansen et a\ . ,1998b, Gimeno et a1.,1998a, Gimeno et al . ,  1998b, Hashimoto

et al., 2000, Kinnberg et al., 2000, Bennetau-Pelissero et al., 2001, Folmar et al., 2O01, Le Gac

et a\.,2001, Ackermann et a1.,2002, Villeneûve et a1.,2002, Andersen et a1.,2003, Van der Belt

et al., 2003, Pawlowski et aL.,2004b). Par exemple, chez les poissons tête de boule contaminés

avec de 7'882, I'inhibition de la spermatogenèse apparaît au-delà de l0ng/l alors que la

production de VTG est stimulée dès l ng/l et devient significative à partir de 3 ng/l (Pawlowski

et a1..2004b\.
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I. D. Détection de In production anoftnale de VTG

Différentes méthodes de dosage de la VTG ont été développées ces dernières années pour

détecter et quantifier la production anormale de VTG chez les mâles et les jeunes immatures

pour diverses espèces piscicoles. Ces méthodes peuvent être classées en deux catégories : les

méthodes indirectes et les méthodes directes (Schwaiger et Negele, lgg8).

I. 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 intègrent plusieurs facteurs autres

que la production de VTG. De plus, pour certaines espèces de poissons, le seuil l imite de

détection est élevé. Par exemple, le dosage de calcium présente une corrélation avec la

production de VTG seulement quand celle-ci est supérieure à I 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 vitellogenèse (Tyler et a\.,1996). Cette méthode

d'évaluation de la production de VTG ne peut donc pas être employée pour cette espèce.

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 synthèse à l'aide de moyens immunologiques ou de biologie moléculaire.
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I. D. - 2. L Méthodes électrophorétiques

Les molécules de VTG de chaque espèce de poissons sont caractérisées par leur poids

moléculaire (monomères et dimères). Ces caractéristiques peuvent être 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 après la migration, sont alors

estimées par densitométrie (Allner et al., 1999).

Cette technique ne requièn que I pl de plasma. Ce qui permet l'étude des espèces 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 être analysés est limité (Allner et al., 1999).

Certaines études associent cette technique électrophorétique avec une technique de

Western blot (Schmi eder et al., 2000). Après la migration des protéines dans le gel, celles-ci sont

transférées sur une membrane de manière à les rendre accessibles aux Acs anti-VTG. La

concentration protéique de la VTG est, également, estimée par densitométrie. Cette technique

perrnet 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

I. D. - 2.2. l. Principe général

Les méthodes immunologiques utilisent la liaison spécifique qui existe entre un anticorps

(Ac) et son antigène (Ag).

Les Ac sont des molécules produites par le système immunitaire en réponse à une

agression extérieure : ils sont synthétisés lors de la réponse humorale par des lymphocytes B

après que ces derniers aient été activés par l'Ag. Le premier rôle 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 système 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. Ils diffèrent à la fois par leur rôle 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 zèbre, de poisson tête de boule et d'omble de I'arctique (Salvelinus alpinus). Jusqu'à 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 à chaque laboratoire (Tyler et Sumpter, 1990b,

Maflands et al., 1994a, Lomax et al., 1998, Heppell et Sullivan, 7999, Johnsen et al., 7999,

Fenske et a\.,2001). Après l'étape d'immunisation, le sang de I'animal est régulièrement 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 a1.,2001), soit après purification des Acps

(Tyler et al.,1999, Mylchreest et a\.,2003, Ohkubo et aL.,2003).

L'avantage principal de ces Acps est dû à leur méthode de production peu onéreuse et

très rapide. En effet, ils sont obtenus 2 à 3 mois après I'immunisation initiale. De plus, de

grandes quantités d'Acps peuvent être produites à partir du sérum d'un animal

immunisé (environ l0 mg/ml). Cependant, dans les échantillons d'Acps obtenus, seule une faible

proportion d'immunoglobulines (0,1 à l0 Vo) sera spécifique de I'Ag avec lequel I'animal a été

immunisé. En outre, 1'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 immunogènes de la protéine, obtenu à chaque 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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Anticorps 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 a\.,2000, Folmar et a\.,2000, Marx

et a\.,2001, Kordes et aL.,2002, Nishi er a1.,2002).

Les protocoles de production des Acms sont plus complexes que ceux des Acps. Ils

diffèrent légèrement selon 1'Ag bien que leur trame soit identique et que leur mode de production

soit toujours basé sur le premier protocole développé par Kôhler et Milstein, en 1975. Les

animaux utilisés sont des souris femelles. Comme pour la production des Acps, les animaux sont

immunisés à plusieurs reprises par injections intrapéritonéales espacées de2à 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) à I'aide d'un agent de fusion, le PEG (polyéthylène glycol). Une première 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, l98l) ou bien le HAZ (composé d'Hypoxanthine et d'Azaserine) (Marx er

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 à la fois de la capacité des splénocytes à produire

des Acs spécifiques et de I'immortalité des myélomes (Kôhler et Milstein, 1975, Galfré et

Milstein, 1981, Roitt et al., 1997, Melchior et a1.,2001). Ces qualités permettent donc que la

production des Acms soit continue pendant un temps indéfini. En outre, ces cellules peuvent être

congelées et remises en culture sans être altérées. Par conséquent, pour une lignée d'hybridome

donnée, il existe une source constante, reproductible et renouvelable du même Acm en grande

quantité. Enfin, un avantage supplémentaire des Acms est que les tests immunologiques utilisant

le même 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.

I. D. - 2. 2.2. RIA (Radioimmunoassay)

La première 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 r2s 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 être tracée.

A partir de cette courbe d'étalonnage, la concentration en VTG d'un échantillon plasmatique

peut être estimée.

Cette technique est très spécifique et très précise. La gamme de concentration est

comprise entre 2 nglml 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 à I'utilisation d'éléments radioactifs et du matériel nécessaire à leur détection. Cette

utilisation rend ces techniques coûteuses. De plus, leur mise en oeuvre implique la possession, en

plus des appareils spécifiques, des locaux protégés, du personnel spécialisé et l'obtention

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

I. 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 être 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
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substrats spécifiques sont fournis à 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).

Indirect

ELISA

Compétitif CaptureSandwich

Etape I : Tapissage des plaques

Etape 2: Saturation des sites non-spécifiques

Etape 3

Etape 4 : Ajout de I'anticorps marqué

Etape 5 : Ajout du substrat et révélation

VTG

BSA
Protéine
plasmatique

Figure 5 : Les différentes étapes constituant

sandwich et caDture.

les quatre méthodes ELISA, indirect, compétitive,

Légendes: A A VTG marquée

I Ac anti-VTG lié
Âaa" rav rG

À n. anti-VTG

Ac anti-VTG
marqué

3l Ac anti-Ig

f, ec anti-tg marqué
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ELISA indirect

Dans la méthode indirecte, les échantillons à analyser et les solutions standard de VTG

sont directement déposés au fond des puits (Figure 5). Puis, après une étape de saturation des

sites non-spécifiques avec de la BSA (Bovine Serum Albumin), des Acs anti-VTG sont déposés

à leur tour. Ensuite, un deuxième Ac anti-immunoglobuline (Ac anti-Ig) de souris marqué avec

une enzyme est à son tour déposé dans les différents puits. Enfin, le substrat de I'enzyme est

ajouté et après un temps suffisant pour que les colorations soient significatives, la coloration est

stoppée. La lecture spectrophotométrique est alors effectuée à I'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 aI.,1999).

Cette technique d'ELISA est la plus simple à réaliser et la moins coûteuse car elle utilise

moins de produits (Folmar et a\.,2000). Elle est souvent util isée pour tester la spécificité d'un

Ac (Kordes et a1.,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 l'étape de cotage faisant que plus la concentration en VTG est faible, plus sa

probabilité 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 à une

concentration connue. Quant aux Acs anti-VTG, ils sont préalablement mis en contact avec

différentes solutions de VTG à des concentrations variables afin de réaliser la courbe

d'étalonnage. Ces différentes solutions d'Acs sont alors déposées dans les puits de la

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 mêmes 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 mâles et les jeunes immatures chez diverses espèces de poissons (le bar Genus

morone, la carpe, I'omble de l'arctique, le poisson tête de boule, le poisson zèbre, 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 a1.,2001, Mylchreest et aL.,2003).  I ls ut i l isent tous des Acps et sont d 'une

sensibilité très élevée (Tableau l4). Leur limite inférieure de détection peut descendre à I 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 même mélange d'Acps.

Tableau 14 : Caractéristiques des ELISA compétitifs, sensibilité et précision (Lomax et al.,

1998) [], (Heppell et Sullivan, 1999) [2], (Heppell et al.,7999) [3], (Johnsen et al.,1999) l4),

(Sherry et al., 1999) [5] (Tyler et al., 1999) [6] et (Fenske et a|.,2001) t7l.

Poissons
Limite (ng/ml) Coefficient de variation (7o)

inférieure supérieure intra-essai inter-essai 
Référence

Bar (Genus morone) J J l 18 3,8 5,9 t3l
Carpe t6l50 8,9 9,7
Gag t9 1452 6,2 8,2 I2l
Omble de I'arctique t25 8,6 13,3 t4)
Sole l 0 t l l6,8450 9,6
Truite marron t5l30 1000 < 1 0 7 o

Poisson zèbre 4,9

ELISA sandwich

Concemant 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-à-dire

spécifiques de deux épitopes différents, doivent être utilisés de manière à ce qu'ils n'entrent pas en

compétition (Denslow et al., 1999). Dans la majorité des cas, le deuxième 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

t7l500
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anti-immunoglobuline pourraient s'y fixer, générant un bruit de fond élevé. læ marquage du

deuxième Acs anti-VTG remédie à ce problème.

Quelques tests ELISA sandwich ont déjà été développés avec des Acps (Ohkubo et al.,

2003), mais également avec des Acms (Nishi et a1.,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 mâles etlou

les jeunes immatures chez les poissons zèbres, les médakas, les carpes et cinq espèces de

salmonidés dont la truite arc-en-ciel (Fukada et a1.,2001, Holbech et a1.,2001, Kordes et al.,

2002, Fukada et a\.,2003) (Tableau l5).

Tableau l5 : Caractéristiques des ELISA sandwichs, sensibilité et précision (Fukada et al.,2O0l)

[ ], (Holbech et al., 2001) [2], (Kordes et al., 2002) [3], (Nishi et a1.,2002) t4l (Ftkada et al.,

2003) [5] et (Ohkubo et a1.,2003) t6l.

Poisson Acs
Limite (nglml)

inférieure supérieure

Coefficient de variation (7o)

intra-essai inter-essai' 
Références

Carpe Acp anti-LV 1000 7,7 8,5 t5l
Gobie Acp anti-VTG53s r ,25 160 5 7 13,3

t6lAcp anti-VTG326 0,26 66 1 5

Médaka Acm anti-LV 600 <5 <5 t3l
Acm anti-VTG 100 '7 '.l

t4l8,5
Truite arc-- - - - : - . - - -  

Aco ant i -LV
en-clel

0,06 500 3-6,7 ? ? _ s o t l l
Poisson
zèbre

Acp anti-LV 0,2 10,4 I2l

La lipovitelline est issue de la métabolisation de la VTG dans les oocytes. Ces deux

protéines possèdent donc une séquence d'acides aminés analogue. Dans ces quatre études, les

Acs produits contre la lipovitelline ont été sélectionnés pour leur capacité à reconnaître

également la VTG. Le choix de I'utilisation d'Ac antiJipovitelline (Lv) se justifie car il est plus

facile d'obtenir des quantités suffisantes de protéine pour produire des Acs et plus

particulièrement des Acms. En effet, cette protéine est concentrée dans les oocytes alors que la

VTG est diluée dans le plasma (Holbech et a1.,2001, Kordes et a1.,2002, Fukada et a1.,2003).

De plus, certaines espèces de poissons, comme les médakas, sont si petites que le maximum de

volume sanguin pouvant être prélevé est d'environ 7 pl (Kordes et aI.,2002). Par ailleurs, parmi

les tests développés avec des Ac anti-Lv, deux tests utilisent des Acs marqués avec une molécule

5 ,820
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chimioluminescente (ester d' acridium

al., 2001, Fukada et al., 2003). Ces

ELISA compétitifs car les limites

inférieures à lng/ml (Tableau l5).

chimioluminescent) et non avec une enzyme (Fukada et

tests ELISA sandwichs sont plus sensibles que les tests

inférieures de détection pouvent atteindre des valeurs

ELISA " capture "

Un autre type de test ELISA dit " capture " a été mis au point récemment par l'équipe

Hennies et al. (2003) avec des Acps anti-VTG pour la carpe et la perche (Hennies et a1.,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 à 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 à analyser moins de molécules de

VTG marquée pourront être capturées et donc, plus la coloration sera faible.

Le test ELISA capture développé pour la carpe donne de meilleurs résultats par rapport à

celui développé pour la perche. En effet, les coefficients de variation inter-essais varient entre 3 et

12,3 Vo pour la carpe et ll et23 Va poùr 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 nglml

pour la perche et entre 27-1130 ng/ml pour la carpe). Cette différence serait due à la fragilité plus

importante de la VTG de perche. Les auteurs de cette étude préconisent donc I'utilisation de la

carpe plutôt que celle de la perche comme espèce de référence, pour évaluer I'impact

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

I. D. - 2.3. Méthodes de biologie moléculaire

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

synthétisée, à I'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 'ob jec t i fes t :

c de produire les ADNc complémentaires des ARNm présents dans le cytoplasme des

hépatocytes,

o et d'augmenter proportionnellement leur nombre de façon à amplifier la réponse (Canapa

et a1.,2002).

Les transcrits obtenus peuvent alors être quantifiés soit directement, si le marquage des sondes le

permet (marquage radioactif des sondes), (Bowman et aL.,2000) soit à I'aide d'Acs spécifiques

du marqueur des sondes nucléiques (sondes marquées avec de la digoxigénine, utilisation d'Ac

anti-digoxigénine). Ces Acs sont eux-mêmes marqués avec un marqueur enzymatique qui permet

la révélation de la réponse (Gagné et Blaise, 1998).

Cette méthode très sensible permet de quantifier avec précision les quantités d'ARNm

produites qui sont de I'ordre du nombre de mol/ng d'ARN total (Ackerrnann et al., 2002) ou

du nglpg d'ARN total (Bowman et a1.,2000). Le potentiel transcriptionnel de différents (EMs

sur le gène de la VTG peut ainsi être évalué et comparé (Bowman et a1.,2000, Ota et a\.,2000,

Denslow et a1.,2001). Pour autant, cette méthode ne traduit pas avec exactitude le potentiel

æstrogénique 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 aI.,

2002). C'est le cas pour des truites arc-en-ciel traitées avec I prg/l de NP (nonylphénol), pendant

une année : la quantité de VTG est multipliée par deux alors que le nombre de transcrits ne diffère

pas du taux basal des témoins. Ceci s'explique par le fait que, les (EMs agissent, comme les

cestrogènes endogènes, à la fois sur la transcription mais également sur la durée de vie de

I'ARNm. Or, en allongeant sa durée de vie, ces substances augmentent le rendement de

production de molécules de VTG par molécule d'ARNm (Ackermann et a\.,2002).

D'autre paft, 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'EEz testées

(200et 2000 ng1, et 100 et 1000 ng/l, respectivement), la quantité protéique n'aété multipliée
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que par 3,5 et3,7, respectivement (Bowman et aL,2000). Enfin,l'action des (EMs perdure encore

pendant un ceftain temps après I'arrêt de la transcription du gène. Ainsi, par exemple, le nombre

d'ARNm revient à son taux normal2 jours après I'arrêt d'une exposition de 16 jours, avec 0,089

et0,7l ltgll d'82 ou 5,6 et59,6 prg/l de NP tandis que le taux plasmatique de VTG ne commence

à diminuer que 4 jours après I'arrêt de I'exposition. Enfin, il peut s'écouler presque 2 mois avant

que celui-ci ne revienne à son taux basal (Hemmer et a1.,2002) .

Par conséquent, malgré la grande précision des méthodes de biologie moléculaire, elles

présentent également des inconvénients. Elles sont très 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 l'évaluation des

riques induit par les (EMs.
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I. E. Le test d'agglutination ù billes de latex (ou LAT pour

Latex Ag glutinatio n Te s t)

L'évaluation des risques suppose, à la fois, de déterminer l'éventuel potentiel

æstrogénique de toute nouvelle molécule avant sa mise sur le marché mais aussi d'analyser

régulièrement 1'état de ces molécules dans l'environnement. En effet, la métabolisation par des

bactéries de I'environnement d'une molécule non-æstrogénique peut aboutir à la formation d'un

produit æstrogénique etvice versa (Panter et al., 1999).

Dans le cas de l'évaluation du potentiel æstrogénique d'une nouvelle molécule, les tests

ELISA semblent les plus appropriés. En effet, ils sont très sensibles, très 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 I'obtention des résultats, ne peuvent être

réalisés directement sur le terrain. Ils 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 Pêche ou bien les Agences de I'eau, doivent faire appel à des laboratoires

spécialisés.

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

remplacer les tests ELISA comme les tests d'agglutination.

I. E. - 1. Historique

Depuis plus de 100 ans, les tests d'agglutination sont régulièrement utilisés dans le

monde médical pour diagnostiquer rapidement et de manière peu coûteuse des maladies, telles

que la fièvre typhoïde (Test Widal mis au point par F. Widal enl896) (Olopoenia et King, 2000).

Les premiers tests étaient des tests sérologiques qui utilisaient la capacité des globules rouges à

s'agglutiner en présence :

a d'un Ag spécifiques d'un Ac présent à leur surface ;

r ou d'un Ac spécifique d'un Ag présent à 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 e/ al., 1999, Castro et a\.,2001) ou de latex (Amuy et aI., 7997, Biischer

et al., 1999, Ramadass et al., 1999, Attar et a1.,2001, Ishii et a1.,2001, Salama et a1.,2001,

Bhaskar et al., 2003, Chandrakesan et Parija, 2003). Ce type de test a alors pu être élargi à

d'autres pathologies où les molécules à détecter (Ac ou Ag) ne se trouvaient pas à 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 particulièrement mis au point pour

diagnostiquer des maladies tropicales (comme par exemple la leishmania viscérale, la leptospirose

et les infections trypanosomiales) (Biischer et al., 1999,I(tm et al., 1999, Ramadass et al., 1999,

Attar et a\.,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 très 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 à I'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 I'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).

I. E. - 2. Principe des tests d'agglutination ù billes de latex

I. E. - 2. 1. Test immunologique

Les tests d'agglutination sont des tests immunologiques semi-quantitatifs. Une échelle de

gravité peut être établie selon le pourcentage d'agglutinats formés (Bûscher et al., 1999, Attat et

a\.,2001) etlou la vitesse d'agglutination (Ramadass et al.,1999).

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

associés à des techniques utilisant des ultrasons (Thomas et al., 1999) ou bien la turbidimétrie
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(Reber et al., 2001), ce qui permet d'amplifier la réponse etlou d'augmenter la sensibilité. Ces

tests sont plutôt utilisés pour confirmer un diagnostic ou déterminer le sérogroupe d'un

pathogène. Le test USELAT (ultrasound-enhanced latex immunoaglutination) permet ainsi de

caractériser les différents sérogroupes A, B, C, Y et Wl35 de la bactérie Neisseria meningitidis,

responsable de méningites. Cette information est importante, en particulier pour déterminer le

type de traitement etlou de vaccination à effectuer (Gray et aI., 1999).

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

(Molina-B ol ivar et Gali steo-Go nzâ7e2, 2003).

a

1^  I
Anticorps spécifique

b

D D D

Antigène spécilique

Figure 6 : Principe de fonctionnement des tests d'agglutination indirects (a) et directs (b).

I. E. - 2. 2. Les tests d'agglutinations indirects

Les tests d'agglutination indirects perrnettent de détecter la présence d'un Acs dans le

liquide biologique étudié à I'aide d'Ags spécifiques préalablement fixés sur des billes de latex

(Btscher et al., 1999, Kim et al., 1999, Ramadass et al., 1999, Salama et a1.,2001. Bhaskar er

aL.,2003).

Un volume identique d'échantillon biologique et de suspension de billes est mélangé. Si

des Acs sont présents dans l'échantillon, les liaisons qui s'établissent avec les Ags fixés sur les

billes induisent I'assemblage des billes qui forment alors des agglutinats visible à l'æil nu

(Figure 6 a). Au contraire, si aucun Ac n'est présent, la suspension de billes garde son apparence

homosène.
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Ce type de tests d'agglutination est applicable à des Ags mono et polyvalents, c'est-à-dire

possédant un ou plusieurs épitopes (protéines, drogues et hormones stéroïdiennes) (Molina-

B olfvar et Gali steo- G onzâlez. 2003 ).

I. E. - 2. 3. Les tests d'agglutinations directs

Quant aux tests d'agglutination directs, ils permettent de détecter la présence d'un

antigène ou d'un haptène dans un liquide biologique. Dans ce cas, ce sont des Acs spécifiques

qui sont f ixés sur les bi l les de latex (Attar et  a1.,2001, Castro et a1.,2001, Ishi i  et  al . ,20Ol,

Ishida et al., 2002, Chandrakesan et Parija, 2003). Le mode de fonctionnement de ce type de

tests reste identique à celui des tests indirects (Figure 6 b).

Cette méthode est applicable uniquement à la détection d'Ag polyvalent comme les

protéines ou les microorganismes (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzâ7e2,2003). En effet si 1'Ag

ne possède 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 à ce problème, il suffit

d'adsorber sur les billes un mélange d'Acs reconnaissant plusieurs épitopes différents

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

a

o0D
Antigène monovalent

b

DO D

Antigène monovalent

Pas
'agglutination

Agglutination

Figure 7 : Immunoréactivité d'un LAT direct en présence d'un antigène 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., 20O1,

Chandrakesan et Parija, 2003). Des Acs monoclonaux peuvent parfois être employés (Ishii et al.,
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2001). Récemment, d'autres tests ont été développés avec des fragments d'IgG, les F(ab')2

(Mofina-Bolîvar et al., 1998a). Les IgGs possèdent une forme en "Y" avec trois extrémités :

l'extrémité 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')2 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).

Lésendes :

Chaîne légère
Domaine Domaines
variable consmnn

Chaîne lourde

S-S Pont dissulfure

Figure 8 : Structure moléculaire d'une immunoglobuline de type G (Smith, l9g3).

Le développement d'un test d'agglutination direct avec des anticorps anti,VTG devrait

permettre de détecter la présence unormale de VTG dans le plasma (ou le sérum) de poissons

mâles ou imrnatures,

I. E. - 3. Facteurs influençant l'adsorption des anticorps

Bien que le concept soit simple, I'optimisation d'un test d'agglutination qui consiste à

étudier I'adsorption des Acs sur la surface des billes de latex, nécessite la prise en compte de

plusieurs facteurs : l'hydrophobicité de la protéine et du polymère, Ia répartition des charges, la

stabilité structurale de la protéine, le pH et la force ionique de la solution (Molina-Bolfvar et

Galisteo-Gonzâ1e2,2003). Parmi ces facteurs le pH et la force ionique de la solution contenant la

suspension de billes sont aisément modifiables (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâ\e2,2001).

Fc
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I .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 égal

au pHi de l'Ac. Plus le pH de la solution diffère du pHi de l'Ac, plus la stabilité de la molécule

décroît 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 I'espace disponible pour I'adsorption d'autres Acs. De plus, I'augmentation de la charge

nette des Acs adsorbés, aboutit à I'apparition de forces électrostatiques répulsives empêchant

également I'adsorption d'autres Acs (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzâle2,2003).

I. E. - 3. 2. I-a force ionique

Les effets de la force ionique dépendent du pH de la solution. Par exemple, dans le cas

des IgGs de lapin, à pH 7, l'augmentation de la force ionique induit une décroissance de la valeur

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

Quantité
adsorbée
(mg/m2)

Quantité
adsorbée
(mg/m2)

7

pH d'adsorption

300 500

Force ionique (mM)

Figure 9 : Effets de la force ionique sur I'adsorption pH dépendante d'IgG polyclonaux de

lap ins ;a :e f fe tde lavar ia t ionde la fo rce ion iquesur lava leuradsorbéeàd i f fé ren tpH;b :e f fe t

de la variation de la force ionique sur le maximum d'adsorption obtenu à différents pHs (Molina-

B olivar et Galisteo- Gonzâlez, 2003).

Ces observations indiquent, qu'à pH neutre, la stabilité structurale des IgG polyclonaux

décroît parallèlement à l'augmentation de la force ionique. Par contre, quand la chaîne
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polypeptidique est hautement chargée (pH=4 et l0), une augmentation de la concentration en

électrolytes provoque une neutralisation de ces charges et donc un accroissement de la stabilité

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

I. E. - 4. Etude de I'adsorption des antitotps sur Ia surface des

billes de latex à l'aide de modèles mathématiques

L'adsorption de chaque Ac sur la surface des billes dépend du transport de la protéine

jusqu'à la superficie du polymère, de leur interaction, de son affinité pour la surface, de

l'adsorption de la nouvelle molécule qui interagit avec celles déjà adsorbées, des changements

conformationnels pendant et après I'adsorption et, enfin, de la désorption et des mouvements

autour de la particule (Molina-Bo1fvar, 1999). Pour caractériser la capacité d'adsorption et, plus

précisément, I'affinité des Acs sur la surface des billes de latex, plusieurs modèles

mathématiques empruntés à la microbiologie, peuvent être utilisés : les isothermes d'adsorption,

de Langmuir, de Freundlich et le modèle de Scatchard.

I. E. - 4. 1. Isotherme d'adsorption

Les immunoglobulines comme d'autres protéines globulaires telles que les enzymes, ont

une forte tendance à s'adsorber sur des interfaces (Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzâ7e2,2003).

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,

où B = Concentration en billes

Y = Concentration initial d'Acs

Ys = Concentration en Acs adsorbés sur la surface des billes

Yn = Concentration en Acs non-adsorbés (en solution) à 1'équilibre

e t Y = Y s + Y s

Un équilibre se met en place entre la concentration en Acs adsorbés et la concentration en

Acs non-adsorbés restant en solution à l'équilibre. Les isothermes d'adsorption vont décrire la
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mise en place de cet équilibre. Théoriquement, deux parties peuvent être mises en évidence dans

ce type d'isotherme (Figure 10) :

o une première partie dont la pente positive très forte exprime I'affinité de l'Ac pour les

billes de latex (plus la pente est forte, plus l'affinité de I'Ac est élevée),

o une seconde partie où la surface des billes est saturée ce qui se caractérise par une

concentration d' adsorption maximale.

Ce phénomène de saturation se traduit dans l'isotherme d'adsorption par un plateau (Molina-

B olfvar et Galisteo- Gonzâlez. 2003 ).

Ys

Y8.""

Figure l0 : Représentation théorique d'une isotherme d'adsorption d'anticorps sur des billes de latex.

La concentration maximale d'adsorption dépend à la fois des conditions expérimentales,

de la conformation de la molécule d'Ac (de la surface qu'il occupe), et surtout de I'affinité de

I'Ac pour la surface des billes et des forces d'interactions latérales déployées par les autres

molécules déjà adsorbées (Molina-Bolfvar et Galisteo- Gonzâlez, 2003).

I. E. - 4.2. Isotherrne de l-angmuir

Le processus d'adsorption des Acs sur des billes de latex atteint, théoriquement, une

saturation. L'isotherme de Langmuir est le modèle le plus approprié pour I'analyser (Falla, 1990,

Molina-Bolfvar et Galisteo-Gonzâlez, 2003, Ôztiirk et al., 2004). L'équation exprimant cet

isotherme s'écrit (Falla, 1990) :

111
YB K.b.YE b
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où  K :

b :

représente la constante d' équilibre d' adsorption

représente la capacité ultime d' adsorption.

ces constantes sont obtenues à partir de la représentation graphique (Figure I 1).

Figure 1l : Représentation théorique d'une isotherme de Langmuir.

I. E. - 4. 3. Isothenne de Freundlich

Cependant, il s'avère que I'interaction protéine-surface est plus complexe et inclue

souvent plusieurs étapes dont deux sont déjà caractérisées (Molina-Bolfvar et aI.,1998a, Molina-

Bolfvar et Galisteo- Gonz6,lez. 2003) :

r la première étape où I'adsorption de la protéine sur la surface se fait sans changement de

conformation ou d'orientation de celle-ci,

o et la deuxième étape où la protéine change de conformation ou d'orientation avant de

s'adsorber.

Ces deux conformations, ou orientations, possèdent deux affinités différentes pour la

surface des billes. L'étude de ces différentes affinités peut alors être faite à l'aide de l'isotherme

de Freundlich qui décrit la distribution des Acs entre la phase liquide et la phase solide (Brown et

Lester, 1982, Falla, 1990, Ôztùrk et al., 2004). L'équation modélisant ce type d'isotherme

s'exprime de la manière suivante :

représente la constante d'affinité

: représente lacapacité d'adsorption de la surface

Ya = K'Yai

où  K :

I/n

INn

- r04 Partie I. Analyse Bibliographique



Cette équation peut être linéarisée en coordonnées ln-ln :

l n Y u  = l n  K  + 1 t n Y ,
n

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

constante calculée.

Figure l2 : Représentation théorique de la linéarisation d'une isotherme de Freundlich.

I. E. - 4. 4. Modèle de Scatcha.rd

Iæ modèle de Scatchard est un modèle mathématique souvent utilisé en microbiologie pour

étudier I'adsorption des métaux par les bactéries (Falla et Block, 1993, Oztùrk et a1.,2004). En

I'appliquant à l'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 façon de représenter ce modèle (Falla, 1990) :

r+s - - ! -+s r
K "

où S : représente les sites de fixation

et & et K2 représentent les constantes cinétiques.

A l'équilibre, cette équation peut s'écrire de la manière suivante :

( 1 )

t05

InYr
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d'où on tire l'équation suivante :

sr .Y ,  _K,  _  7
Ys Kt Ko

où ^Sr représente les sites de fixation libres à l'équilibre

et Ys représente les Acs fixés

Le nombre total de sites de fixation (Nr) est égal à :

N e = n S = , S r + I ,

donc ,S. = nS -Ys

En combinant les équations (4) et (2), on obtient :

| (nS -Ys).Y, 
(5)

Ko Yt

Enfin, après linéarisation, cette équation devient :

(2)

(3)

(4)

l l l
Ys K 

".nS.Y, 
n,S

(6)

ou encore :

' ' - -*o.y, + Ko.ns (7)
YE

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).

YJYr Y/Ye

Ys Ys

Figure l3 : Expression graphique de l'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 possèdent

plusieurs types de sites de fixation (Figure 13 b) (Falla et Block, 1993, ÔzTiirk et a1.,2004). par

Récepteur à forte affrnité

Réceoteur à faible affinitét---s
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exemple, dans le graphique représenté dans la figure l3 b, il est possible de définir grâce à la

courbe au moins deux sites de fixation : un possédant une forte affinité et I'autre une faible

(Fal la,  1990).

I. E. - 5. Immunoagglutination

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

Les complexes Acs-billes de latex doivent être stables en absence d'Ag pour qu'aucune

agglutination non-spécifique ne se produise. Or, les complexes Acps - billes de latex sont

souvent très instable aux valeurs de pH et de force ionique reproduisant les conditions

physiologiques (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâlez,200l). La stabilité des complexes Acs-

billes de latex dépend essentiellement de l'équilibre entre les forces attractives de Van der Walls

et les forces électrostatiques répulsives (Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâlez,200l).

Les Acps possèdent 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 plutôt conseillé

d'util iser des fragments d'Acps, les F(ab')2, des Acps aviaires (IgY) ou des Acms. En effet, ces

molécules possèdent un pHi compris entre 4,6-6, 5,'7 -7 ,6 et 5-7 , respectivement. Par conséquent

au pH physiologique (soit pH=1 ,4), tous ces Acs sont chargés, et, plus ils sont chargés, plus les

complexes Acs-billes obtenus seront stables (Ortega-Vinresa et al., 1998, Dâvalos-Pantoja et al.,

200 l, Ortega-Vinuesa et B astos-G onzâlez, 200 l, P erez-Amodio et al., 2001).

Cependant, I'util isation des fragments F(ab')2 et des IgY aviaires présente des

inconvénients :

I Plusieurs étapes sont nécessaires à la purification des fragments F(ab')2. De plus, leur

affinité pour le latex est inférieure à celle des IgGs. Enfin, ils peuvent s'adsorber dans

n'importe quel sens. Le groupement Fc étant hydrophobe, c'est plutôt par cette extrémité
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que les IgGs et les IgYs adhèrent au polymère des billes de latex. Les groupements

F(ab')2 étant dépourvus du fragment Fc, aucune orientation d'adsorption n'est favorisée

(Molina-Bolîvar et al., 1998a).

r Les lipides du jaune d'æuf 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 (Orte ga-Vinuesa et B astos -Gon zâ1e2, 200 l).

Concernant les Acms, leur utilisation dans les LATs présente d'autres avantages. Par

exemple, 100 Vo des molécules d'IgGs adsorbés sur les billes de latex sont spécifiques du même

antigène. De ce fait, la sensibilité et la limite de détection des tests sont considérablement

améliorées (Ortega-Vi nuesa et B astos-Gon zâlez, 200 l).

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

L'origine de la formation d'agglutinations non-spécifiques peut être autre que I'instabilité

colloïdale. En effet, des ponts non-spécifiques peuvent se former, entre les billes, du fait de

f interaction des Acs avec le polymère d'une autre bille et non avec I'Ag (Figure 14) (Ortega-

Vinuesa et Bastos-Gonzâlez. 200 1 ).

B É  B

Antigène spécifique

Figure l4 : Agglutination non-spécifique due à la

Pour résoudre ce problème, la surface non recouverte par des Acs peut être saturée avec

une autre protéine comme l'albumine (ou BSA: Bovine Serum Albumin), ce qui rend le

polymère non accessible. De plus, à pH=7, cette protéine est hautement chargée négativement, ce

qui augmente encore la stabilité des complexes Acs-billes (Molina-Bolfvar et a\.,I998a, Ortega-

Vinuesa et Bastos-G onzâlez, 200 I ).

L'adsorption de la BSA et des Acs peut être réalisée simultanément. L'inconvénient de

cette coadsorption est qu'une compétition s'installe entre les deux types de protéines. Il faut donc

-, Agglutination
- 

non spécifique

formation de ponts non-spécifiques.
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déterminer le meilleur ratio pour que le phénomène de compétition ne se fasse pas à la défaveur

des Acs, tout en préservant une bonne stabilité au complexe (Ortega-Vinuesa et Bastos-

Gonzâle2,2001).

Concernant l'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-Gonzâlez, 2001). Toutefois I'adsorption successive présente un avantage

inéluctable, à savoir que les quantités d'Acs adsorbés sont simples à 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 après adsorption (Molina-Bolfvar, 1999).

I. E. - 5. 3. Optimisation de I'immunoréactivité

L'affinité des Acs pour leur Ag est un facteur essentiel dans le processus

d'immunoagglutination. Cette affinité doit être suffisamment élevée pour contre-balancer les

forces électrostatiques répulsives et ainsi faire basculer l'équilibre des forces vers I'agglutination

(Ortega-Vin\ esa 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 phénomène

d'immunoagglutination est favorisé. Cependant, des observations expérimentales montrent qu'un

excès d'Acs adsorbés induit un encombrement stérique qui restreint I'accessibilité des Ags et

inhibe ainsi I' immunoagglutination (Ortega-Vinuesa et aL.,1996, Molina-Bolfvar et a\.,1998b,

Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâlez, 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-Bolfvar, 1999).
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Excés d'Acs Acs = Ags Excés d'Ags

Fieure 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 excès d'Ags par rappoft à 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 à 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 excès.

L'orientation des molécules d'Acs adsorbées affecte également I'immunoagglutination. En

effet, les antigènes se lient avec les extrémités Fabs des IgGs et des IgYs ; ce sont par conséquent

ces deux extÉmités qui doivent être accessibles après l'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 et al., 1998a, Dâvalos-Pantoja et a1.,2001).

L'objectif de ce travail a été de développer un test immanologique, précis, sensible, peu

coûteux et simple d'utilisation (pour du personnel non laborantin), qui permettra de

diagnostiquer, rapi.dement et régulièrement, une éventuelle contamination des espèces

piscicoles par des æstrogènes 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-VTG

de type IgG. Plusieurs anticorps ont été produits et testés de manière à sélectionner le plus

fonctionnel en terme d'affinité vis-à-vis du polymère et de la vitellogénine.
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II. A. Purification de la vitellogénine

II. A. - 1. Induction de la synthèse de VTG de carpe

(Cyprinus carpio)

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

Les carpes (Cyprinus carpio) sont des poissons téléostéens appartenant à l'ordre des

Cypriniformes et à la famille Cyprinidés. Ces poissons sont originaires d'Asie. Ils ont été introduits

en Europe où ils se sont répandus dans les eaux douces, calmes, profondes et assez chaudes (15 à

24"C) ainsi que dans les eaux stagnantes, tels que les lacs et les étangs (Louisy et al., l99O).

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 à

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, après leur

arrivée dans le laboratoire afin de leur laisser le temps de s'adapter à 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 l7ftæstradiol (Tyler et

Sumpter, 1990a). Cette hormone est connue comme l'æstrogène possédant le plus fort potentiel

æstrogénique, pour induire la synthèse de la VTG (Christiansen et al., 1998b, Routledge et al.,

1998, Arukwe et a1.,2000, Latonnelle et a1.,2002b). Les animaux reçoivent deux injections, à
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l0 jours d'intervalle, de l0 pgd'82/gde poisson, diluée dans 100;rl 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 reçoivent également deux injections intrapéritonéales, mais

uniquement de mélange méthanol-chloroforme.

Sept jours après la dernière 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 (1prl/ml, Sigma, Gen. Use). Les échantillons de sang sont centrifugés à 1500 x g,

pendant l5 min, à 4oC, afin d'éliminer les cellules sanguines. Les plasmas sont stockés à -20"C.

II. A. - 2. Première méthode de puriftcation

Une première méthode de purification utilisée pour purifier la VTG de différentes

espèces de poissons (Tao et al., 1993, Mananos et al., 1994, Roubal et al., 1997, Heppell et

Sullivan, 1999, Johnsen et al., 1999, Brion et a1.,2000) a étê adaptée à 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-HCl 25 mM, pH=S, enrichi en anti-protéases (1 trrVml, Sigma,

Gen. Use) et en azide de sodium (NaN3, 0,O5 Vo, w/v, LABOSI).

Les échantillons de plasma sont déposés sur la colonne, par fraction de200 prl. L'élution

des protéines est réalisée à l'aide d'un gradient linéaire de NaCl de 0 à 0,5 M, préparé dans un

tampon Tris-HCl25 mM, pH=8, enrichi en anti-protéases (lpl/ml) et en NaN3 (0,05 Vo).[-e débit

d'élution est de I 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 à 6000 x g, pendant 10 min, à 4oC, dans des tubes Vivaspin d'un seuil de coupure

à 50 kDa (Vivascience, France).

II. A. - 2. 3. Chromatographie de ftltration sur gel

Les nouveaux échantillons de VTG obtenus précèdemment subissent une nouvelle étape

de purification par chromatographie de filtration sur gel (TSK G3000 SWxr, 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 pl/ml de tampon) et en NaN3 (0,05 Vo). Le débit d'élution est de 0,8 ml/min

et l'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. Deuxième méthode de purification

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

De manière à 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 à celle utilisée pour la première 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 à

l'aide d'un gradient de NaCl variant de 0 à 0,5 M,l'élution se fait ici en gradient discontinu avec

des paliers de 12,5 mlW4min (Magalhâes et a1.,2004b). Le tampon d'élution est un tampon Tris-

HCl25 mM, enrichi en anti-protéases (lprl/ml de tampon) et en NaN3 (0,05 7o), pH=8,5. Le débit

d'élution, il est maintenu à lml/min. Le temps de I'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'à obtention d'un volume d'environ l,2ml.

La concentration protéique de cette solution de VTG pure est déterminée par le dosage

BCA (Bicinchoninic Acid). Des aliquotes de 250 pl à 2 mglml sont alors préparées dans une

solution de tampon Tris-HCl 25 mM, pH=7,4, enrichi en glycérol 50 Vo, pour être stockées à

-20"c.

II. A. - 4. Etudes électrophorétiques

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

La présence de VTG dans les fractions obtenues après chaque étape de chromatographie,

ainsi que leur pureté, sont analysées à l'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 :

I Un gel de concentration contenant 4Vo d'acrylamide-bisacrylamide. La composition de ce gel

est identique pour les techniques de SDS-PAGE et de Native-PAGE. Il est préparé dans un

tampon Tris-HCl 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 :

a 7,5 7o pour les SDS-PAGE, qui permet de séparer des protéines de poids

moléculaire inférieur à 200 kDa,

o 6 %ô potr les Native-PAGE qui permet de séparer des protéines de poids

moléculaire inférieur à 500 kDa.

L'électrophorèse SDS-PAGE, étant réalisée en présence de composés dénaturants comme

le SDS (10 Vo, Bio-Rad) et le ftmercaptoéthanol (5 Vo, Bio-Rad), permet de visualiser la

molécule de VTG sous sa forme monomérique délipidée. Quant à la technique Native-PAGE,

elle permet d'obtenir le dimère de VTG intact.
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La polymérisation des gels est induite par deux agents polymérisants : l'ammonium

persulfate (0,05 Vo, w/v) etle TEMED (gel de concentration:7 %o; gel de séparation :0,5Voo;

v/v). Après dépôt de 40 pg de protéines dans chaque puits, la migration est effectuée à 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, à la fois en SDS-PAGE et en Native-PAGE (Laemmli, 1970).

Tout d'abord, les gels sont fixés dans un mélange contenant de l'acide acétique, de

l'éthanol et de I'eau ultrapure (ll4l4, vlv/v), pendant 20 min, sous agitation. Ensuite, les gels

sont transférés dans une solution de bleu de Coomassie 0,15 Vo (wlv), pendant une nuit, toujours

sous agitation. Enfin, après deux lavages des gels avec de l'eau ultrapure, les gels sont décolorés

dans le mélange composé d'acide acétique, éthanol et d'eau ultrapure (l/414, vlvlv).

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 7o), d'acide acétique (15 Vo) et d'eau ultrapure (65 %o). Ceci pendant une

nuit, à température ambiante, sous une agitation constante. Ensuite, les gels sont décolorés dans

une solution contenant de l'acétone, de l'acide acétique et de l'eau ultrapure (20/15165,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 manière à éliminer le calcium

qui pourrait interagir avec le colorant. Les gels sont, dans un premier temps, fixés dans une

solution composée de IO 7o d'acide sulfosalicylique (SSA, Merck), pendant 12 h. Puis, ils sont

transférés dans une solution contenant I0 7o de SSA et 0,5 M de CaClz, pendant t h. Les gels

sont alors rincés rapidement à I'eau ultrapure et placés dans une solution de NaOH 0,5 N,

pendant 30 min, à 60"C. Après deux nouvelles étapes de rinçage, de 10 min pour chacune, dans

une solution aqueuse de molybdate d'ammonium l%o (w/v, LABOSI), les gels sont placés

pendant 30 min, dans une solution de molybdate d'ammonium I Vo diluée dans une solution

d'acide nitrique HNOg 1 N. Enfin, les gels sont transférés, pendant 30 min, dans la solution de

coloration, composée de 0,5 %o de vert de méthyle (w/v) dilué dans de I'acide acétique 7 Vo.

Après cette phase de coloration, les gels sont décolorés dans une solution de SSA I0 Vo.L'anêt

de la décoloration s'effectue en transférant les gels dans une solution d'acide acétique 7 Vo.

Enfin, les gels sont rincés, une dernière fois, à l'eau ultrapure avant d'être séchés.

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

Quarante microgrammes de protéines plasmatiques sont déposés dans chaque puits d'un

gel d'électrophorèse SDS-PAGE 7,5 %o. Après migration, les protéines sont transférées sur une

membrane de polyvinylidène difluoride (PVDF) préalablement activée dans une solution de

méthanol pure, puis lavée dans de l'eau ultrapure et dans le tampon de transfert (Tris-Base

25 mM, glycine 192 mM,20 Vo 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 I heure, à 4'C (Figure 16).
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Fieure l6 : Schéma de préparation du blot pour le transfert

Après le transfert, la membrane est colorée dans une solution de bleu de Coomassie

0,15 Vo, pendant 5 min environ. Puis, la membrane est décolorée dans une solution composée

d'acide acétique, de méthanol et d'eau ultrapure (l/414). 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 système 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 à I'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 et al., 1997). Cette partie de l'étude a été réalisée par le

Service Commun de Séquençage des Protéines (SCSP) de I'Université Poincaré, Nancy I, par

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

de Ia vitellogénine

II. 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), âgées de trois

semaines, n'ayant jamais été gestantes.

Les souris sont immunisées par 3 injections intrapéritonéales effectuées tous les l5 jours,

contenant, chacune, 200 pg de VTG pure dilués dans de I'adjuvant incomplet de Freund (v/v ;

Sigma). Quatre jours avant leur sacrifice, les souris reçoivent un rappel intraveineux de 20;.rg de

VTG dilués dans 50 pl de sérum physiologique (NaCl 9 Vo,wlv) (Melchior et a1.,2001).

Afin de réduire les risques de contaminations par d'autres antigènes, les animaux sont

maintenus dans une atmosphère aseptisée tout le long de I'expérience. Leur nourriture est, par

exemple, systématiquement autoclavée (120'C ; 20 min) et l'eau est toujours filtrée (0,22 pm).

II. B. - 2. Calture cellulaire

Les hybridomes producteurs d'Acms sont obtenus et isolés après :

o la fusion entre des cellules myélomateuses SP2/0 et les splénocytes prélevés dans la rate

des souris immunisées,

c et le clonage des différents hybrides.

Pour la réalisation du clonage, un troisième type cellulaire est utilisé : les macrophages

péritonéaux.

Au cours de ces différentes étapes, deux milieux de culture différents interviennent :

a un milieu complet : pour la culture quotidienne des SP2/O et des hybridomes après le

clonage,

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

Culture des SP2|O

Les SP2/O sont une lignée de cellules issues de myélomes de souris. Elles sont

immortelles et peuvent être cultivées dans du milieu complet. Les cultures sont effectuées dans

des flacons de 80cm2 contenant 35 ml de milieu complet. Tous les 4jours, les cellules sont

décollées du fond des flacons, par aspiration-refoulement, et remises en culture par dilution au

1/40è*" dans du milieu complet neuf (Melchior, 1998).

Culture des macrophages pêritonéaux

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 âgées de l9 semaines ayantété plusieurs fois gestantes. Ces cellules nourricières aident

à la culture des hybridomes car elles possèdent, entre autres, la capacité de phagocyter des débris

cellulaires toxiques pour les hybridomes.

Après le sacrifice des souris par dislocation cervicale, les macrophages sont décollés du

péritoine par aspiration-refoulement de l0 à 15 ml de RPMI 1640 (sans L-glutamine), à l'aide

d'une seringue. La concentration des macrophages dans la suspension cellulaire récupérée est

alors évaluée par comptage sur cellule de Malassez, après coloration d'exclusion au Bleu de

Trypan. Une partie des macrophages est, ensuite, congelée dans des cryotubes, à -80 'C, à raison

de 2.106 cellules/ml par tube dans un milieu complet contenant l07o 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 cm2,4.l0s macrophages/ml sont déposés dans

40 ml de milieu complet. Ces flacons sont ensuite placés dans f incubateur à COz pendant

24 heures. Leur contenu est, alors, centrifugé à 1500 x g, pendant l0 min. Puis, les surnageants

sont récupérés et filtrés à 0,1 prm pour être enfin congelés à - 80'C en aliquotes de 40 ml. Ce

milieu, contenant des facteurs de croissance et des éléments nutritifs libérés par les macrophages,

est util isée au cours du clonase.
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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/O, les

splénocytes et les macrophages mais également les hybridomes après sélection, sont cultivés

dans un milieu complet spécifique composé de :

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

o de sérum de veau fcetal (SVF, Sigma) : l0 Vo (v/v)

r de L-glutamine (L-glu, Gibco) :2.10-3 molfl,

r de pyruvate de sodium (Sigma) :2.10-3 mol./l,

o d'un mélange d'antibiotiques, la pénicilline et la streptomycine (Sigma) : 0,2 gA et 0,2 rJA,

respectivement,

o et de pmercapthoéthanol (Sigma) : 5.10-5 mol/l (Melchior, 1998).

Milieu complet enrichi

Le milieu complet enrichi nécessaire au clonage et pour les premières semaines de culture

des hybrides. Il s'agit d'un milieu complet enrichi en SVF (15 Vo), en Interleukine 6 (0,2 ng/ml ;

IL-6), et en hybridokine (2,5 7o) (Melchior, 1998).

II. B. - 3. Fusion

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

Quinze jours avant la fusion, plusieurs flacons de SP2/O sont mis en culture. Les cellules

sont dissociées et centrifugées à 1500 x g, pendant l0 min. Après avoir éliminé les sumageants,

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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II. 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 à flux laminaire. La rate est prélevée, après

dissection avec du matériel stérile (autoclavage : 120"C; 20 min) et placée dans une boîte de

Pétrie. La rate est ensuite lavée dans du RPMI 1640 (sans L-glu) avant d'être 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 à37"C, pendant l0 min pour décantation. Le surnageant est récupéré dans

un nouveau flacon stérile et centrifugé à 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. I 998).

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 er

al. (2001).

Les SP2/O et les splénocytes sont mélangés selon le ratio de I SP2/O pour 2 splénocytes.

Après avoir homogénéisé la suspension cellulaire obtenue, par agitation douce au vortex,

pendant 30 s, elle est centrifugée à 1500 x g, pendant 5 min. Le surnageant est alors éliminé et

l'agent de fusion, le PEGrsoo (Polyéthylène glycol, Sigma) est ajouté, à raison de I ml pour

108 cellules à fusionner (= I volume de PEG). Cette opération est réalisée sur I minute, en

prenant la précaution de remettre le culot, délicatement, en suspension. L'ensemble est, ensuite,

placé au bain-marie, à 37oC, pendant 90 s, sous une agitation faible. Puis, le PEG est dilué, en

ajoutant successivement des volumes de RPMI 1640 (sans L-glu), équivalents à I volume de

PEG (l Vpsc), à 5 fois le volume de PEG (5 Vpec) et l5 Vps6, toujours en I min à chaque fois.
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II. B. - 3.4. Mise en culture des hvbrides

Après un repos de l0 min, la suspension des cellules fusionnées est centrifugée à

1500 x g, pendant 5 min. Le culot est repris dans du milieu complet enrichi (Yoir ILB-2.2.), pour

obtenir une concentration cellulaire finale de 5,7 millions de cellules/ml. Enfin, 50 trrl 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 prl de macrophages à la concentration de

10500 cellules/l00pl/puits suspendus dans du milieu complet enrichi. Puis, les P96 sont placées

dans l'incubateur à CO2, pendant 4 heures (Melchior et a\.,2001).

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

spécifiques de la vitellogénine

II. B. - 4. I. SéIection des hybridomes issus de lafusion entre

I SP2/O et I splénocytes

Pour sélectionner les hybrides issus de la fusion d'l SP2/O et d'l splénocyte, 100 prl 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 l0 à l5 jours.

Tous les 4 jours, la moitié du volume de surnageant de culture de chaque puits sera remplacé par

du milieu complet enrichi, contenant du HAT (Melchior et al., Z00l).

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 7o 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 :

I Les puits des plaques ELISA sensibilisés avec 50 ;ll d'une solution à 200 ng/ml de VTG

purifiée sont ainsi incubés une nuit à 4"C.

r Puis, les plaques sont lavées de trois fois, avec du PBS, pH=7,4, contenant 0,05 7a de

Tween 20 (v/v, PBST ; Sigma).

o Les sites non spécifiques sont alors saturés avec une solution à l%o de BSA (Bovine

Serum Albumin; Sigma) dans du PBS (250 pl/puits) et l'ensemble est incubé, pendant

90 min, à37 "C.

. Après lavage des plaques, comme décrit précédemment, 50 pl de surnageant de culture à

tester sont ajoutés dans chaque puits, suivi d'une incubation d'une heure.

r Puis, après une nouvelle étape de lavage, 50 prVpuits de la solution d'Acs secondaire

couplé à la peroxydase sont ajoutés, à une dilution de 1/5000'è", dans les plaques ELISA

qui sont remises à l'étuve, à37"C, pendant 60 min.

r Enfin après une nouvelle étape de lavage, 50 pl/puits du substrat de la peroxydase, le

O-phénylènediamine dihydrochloride (OPD; Sigma), sont ajoutés. læs plaques sont

alors, gardées à l'abri de la lumière et à température ambiante, pendant 30 min.

r La réaction est arrêtée, par ajout de 50 trrl de HzSO+ 3M dans chaque puits.

o Après 5 minutes, I'absorbance est lue à492 nm.

II. B. - 5. Clonage

Le clonage a pour but d'obtenir des cellules issues d'une seule cellule mère 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 37o (Galfré et Milstein, l98l, Melchior,

1998, Melchior et a\.,2001).
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II. B. - 5. 1. Par dilution limite

Des dilutions successives auVz sont réalisées dans des plaques de culture P96 (Melchior,

1998). Dans tous les puits, sont distribués 100 prl de milieu complet enrichi. Dans chaque puits

de la première colonne, 100 trrl de suspension cellulaire sont ajoutés. Puis, 100 pl de ces

mélanges sont transférés dans les puits de la colonne suivante, et ainsi de suite (Figure l7).

Hybridome I

Hybridome 2

Hybridome 3

Figure l7 : Préparation d'une plaque de culture pour le clonage par dilution limite.

Les P96 sont incubées pendant 7 à l0 jours et la multiplication des cellules est suivie

journellement, par observation au microscope. Les clones issus des puits contenant I à 3 cellules

après la dilution limite sont sélectionnés et remis en culture dans des plaques de culture 24 puits

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

II. B. - 5.2. En agar noble 3 Vo

La solution d'Agar noble 3 7o (w/v, DIFCO), util isée dans cette méthode de clonage, est

préparée dans de I'eau distil lée. L'ensemble non mélangé est, directement, autoclavé, pendant

30 min, sous une pression d'lne Vz atmosphère, puis stocké à 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 nourricière et la couche de clonase

(Melchior et a\.. 2001 t.
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La couche nourricière

La couche nourricière 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 minim:um,24 heures avant le clonage.

La solution composant cette couche nourricière est constituée de :

a 50 ml d'une solution d'Agar noble 3 7o, préalablement solubilisée à 200-250"C et placée

au bain-marie à 44"C,

200 ml d'une solution de milieu complet enrichi en IL-6 (0,2 nglml, Sigma) et en

hybridokine (2,5 To,Interchim), placée également à44"C,

et 8 millions de macrophages décongelés, extemporanément.

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

solidification de la couche nourricière, les P6 sont placées dans f incubateur à COz.

Couche de clonage

Cette couche est constituée du mélange de 6,5 ml d'une solution d'Agar noble 3 7o,

préalablement solubilisée à 200-250"C et placé au bain-maie à 44"C, et de 24 ml de milieu

complet enrichi en IL-6 (0,2 n{ml, Sigma) et en hybridokine (2,5 Vo,Interchim) également à44 C.

Parallèlement, à partir des suspensions cellulaires issues des puits sélectionnés après le

test ELISA, trois solutions diluées au l/l0iè", l/100iè" et l/1000iè" sont préparées dans 500 pl.

Puis, 500 pl de la solution de la couche de clonage préparée précédemment sont ajoutés à chaque

suspension et le mélange est déposé dans un puits de P6 sur la couche nourricière préalablement

préparée (Voir 1LB.-5.2./Couche nourricière). Après solidification de cette deuxième couches,

les P6 sont placées pendant l0 jours dans I'incubateur à COz,à37"C.

La suspension cellulaire restante dans chaque puits sélectionné en ELISA, est alors mise

en culture dans des P24 avec 500 pl de milieu conditionné. Après une semaine de culture, I ml

de milieu conditionné est ajouté. Ces cultures seront entretenues jusqu'à la sélection définitive

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

Au bout de l5 jours de culture, les colonies cellulaires les plus isolées, sont prélevées

individuellement à 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 24h dans l' incubateur à

CO2. Tous les puits reçoivent alors I ml de milieu complet enrichi. Enfin, les clones sont

dissociés par aspiration-refoulement.

II. B. - 6. Production des anticorps monoclonaux

II. B. - 6. I. Culture des hvbridomes

La culture des clones sélectionnés est étendue en flacon de culture de 80 cm2: 500 pl de

suspension cellulaire sont remis en culture dans 35 ml de milieu, tout d'abord de type complet

enrichi (Voir 1L8.-2.2). Pluis,le pourcentage de SVF et la concentration d'IL-6 sont diminués

jusqu'à obtenir un milieu complet (Yoir ILB.-2.2).L,e, repiquage des hybridomes se fait ensuite

tous les 4 jours.

Les surnageants de culture, restant après le repiquage, sont récupérés après centrifugation

à 1500 x g pendant l0 min, pour éliminer les cellules en suspension. Ils sont stockés à -20.C

avec 10 Vo de glycérol jusqu'à la purification des Acms.

II. B. - 6.2. Purification des anticorps monoclonaux

Par c hromatographie d' affinité

Les Acms secrétés par les hybridomes, sont isolés des autres constituants du milieu de

culture par chromatographie d'affinité à base de protéine G (UltralinkrM Immobilized protein G,

Pierce). La colonne est préalablement lavée avec 30 ml de tampon de fixation (pierce), puis

équilibrée avec 50 ml de ce même tampon. L'échantillon de surnageant de culture est dilué au %

dans du tampon de fixation, puis I'ensemble est déposé sur la colonne. Après le passage de

l'échantillon, la colonne est lavée avec 100 ml de tampon de fixation. Les Acms se lient par leur
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groupement Fc, à 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 I ml sont récoltées et le pH est immédiatement neutralisé par ajout

de 100 prl de Tris 1M (pH=7,5). L'élution est suivie en spectrophotométrie à 280 nm.

Par précipitation au sulfate d'ammonium

La purification des Acms par la méthode de précipitation au sulfate d'ammonium

consiste à 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 :

a Avec une concentration finale en sulfate d'ammonium de 35 7o,7es Acms précipités sont

purs, mais seulement 25 Vo des Acms présents dans le surnageant de culture auront été

précipités ;

o Avec une concentration finale de 45 Vo, tous les Acms contenus dans le surnageant de

culture sont précipités, mais I'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 pourobtenir les concentrations finales de 35 ou

45 Vo, respectivement. Cet ajout se fait au goutte-à-goutte, dans la glace fondante. L'ensemble

est alors placé à 4'C, pendant une nuit, sous agitation faible. Les précipités obtenus sont alors

séparés après centrifugation à 6000 x g pendant 20 min, à 4'C. Ils sont ensuite égouttés et

dissous dans 2,5 ml d'une solution froide de PBS, pH=1,4 supplémentée en anti-protéases

(lprl/ml, Sigma) et en NaN: (0,05 7o). Le mélange est alors complété par 2,5 ml de ce même

tampon.

Dialyse et concentration des Acms

Les solutions d'Acms purifiés sont dialysées contre un

supplémenté en anti-protéases (lpl/ml) et en NaN3 (0,05 Vo) (= tampon
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les sels apportés par les méthodes de purifications (Tris lM, sulfate d'ammonium). Pour cela, les

solutions d'Acms sont distribuées dans des boudins de dialyse SpectraÆor @ 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 at Éfngérateur, à 4oC, 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 être concentrées par

ultrafiltration à I'aide de tubes Vivaspin 6m1 (Vivascience) dont le seuil de coupure est de

50 kDa. Cette solution est centrifugée à 3000 x g, à 4oC, pendant 20 à 30 min de manière à

obtenir un volume final d'environ 1,2 ml.

La concentration protéique de cette solution est alors déterminée (Voir 1LD.-3.2.1.), et

plusieurs aliquotes de 4,2, I mg/ml sont préparés dans un tampon identique à celui util isé pour

la dialyse. Certains de ces aliquotes reçoivent 50 Vo de glycérol pour la cryopréservation. Ces

aliquotes sont stockés à -20"C jusqu'à 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 après la culture, la purification, la dialyse et la

concentration, sont analysées par SDS-PAGE et Western blotting pour vérifier f intégrité des

Acms.

Les gels d'électrophorèse sont préparés selon le protocole utilisé pour 1'analyse en SDS-

PAGE (7,5Vo) des solutions purifiées de VTG (Yoir II.A.-4.1.). Qaarante microgrammes de

protéines sont déposés dans un puits de chacun des deux gels. La migration des protéines se

déroule sous 100 V pendant I heure. Un des deux gels est coloré au bleu de Coomassie 0,15 7o.

Quant à I'autre, il est utilisé pour effectuer le Western blot. Le protocole suivi est identique à

celui utilisé pour l'étude de la VTG (Yoir II.A.-4.3.). Après transfert, la membrane est lavée dans

du tampon TBS (Tris Buffer Saline) pendant l0 min. Les sites non-spécifiques sont bloqués par

incubation de la membrane pendant une nuit à4"C, dans une solution de TBS contenant l%o de

BSA. Après trois rinçages dans du TTBS (TBS-0,05 Vo de Tween 20) de l0 min chacun, la
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membrane est incubée I heure à31"C en présence de I'anti-IgG couplé à la phosphatase alcaline

(l/5000). La membrane est ensuite rincée trois fois à 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, à température ambiante, dans du tampon substrat (Tris 100 mM, pH=9,5, contenant,

100 mM de NaCl et 5 mM de MgClz) dans lequel sont ajoutés I ml d'une solution de

nitrobluetetrazolium (30 mg de NBT/ml de diméthylformamide 70 Vo, BioRad) et I ml d'une

solution de 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (15 mg de BCIP/ml de DMF 100 Va, BioRad).

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

L'isotype des différents Acms anti-VTG sélectionnés est déterminé à I'aide d'un kit

d'isotypage (Sigma). Ce dernier est constitué de 6 solutions d'Acs de chèvre spécifiques des

différents isotypes d'immunoglobulines de souris: Ig A, Gl, GZa, Gzb, G3 et Ig M (solutions

d'isotypage), et d'une solution d'Acs de chèvre marqués à la peroxydase, spécifiques des

groupements Fabs des lgs de souris (Acs secondaire). Ces différentes solutions servent à réaliser

un test ELISA capture. Tout d'abord, les plaques ELISA ont été tapissées avec les solutions

d'isotypage (100 pl/puits au l/1009'è"), conformément à la disposition présentée dans la

f igure 18.

Figure l8 : Exemple de préparation d'une plaque ELISA pour l'isotypage de 2 Acms anti-VTG.

L'ensemble est incubé I heure, à 37'C. Après trois lavages avec du TPBS (PBS + 0,05 Vo

de Tween 20), les solutions d'Acms sont déposées à leur tour (100 prl/puits d'une solution
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d'Acms dont la concentration est comprise entre 2 et5 pglml) (Figure l8). La plaque est remise

à incuber à nouveau I heure à 37"C. Une nouvelle étape de lavage est alors réalisée et 100 prl de

la solution d'Acs secondaire (l/600) sont distribués dans chaque puits de la plaque. Après, une

nouvelle incubation de 30 min, à température ambiante, la plaque est lavée et 50 prl/puits d'OPD

sont déposés. La coloration est anêtée au bout de 30 min d'incubation, à température ambiante et

à I'abri de la lumière, par ajout de 50 pl de HzSOa 3M. Puis l'absorbance est mesurée, après

5 min, par lecture spectrophotométrique à 492 nm.

r34 - Partie II. Matériels et Méthodes



II. C. Sélection des anticorps monocl.onaux multi-espèces

II. C. - 1. Les poissons

il. C. - l. 1. Prélèvement in situ

Plusieurs poissons (2 à 3 poissons pas espèces) issus de différentes espèces de cyprinidés

ont été capturé, par pêche électrique, dans la Moselle (à Châtel-sur-Moselle) : chevesne

(Leusiscus cephalus), vandoise (l,eusiscus leusiscus), hota (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 l'Acm capable de reconnaître les molécules de

VTGs de ces différentes espèces.

il. C. - 1.2. Traitement des perches

Huit perches (Percafluviatilis), de 200 à 250 g, acquises auprès de l'Aquarium de Nancy

(France) ont été utilisées pour produire de la VTG selon le même protocole que celui utilisé pour

les carpes (Yoir II.A-1.2.).

II. C. - 2. Etudes histologiques

II. C. - 2. 1. Réulisation 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 à 48 heures maximum. Après plusieurs lavages à I'eau, les prélèvements sont stockés dans

une solution d'alcool à70 Vo.

Avant le paraffinage, les prélèvements sont déshydratés par passages successifs dans deux

bains d'alcool (95 Vo), un bain à 100 7o et un dernier de toluène. Ils sont ensuite transférés dans un

bain de paraffine liquide, pendant une nuit, à 60"C. Ils sont alors placés dans des moules, formés
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de deux barres de Leuckart, pour être inclus dans un bloc de paraffine. Il faut attendre au minimum

24 heures, à température ambiante pour que les blocs soient suffisamment durcis pour être

démoulés et coupés (Martoja et Martoja-Pierson, 1967).

Des coupes de 5 prm sont réalisées à I'aide d'un microtome de Minot.

II. C. - 2.2. Coloration des coupes

Avant la coloration, proprement dite, les coupes doivent être réhydratées. Pour cela, les

lames sont passées dans deux bains successifs de Toluène, trois d'alcool (100",95'. 70') et un

d'eau déminéralisée.

La coloration se fait en deux étapes. Premièrement, 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 l'eau. Puis, après un bain rapide dans de l'alcool à 70 %o, les coupes sont colorées avec de

l'éosine Y pendant I min (solution mère:2 g d'éosine Y dissout à chaud dans 40 ml d'eau

bidistillée ; solution de coloration : 20 ml de la solution mère mélaneé avec 60 ml d'alcool 80 7o

et 0,4 ml d'acide acétique glacial).

Ensuite, les coupes sont à nouveau déshydratées par passages successifs dans trois bains

d'alcool (70,90 et 100 Vo) et:un de toluène. Les lamelles sont alors rapidement positionnées et

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

II. C. - 3. Etude de l'affinité des anticorps monoclonaux

II. C. - 3. I. Western blotting

Des échantillons plasmatiques issus des poissons préalablement cités sont dilués dans du

tampon Native (40Vo glycérol, 0.02 Vo bleu de bromophénol, 0.5 M Tris-HCl pH=6,8). Les

protéines de ces différents échantillons sont alors séparées par électrophorèse Native-PAGE

5,5 Vo (Laemmli, 1970), pendant 45 min à 200 V (Yoir II.A.-4.1.).

Après la migration, les protéines sont transférées sur des membranes PVDF pendant

I heure à 100 V à I'aide d'un appareil Mini Transblot (Bio-Rad), selon le même protocole que

celui mentionné préalablement (Y oir II.A. -4. 3.).
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Après le transfert, les membranes sont lavées deux fois dans du TTBS, puis les sites non-

spécifiques sont bloqués avec une solution de BSA I Vo, pendant une nuit, à 4'C. Les

membranes sont, ensuite à nouveau, lavées 3 fois avec du TTBS et chacune d'elles est incubée

I heure, à37"C avec un surnageant de culture issu de chaque hybridome diluée at 11100'è'" dans

du TBS. Après une nouvelle étape de lavage, toutes les membranes sont incubés avec une

solution d'Acs anti-IgG de souris marqués à la phosphatase alcaline (Interchim) dilué au l/5000

dans du TBS, pendant I heure, à 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.

il. C. - 3.2. ELISA

Des dilutions plasmatiques de l/100'è'" à l/1000000'è'", sont préparées à partir du plasma

de chaque poisson, dans du tampon carbonate-bicarbonate (pH=9,6) directement dans des

plaques ELISA (96 puits, Nunc) de manière à obtenir un volume final de lO0pl/puits.

Parallèlement, une gamme d'étalonnage de l5 à 1000 ng/ml est préparée à partir d'une solution

standard de VTG pure de carpe. L'ensemble est incubé une nuit à 4'C. Les plaques cotées sont

alors lavées, à trois reprises avec du tampon PBS-Tween 20 (0,05 Vo, vlv) et les sites non-

spécifiques sont bloqués avec une solution de BSA lVo, pendant 90 min, à 37"C. Après trois

nouveaux lavages, les plaques sont incubées avec les Acms anti-VTG de carpe (4 ng/ml,

l00trrl/puits) pendant I heure à 37'C. Après une nouvelle étape de lavage,50 prl de la solution

d'Acs secondaire couplée à la peroxydase (l/5000'"'") sont distribués dans chaque puits suivi

d'une incubation à 37oC, pendant 60 min. Après une dernière étape de lavage, 50 gl du substrat

de la peroxydase, I'OPD, sont dispensés dans chaque puits. Les plaques sont alors, gardées à

I'abri de la lumière et à température ambiante, pendant 30 min. Puis, la réaction est arrêtée, par

ajout de 50 prl/puits de HzSO+ 3M et enfin, après 5 min, I'absorbance est lue à 492 nm.
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II. D. Développement du test d'agglutination

II. 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 l9).

Centrifugation,
l0 min, 6000 g

Solution d'Acms
non-adsorbés
(Vnoa, Cooar)

Blocage des sites

non-spécifiques

Figure 19 : Principe de la méthcde d'adsorption des anticorps monoclonaux sur les billes de

latex.

Les billes sont stockées dans de I'eau distillée contenant de I'azide de sodium (0,1 Vo de

NaN3). Avant l'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 à

6000 x g pendant l0 min. La solution de stockage est alors éliminée et les billes sont remises en

suspension dans le tampon d'adsorption, de manière à obtenir une suspension à I 7o (w/v). Cette

étape de lavage est réalisée à nouveau deux fois.

La suspension de billes et la solution d'Acms (à une concentration Cini) sont alors

mélangées à volume égal (Viri,). 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 à 6000 x g pendant 10 min. Le surnageant est, alors récupéré, et son volume exact est
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consigné (V*a) avant son stockage à -20'C. Cette solution sera utilisée ultérieurement pour

déterminer la quantité d'Acms non-adsorbés (Qnoa) sur les billes.

Les billes sont remises en suspension dans du tampon d'adsorption contenant I Vo 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 après centrifugation et trois

nouveaux lavages sont effectués avec une solution de stockage spécifique : tampon PBS,

pH='7,4, avec I 7o de BSA (w/v), 0,05 Vo de NaN: (w/v), lpl/ml d'anti-protéases et 5 %ô de

glycérol (v/v), filtré sur0,22 pm. Les billes recouvertes d'Acms (17o,w/v) sont alors stockées à

4"C. à I'abri de la lumière.

II. D. - 1. 2. Pour les billes de 2 pm

Les premières billes testées pour mettre au point le test d'agglutination sont des particules

de latex de 2 prm (Interfacial Dynamics Corp., USA) dont la concentration massique est égale

4,3 Vo (w/v). Le protocole développé pour adsorber les Acms anti-VTG sur ces billes de 2 prm 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 NaN: (0,05 7a). La mise en contact des billes et

des Acms, pendant l'étape d'adsorption, s'effectue pendant une nuit, à température ambiante.

Quant au blocage des sites non-spécifiques par la solution de BSA l%o préparée dans du tampon

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

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

Les billes de 1 Lrm sont des billes de latex Blue Dyed 2,5 Vo(wlv; Biovalley,

Polysciences, USA). Deux protocoles ont été développés pour adsorber les Acms sur ces billes

de 1 prm (Magalhâes et a1.,2004a, Magalhâes et a\.,2004c) basés, à la fois, sur les protocoles de

Ramadass et al. (1999) et de Molina-Bolîvar et al. (1999) ainsi que sur les instructions du

fabricant.

læ premier protocole est, dans son principe, identique à celui développé pour les billes de

2pm.l,r., seul changement concerne l'étape d'adsorption où le tampon d'adsorption est remplacé
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par un tampon Borate 0,1 M (pH=8,5) contenant 0,05 % de NaN3. Les sites non-spécifiques sont

également bloqués avec une solution de BSA I Vo préparée avec du tampon borate. L'ensemble est

placé une nuit, à 4oC, sous agitation rotative. Le lendemain, deux nouvelles étapes de blocage sont

effectuées, chacune d'une demie heure, à37"C. Ensuite les billes recouvertes d'Acms sont lavées

et stockées dans le tampon de stockage , à 4"C, à I'abri de la lumière (Magalhâes et a|.,2004c).

Un deuxième protocole a été testé avec ce type de billes de manière à 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 (Cini,,Viri) est placé dans une étuve, à37'C, pendant 5 heures, sous agitation

rotative. Après avoir récupéré le surnageant contenant les Acms non-adsorbés (Qnoa),les billes

sont lavées dans du tampon phosphate. Le blocage des sites non-spécifiques se fait comme

précédemment avec une solution de BSA | 7o qai est toutefois préparée dans du tampon

phosphate. Après les trois étapes de blocage, tes billes recouvertes d'Acms sont de nouveau

lavées puis stockées, aussi, dans du tampon de stockage , à 4"C, à I'abri de la lumière (Magalhâes

et a1.,2004a).

II. D. - 2. Etude du pH d'adsorption

Le tampon phosphate 0,1 M (+ NaN3 0,05 Vo et anti-protéases I trrl/ml), utilisé dans la

deuxième méthode d'adsorption des Acms sur les billes de l;.rm, a été choisi car il permet

d'obtenir un large éventail de pH : de 5,3 à 8,2. Le pH optimal d'adsorption de chaque Acm, sur

les billes de I pm, a alors pu être déterminé.

Le tampon phosphate est préparé de la manière suivante : deux solutions de phosphates

de sodium, monobasique (NaH2PO4) et dibasique (Na2HPO4), à la concentration de 0,2 M, sont

mélangées selon des volumes pré-établis pour obtenir un pH précis à25"C (Tableau l6). puis,

les différentes solutions obtenues sont diluées at Vz, avec de I'eau distillée contenant 0,1 Vo de

NaN3 (w/v) et2 gllml d'anti-protéases. Le pH exact de ces nouvelles solutions est alors mesuré à

la température d'adsorption (37"C).
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Tableau l6 : Préparation des différentes solutions de tampon phosphate utilisé dans la

détermination du pH optimal d'adsorption des Acms sur les billes de I pm.

pH théorique, à 25oC,du mélange 0,2M 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8,5

Volume de NaHzPOa 0,2M en ml

Volume de NazHPOq0,2M

99,4 98,3 95,5 87,7 68,5 39,0

Ajuster à 100 ml
16,0 5,3 2,3

pH réel, à37"C, du mélange 0,2M 4,9 5,1 5,5 6,0 6,5 7 ,0 7 ,5 8,0 8,5

pH réel, à 37oC,du mélange 0,1 M + NaNg
+ ant i-protéases 

v '  r  rv '  a rqr \ r  
5,3 5,5 5,8 6,2 6,6 J , l  7,5 7,9 8,2

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

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

II. D. - 3. 1. Concentrations testées

La cinétique d'adsorption des Acms sur les deux types de billes, a été éfidiée à partir

d'un ou des trois Acms sélectionnés, pour leur spécificité élevée vis-à-vis des molécules de

VTGs de cyprinidés et de percidés: le Gl0/5/1,leF4/8ll etleF4l9ll (Yoir III.B.-2).

Les billes de 2 pm

Avec les billes de 2 pm, seul I'Acm Gl0/5/l a été testé pour vérifier si ce type de billes

peut être 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 gg/ml (Cini).Ces solutions sont préparées à partir d'une solution mère à 9 mg/ml obtenue

après précipitation au sulfate d'ammonium (45 Vo) et dialyse. Les différentes solutions ont été

obtenues par des dilutions en cascade at Vz, dans du tampon PBS, pH=7,4 contenant du NaN:

(0,05 Vo) et des anti-protéases (l pl/ml).

Les billes de I pm

Pour tester si les billes de I prm étaient utilisables pour développer un test d'agglutination

détecte la présence de VTG, seules trois concentrations de I'Acm Gl0/5/1 ont été étudiées : 240,

470 et 960 pg/ml (Ci,i).Les deux solutions à 240 et 470 prg/ml ont préparées à partir de la
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solution mère de 960 pg/ml, obtenue après purification par chromatographie d'affinité et dialyse.

Ces deux solutions sont été préparées par dilution atVz dans du tampon PBS, pH=7,4 contenant

du NaN: 0,05 Vo et des anti-protéases (l pl/ml).

Puis le protocole d'adsorption aété optimisé et la cinétique d'adsorption des trois Acms

est étudiée à I'aide des solutions présentées dans le tableau 17. Pour chaque Acm, les solutions

étudiées sont préparées par dilution al Vz dans du tampon phosphate 0,1 M. La solution mère a

été obtenue, dans ce cas, par purification au sulfate d'ammonium (45 7o) et après dialyse.

Tableau l7 : Concentration en Acms testées (Ç,;,) pour étudier la cinétique d'adsorption sur les

billes de I um.

Acms Concentration en prg/ml

Gr0t5/l
F4t8tl
F4/9/l

r41
142
137

543
388

497

320
215
254

1085
749

1044

2 l t 4
155  l

1987

4407
3236
3542

II. D. - 3. 2. Modélisation mathématique de I'adsorption

Dosage protéique

Pour pouvoir modéliser la cinétique d'adsorption des Acms sur les billes de latex, les

quantités d'Acms adsorbés (Qna) et non-adsorbés (Q,oa) sur les billes doivent être 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 après l'étape d'adsorption (par centrifugation à 6000 x g, pendant l0 min).

Ces dosages protéiques sont réalisés à 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 (ID et une solution d'acide bicinchoninic. Ces deux solutions sont mélangées,

extemporanément, selon le ratio 50/1, respectivement. Les protéines, présentes dans la solution à

doser, réduisent le Cu (II), de la solution de sulfate de cuivre, en Cu (I), 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 à 582 nm. L'absorbance va

donc être fonction de la concentration en protéines dans le milieu.

142 - Panie II. Matériels et Méthodes



Sur une plaque 96 puits (P96), chaque puits reçoit l0 pl d'échantillons. Le dosage de

chaque échantillon est fait en triplicat. Puis, 200 trrl de la solution de coloration sont distribués

dans chaque puits. L'ensemble est placé dans une étuve à 37'C, pendant 30 min. L'absorbance

est lue à 582 nm à I'aide d'un fluorimètre 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 I mg/ml. Comme pour les autres échantillons,

l0 pl de chacune de ces solutions de BSA sont déposés, en triplicat, dans une P96. Les

concentrations protéiques des échantillons testés sont donc estimées à partir de la droite de régression

obtenue à 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 (Qoa) sw les billes est obtenue en soustrayant la quantité

d'Acms non-adsorbés (Q""a) à la quantité d'Acms initialement apportée (Qi"il:

Q o a , = Q i , i , - Q n o a ,

Qoa, = CrnuVrr,, -CnodrVnod,

où C;7i1 ast la concentration (mg/ml) de la solution d'Acms avant son mélange avec la

suspension de billes,

V;nil ast le volume (ml) de la solution d'Acms avant sont mélange avec la suspension de billes,

Cno6, cst la concentration (mg/ml) de la solution d'Acms non-adsorbés, récupérée par

centrifugation après I' adsorption,

VnaTs ëst le volume (ml) de la solution d'Acms non-adsorbés, récupérée par centrifugation

après I'adsorption.

Puis pour obtenir la concentration d'Acms adsorbés par ml de suspension de billes (Ce,^-tiu),la

quantité d'Acms adsorbés est multipliée par un facteur F tel que :

I
F =;- avec Yinir en ml

v init

alors C or*-oiu" = Qoar* F
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Modèles mathématiques

Plusieurs modèles mathématiques sont utilisés pour étudier I'adsorption des Acms sur les

billes de latex :

r L'isotherme d'adsorption : le graphique est obtenue en représentant la concentratioït Cnoa,

versus la concentration C o,^_u,,," (x versus y),

o L'isotherme de Freundlich : ln Cno* versus lf C tc^_',t,,

r Le modèle de Scatchard I Cecm-biue versus 
Cec-n-bitre

C rod,

A panir des représentations graphiques, les constantes d'affinités, la capacité d'adsorption et les

constantes cinétiques sont estimées.

II. D. - 4. Etude de l,immunoréactivité

L'immunoréactivité de chacun des complexes billes-Acms est testée avec plusieurs

échantillons plasmatiques provenant de carpes :

r mâles non-traités : témoins négatifs,

r femelles naturellement en vitellogenèse : témoins positifs,

r mâles et femelles traités avec de l'æstradiol,

r femelles, à la fois, en vitellogenèse et traitées avec de l'æstradiol.

Vingt cinq microlitres de plasma et 25 pl 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.

Parallèlement à 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 (Magalhâes et al.,

2004a, Magalhâes et a\.,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 mâles ou immatures

contaminés par des æstrogènes 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 synthèse de vitellogénine

La première étape de cette procédure consiste à stimuler une surproduction de VTG chez

des carpes, à I'aide d'un traitement par le 17 -æstradiol (E2), selon le protocole établit par Tyler et

Sumpter en 1990 : 2 injections de l0 Stg/gd'EZ à l0 jours d'intervalle (Tyler et Sumpter, 1990a).

III. A. - 1. 1. Induction de la synthèse 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 mâles non-traités à

6013 mg/ml pourle groupe de mâles traités, etde29 + l0 mg/ml pourle groupe de femelles

non-traitées à 52,4 + 9,7 m9/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) (Mafrands 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, après sa synthèse hépatique, la VTG est libérée dans la

circulation sanguine (Mafrands et al., 1994b) où elle peut perdurer pendant plusieurs jours avant

d'être éliminée de 1'organisme (Hemmer et a\.,2002).
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Mâles non-traités

Fieure 20 : Effets du traitement à

carpes (Cyprinus carpio) mâles et

Mâles traités Femelles non- Femelles traitées
traitées

I'E2 sur la concentration en protéines plasmatiques chez des

femelles (bane d'erreur : écartype, fl traité= 5, rt non-traite= 5).

plasmatiques des qnimaux traités ou non

Pour vérifier que l'augmentation de la concentration en protéines plasmatiques reflète

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 mâles servant en même temps de témoins négatifs.

Electrophorèses

Les analyses électrophorétiques réalisées en Native-PAGE avec une coloration au bleu de

Coomassie montrent la présence (Figure 2l A):

a d'une bande protéique surexprimée chez les carpes traitées, dont le poids moléculaire

(PM) est compris entre 370 et 390 kDa environ,

a 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 possèdent les deux caractéristiques biochimiques des molécules de VTGs de

poisson : des groupements lipidiques et phosphates (Figure 2l B et C).

III. A. - 1. 2. Analyse électrophorétique des échantillons
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La petite bande protéique de 370-390 kDa, visible chez les carpes non-traitées, correspond

à des protéines plasmatiques dont le PM est très proche de celui de la VTG de carpe. Ces

protéines ont déjà été observées par Tyler et Sumpter en 1990 b.

Srd
545+
27(t+

132+
6 6 +

4-5 +

2 9 +

kDa

Vitellogénine : <- dimère + dégradée € monomère

Figure 2l : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE 6 7o (A, B et C) et SDS-PAGE 7,5 Vo

(D), de la composition protéique des échantillons plasmatiques provenant de carpes mâles non-

traitées ( nT) ou de carpes traitées (mâles 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'avère que Tyler et Sumpter ( 1990b),

ainsi que Roubal et al. (1997) I'ont, également observée chez les carpes et les soles anglaises,

mais uniquement après la purification de la VTG. D'après eux, cette protéine colrespondrait à un

produit de dégradation du dimère de la VTG, celui-ci disparaissant lorsque la purification est

réalisée à une température inférieure à 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 prélèvement, jusqu'au

stockage des plasmas à -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 à une dégradation après le prélèvement sanguin (Mafran1s et al.,

I 994b).

nT

A
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Selon les espèces de poissons, les mâles contaminés produisent une (Mafran 6s et al., lg94b,

Bdon et a\.,2000) à deux molécules (Tao et al., 1993, Roubal et al., 7997, Ohkubo et a|.,2003) de

VTG. Ces molécules sont des dimères protéiques. Quand deux dimères sont produits au sein de la

même espèce :

o les deux molécules peuvent être constituées de I'association d'un seul type de monomère

(Tao et al., 1993, Roubal et al., 1997). La différence entre les deux dimères serait la

conséquence de transformation s post-traductionnel les.

a ou bien chaque dimère est constitué de I'association d'un type de monomère qui lui est

spécifique (Ohkubo et a1.,2003). Dans ce cas, les deux types de monomères résultent de la

transcription de deux gènes de VTG différents (Bowman et a1.,2000) ou d'une

transformation post-traductionnelle différente.

Récemment, d'autres études ont révélé la présence d'un deuxième monomère chez la

carpe cyprinus carpto (So1é er al., 2000, Fukada et a1.,2003, shi et al., zo03), son pM est

compris entre 180 et 190 kDa. Sa concentration plasmatique est très faible, par rapport à la

concentration de I'autre monomère ce qui le rend difficile à observer.

Une étude électrophorétique en condition dénaturante des échantillons de plasma pemet

de visualiser le ou les monomères délipidés composant le dimère 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 2l D). Cet

interval de PM est en accord avec celui trouvé effectivement par Tyler et Sumpter (1990a) pour

le monomère délipidé de la VTG de carpe (160 à 170 kDa).

III. A. - 1. 3. Séquençage du monomère

L'analyse électrophorétique des échantillons plasmatiques des animaux traités et non-

traités montre que la bande de 370-390 kDa correspondrait à un des dimères de la VTG de carpe

Cypriruts carpio. Ce dimère serait constitué de deux monomères identiques, dont le poids

moléculaires serait compris entre 156 et l92Y,Da (monomère lipidé = PM du monomère délipidé

+ 20 Vo de lipides).
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Pour le vérifier, un séquençage de I'extrémité N-terminale du monomère délipidé a été

réalisé. Deux séquences différentes d'acides aminés ont été obtenues :

c  Seq l  :  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

protéique de la molécule de VTG

confirme que le monomère, détecté

de carpe Cyprinus carpio.
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Figure 22: Séquence du monomère (130-160 kDa) de la VTG de carpe Cyprinus carpio avec,

soulignées, les deux séquences obtenues après séquençage de I'extrémité N-terminale

(Magalhâes et al., 2004b).
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Seql correspond à la séquence située entre le l7 et le 27'è" acide aminé. Quant à Seq2, elle est

correspond à la séquence 541-553'è" acide aminé. Cette deuxième séquence serait obtenue à

partir d'un produit de dégradation du monomère délipidé qui est libéré lors du séquençage.

De plus, des séquences plus ou moins identiques à Seql et Seq2 sont aussi présentes dans

les molécules de VTG d'autres espèces de poissons (Tableau 18). Cette observation confirme

que la molécule de VTG est relativement bien conservée entre les différentes espèces de

poissons (Babin et al., 1999, Fyhn et aI., 1999,Lim et a\.,2001), toutes les VTGs dérivant d'une

même protéine ancestrale (Babin et 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 reconnaître la VTG de chacune de ces espèces de poissons, voire de

la plupart des espèces de poissons.

Tableau 18: Similitude entre les séquences Seql et Seq2 obtenues après le séquençage de

l'extrémité N-terminale du monomère de 130-160 kDa et les séquences protéiques des molécules

de VTGs de différentes espèces de poissons.

Poissons Séquence 1

L V P E

Similitude

en Voor FTP
VTG de carpe (Cyprinus ca
VTG de poisson tête de boule
(Pime las)

TP

A

S

F

F

F

E

E

N

S

I

I

L

0

a
a

L V P

LVP

FTP

100 7o

90 Vo

50 loVTG II de médaka (Oryzias latipes)

VTG II de Choquemort
(Fundulus heteclitus) AVSYAPEFAP 50 Vo

or
Séquence 1 tronquée

N L V P B F
VTG de poisson zèbre
(Danio rerio) AVNLAPEF 75 Vo

DRA
Séquence 2

L  H  P  B  V  RM
VTG de carpe D R  A  L  H  P  E  V  RM 100 Vo
VTG de poisson zèbre D  R  A  L  H  P  E  V  RM 100 Vo
VTG de poisson tête de boule D R  A  L  H  P  E  V  RM 100 Vo
VTG de truite arc-en-ciel
(Onchorynchus mykiss) D K  A  L  H  P  E  L  RM 80 7o

VTG II de Choquemort D R  T  L  D  P  E  L  RM 70 7o
VTG d'esturgeon blanc
(Ac ip e n s e r trans mo nt anus) D H  A  L  H  S  E  V  RM 70 7a
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III. A. - 2. Méthode de purification

La deuxième étape pour obtenir une solution pure de VTG de carpe, non dénaturée et

suffisamment concentrée pour produire des Acms spécifiques, consiste à 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 à

rayures Morone saxatilis, sole anglaise ou truite arc-en-ciel) (Tao et al., 1993, Mafran1s et al.,

1994b, Roubal et al., 1997, Brion er aL.,2000).

IIL A. - 2. 1. Puriftcation par chromatographie ,êchangeuse

d'anions

Le plasma issu d'une carpe traitée avec de l'82 (mâle ou femelle), a donc subi une

première étape de purification par chromatographie échangeuse d'anions faibles. D'autres

échantillons plasmatiques, provenant d'une carpe mâle non-traitée (témoin négatif) et d'une

carpe femelle non-traitée ont également été purifiés, pour aider à identifier la VTG. Les figures

23 et 24 présentent les chromatogrammes obtenus, à 254 nm et 280 nm, lors de cette première

étape de purification.

Les p rofîls chromatographique s

En comparant les quatre chromatogrammes, il apparaît que seuls les deux pics protéiques

élués entre la lOiè*" et la l2iè" minute peuvent contenir de la VTG de carpe. En effet, les

protéines composant ces deux pics sont synthétisées en réponse à la stimulation cestrogénique

puisqu'elles sont uniquement présentes chez les animaux traités avec de I'E2 (mâles ou

femelles). Concernant la carpe femelle non-traitée, I'absence de VTG indique qu'elle n'était pas

en vitellogenèse.
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Les quatre autres pics, élués entre la 2-3'è^" min,7-giè'" min, l5-l6iè." min et 20iè.. min,

correspondent à des protéines plasmatiques toujours présentes dans le plasma (2-3'è'' min, 7-

8'è-" min; ou dont la présence est facultative 115-16iè-. min et 20iè-" min).

Absorbmces

Absorbeces

Figure 23 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d'une carpe mâle non-

traitée (tracés noirs) et d'une carpe mâle traitée (tracés rouges) obtenus lors de l'étape de

chromatographie échangeuse d'anions faibles et mesurés à 254 nm (graphe A) et à 2g0 nm

(graphe B).

Gradient de NaCI Àt) Absorbùces

Grâdienl de NrCl (Nt) Absorbùces

Gradienl de NaCl llU)

Gradiena d€ NaCl (Nl)

Figure 24 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d'une carpe femelle non-

ttaitée (tracés noirs) et d'une carpe femelle traitée (tracés rouges) obtenus lors de l'étape de

chromatographie échangeuse d'anions faibles et mesurés à 254 nm (graphe A) et à 280 nm

(graphe B).
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Electrophorèses

Afin de vérifier que la VTG est présente parmi les protéines éluées dans les fractions 10,

ll et 12, issues des animaux traités, leur contenu protéique est déterminé par électrophorèse

SDS-PAGE (Figure 25).

Std PVnT lOnT 107

205

1 1 6
97

66

45

Figure 25 : Analyse électrophorétique par SDS-PAGE (7,5 Vo) du contenu protéique des fractions 10,

ll et 12, obtenues à f issue de la première 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),.

PVnT : échantillon plasmatique d'une carpe non-traitée ; Std : standard.

Les résultats obtenus révèlent, d'une part, qu'une protéine dont le PM correspond à la

VTG, est présente dans ces fractions, puisqu'une bande protéique d'environ 140 à 150 kDa peut

être observée. D'autre part, la SDS-PAGE montre qu'à I'issue de cette première 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, ll et 12 issues des animaux

traités ont été regroupées et concentrées. Ce nouvel échantillon semi-purifié dit "traité" a alors été

étudié par électrophorèse 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 l'échantillon semi-purifié "traité"

puisqu'une protéine d'environ 370 kDa contenant, à la fois, des groupements lipidiques et

phosphates est présente uniquement dans cet échantillon.

l lnT l lT l2nT l2T

IT
1# æ

29

kDa
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Std PVnT PYT sp/nT spÆ sp/nT spÆ
5.+5--+
216+

t -12+

66 -+

dimère

+dégradée

,1-5 --+

2 9 +

AkDa

Fieure 26 : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE (6 Vo), de la composition protéique des

échantillons semi-purifiés, "traité"(spÆ) et "non-traité" (sp/nT), obtenus après la première 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). Pl/nT : échantillon plasmatique

d'une carpe non-traitée ; Pl/T : échantillon plasmatique d'une carpe traitée ; Std : standard.

Le profil électrophorétique obtenu permet également de constater que cette première

étape de purification par chromatographie échangeuse d'anions faibles n'est pas dénaturante. En

effet, aucune bande d'environ 140 kDa n'est révélée (monomère de VTG). Ainsi, bien que la

protéine 240-250 kDa, correspondant à une forme dégradée du dimère de la VTG de carpe soit

toujours présente, sa concentration n'a pas augmenté lors de cette première étape de purification.

En conclusion, les fractions 10, ll et 12, issues de la purification par chromatographie

échangeuse d'anions faibles du plasma de carpe Traitée avec de I'E2 (mâle ou femelle)

contiennent la VTG sous sa forme native, mais celle-ci n'est pas complètement pure. Il est donc,

nécessaire de recourir à une deuxième 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. Puriftcation parfrltration sur gel

La purification de 1'échantillon semi-purifié "traité" par chromatographie liquide haute

performance de filtration sur gel a été suivie par spectrophotométrie à 254 et280 nm (Figtre 27).
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Les profils c hromatographique s

Les profils chromatographiques obtenus montrent la présence, dans l'échantillon semi-

purifié "traité", d'un pic protéique supplémentaire absent de l'échantillon témoin (Fig,ne27).

Figure 27 : Chromatogrammes obtenus à I'issue de la deuxième étape de purification par

chromatographie de filtration sur gel. Chromatogrammes noirs : échantillon pur " non-traité " ;

rouges :échant i l lonpur " t ra i té " ;con t inus : lec tu reà254nm;enpo in t i l l é : lec tu reà280nm.

Electrophorèses

Pour déterminer le contenu protéique du pic, les fractions 10, 11 et 12 ont été analysées

par SDS-PAGE7,5 Va (Figure 28). Une seule et unique bande d'environ 140 kDa est présente

dans ces fractions. La protéine est donc totalement purifiée à f issue de cette deuxième étape de

purification. Ces fractions sont alors regroupées et concentrées par ultrafiltration.
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Figure 28 : Analyse électrophorétique, par SDS-PAGE (7,5 Vo), de la composition protéique des

fractions pures 10, I I et 12, obtenues après la deuxième étape de purification, par

chromatographie de filtration sur gel, des échantillons semi-purifiés "traité"(T) et "non-traité"

(nT)' Pl/nT : échantillon plasmatique d'une carpe non-traitée; Pl/T : échantillon plasmatique

d'une carpe traitée ; Std : standard.
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A

Fieure 29 : Analyse électrophorétique, par Native-PAGE (6 Vo), de la composition protéique de

la solution pure de VTG obtenue après la deuxième 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 Vo (Figtre 29), et les

résultats obtenus confirment, tout d'abord, que la protéine visualisée est la VTG de ca(pe,

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 à I'issue de cette deuxième

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 première

méthode de purift,cation

Cette nouvelle méthode de purification de la VTG de carpe Cyprinus carpio, en deux

étapes, utilisant deux techniques de chromatographies liquides à 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 ca{pe, de manière 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 espèces de poissons (Tableau 19) (Tao et al., 1993, Mafrands et al.,1994b, Roubal

et al., 1997, Brion et a1.,2000). En effet, les temps de rétention de la VTG de carpe sont très

faibles pour les deux étapes : inférieurs à 12 min dans les deux cas alors qu'il était supérieur à

I heure pour les autres méthodes.

Tableau l9 : Intervalle des temps d'élution de différentes molécules de vitellogénine, variant

selon la méthode de purification (début - fin d'élution) (Tyler et Sumpter, 1990a) fll, (Tao et al.,

1993) [2], (Maflanôs et al., 1994b) [3] (Roubal et al., 1997) t4l et (Brion et a\.,2000) l5l.

Poissons Etape I Etape2 Etape 3 Références

Carpe 1010-12,0"'" min 1010-12,0'"*" min
Bar de mer 54,0-g4,0'è*" min 6,0-6,5'"'" h - t3l
Bar à rayure g,o-10,2't" h 2,0-4,0iè" h tzl
Carpe lo,o-16,0'è*" h 3,0-5,ottt" h l2,o-14,0'è-" h t l l
Gougeon 14,4-15,6iè'" min 42,5-57,5'è^" min t5l
Sole anslaise 2,6-2,9'è^" h 1,5-2,0'è- '  h I4l
Truite arc-en-ciel 13.5-14.5iè'"min 45.0-55.0iè'"min t5l
Vandoise 14,4-15,6iè-'min 47,5-55,0iè-'min t5l
h : heure mln :m lnu te

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 à7701;g/ml, obtenue à partir d'une échantillon plasmatique de I ml

provenant d'une carpe mâle mature traité. Roubal et al. (1997), quant à eux, avaient obtenu, en
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purifiant I ml de plasma de sole anglaise mâle mature traitée (avec 2injections de l0 pg/g de

E2), des solutions de VTG pure dont les concentrations varient entre 600 et 800 prg/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 pl/souris d'une

solution de VTG pure, à 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 à 40 Vo, celle-ci se répartissant

équitablement entre les différentes phases.

Une méthode de puffication, en une seule étape, permettrait donc de limiter ces pertes.

IIL A. - 3. Deuxième méthode de puffication

La deuxième méthode testée pour purifier Ia VTG de carpe Cyprinus carpio utilise une

seule technique de chromatographie liquide échangeuse d'anions faibles. Dans ce cas, les

protéines seront éluées à l'aide d'un gradient discontinu de NaCl, avec des paliers de

12,5 mM/4min, variant entre 0 à 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 I'espacement entre les pics

protéiques, et donc de mieux isoler les protéines tout en diminuant le temps de I'analyse

(Jandera, 1999).

Profils c hromato g rap hiqu e s

La purification d'un échantillon plasmatique d'une carpe traitée (mâle ou femelle), par

cette nouvelle méthode, a abouti à I'obtention de trois pics protéiques, absents des échantillons

de carpes non-traitées (mâle ou femelle) (Figure 30).
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Figure 30 : Chromatogrammes de deux échantillons plasmatiques issus d'une carpe mâle 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).

Electrophorèses

L'analyse, en SDS-PAGE (7,5 Vo), du contenu protéique des trois fractions 10, 12 et 14

où les trois pics protéiques sont élués, montre qu'elles contiennent uniquement deux protéines

qui pounaient être (Figure 31) :

r le monomère délipidé de la VTG de carpe d'un PM variant entre 130 et 150 kDa,
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o et une autre bande, minoritaire d'environ, 100 kDa qui correspondrait à un produit de

dégradation du monomère de la VTG de carpe (Tyler et Sumpter, l990a,Tao et aI., 1993).

En I'absence d'autres bandes protéiques à I'issue de la purification, la VTG de carpe

serait, par conséquent totalement purifiée.

l0n l2nT l2T l4n'l l4T

ff,+ monomère

+dégradé

45
kDa

Figure 3l : Analyse électrophorétique par SDS-PAGE (7,5Vo) du contenu protéique des trois

fractions 10, 12 et 14, obtenues après purification par chromatographie échangeuse d'anions

faibles en gradient d'élution discontinu. Std : standard ; nT : non-traité ; T : Traité.

T IOT

ry205

l l 6

97

ry

Std R RC

"1;=;fr 
tfu,-u."

RC
f l , €

r  * < -

,?

kDa B"A

Fisure 32 : Analyse électrophorétique par Native-PAGE (6Vo) du contenu protéique de la

solution pure de VTG, regroupant les trois fractions 10, 12 et 14, obtenues après purification par

chromatographie échangeuse d'anions faibles en gradient d'élution discontinu : A/ coloration au

bleu de Coomassie ; B/ coloration au noir Soudan; Cl coloration au vert de méthvle : 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 électrophorétique, en Native-
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PAGE (6Vo) est réalisée sur la solution de VTG pure obtenue après 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 à l'élution d'une seule et unique molécule de VTG de carpe. Pourtant,

I'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 à rayure et des gobies (Acanthogobius flavimarzas) où deux dimères sont détectables

(Tao et al., 1993, Roubal et al., 1997, Ohkubo et a1.,2003). Cene différence serait la

conséquence de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, glycosylation).

Re ndement de puriftcation

Le rendement de purification de cette nouvelle méthode est très satisfaisant puisqu'il

permet d'obtenir une concentration suffisamment élevée pour produire des Acms. En effet, avec

400 prl de plasma de carpe traitée, nous obtenons I 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 minimum 16,7 mglml de VTG

(Tableau 20), soit environ 17 fois plus de VTG que ne peut en produire une carpe en

vitellogenèse.

Tableau 20 : Estimation de la quantité de VTG présente dans 1 ml de plasma de carpe traitée par

extrapolation des résultats obtenus avec 400 pl de plasma.

Valeurs expérimentales Valeurs estimées

Volume de plasma 400 pl l m l

Après purifTcation

Quantité de VTG 6,7 mg 16,7 mg

Après ultrafiltration

Concentration en VTG 4.4 mg 10,9 mg

Volume final l m l l m l
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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 vitellogenèse (1mg/ml pour

les carpes) (Tyler et al., 1996). D'autres études réalisées sur les bars de mer et les soles anglaises

ont, comme notre étude, démontré que cette valeur pouvait être dépassée (Mafrands et al., 1994b,

Roubal et  al . .1997\.

Exemple d'autres études

Parallèlement à notre étude, deux autres équipes ont également mis au point une nouvelle

méthode de purification de la VTG de carpe, util isant un gradient d'élution discontinu. La

première utilise une chromatographie d'hydroxylapatite et les protéines sont éluées avec un

gradient discontinu de phosphate de potassium (0,2, 0,4, 0,8, | ,2 et 2,0 mol/l). Cette technique ne

permet pas à elle seule de purifier totalement la VTG de carpe ce qui les oblige à recourir à une

deuxième étape de purification par chromatographie de filtration sur gel (Fukada et a\.,2003). La

seconde équipe utilise, quant à elle, une technique de chromatographie échangeuse d'anions sur

membrane. Les protéines sont éluées avec un gradient discontinu de NaCI (0,07,0,27,0,33,0,37,

0,47 et 1,07 M). Cette méthode possède l'avantage d'être très rapide: la molécule de VTG est

éluée en moins de 5 min. Par contre, comme dans la méthode précédente, la VTG de carpe n'est

pas totalement purifiée à I'issue de cette chromatographie. En effet, deux autres protéines sont

toujours présentes dans la fraction où la VTG de carpe est éluée (Shi er at.,zO03).

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 (Magalhâes et a1.,2004b).
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III. B. Production des anticorps monoclonaux spécifiques

de Ia vitellogénine

Le deuxième 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 reconnaître cette protéine. La solution pure de VTG de carpe préalablement purifiée sera

utilisée comme immunosène.

III. B. - 1. Production des Acms anti- VTG de carpe

III. B. - 1. I. 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 après la troisième injection un échantillon

de sang est prélevé sur chaque souris, au niveau de la veine caudale. Les sérums obtenus sont

analysés à I'aide d'un test ELISA indirect utilisant une solution de VTG à 200 ng/ml comme

antigène et une solution d'anti-sérum dilué au l/10000'è'" (contenant les Acs), afin de

sélectionner les souris présentant les Acs, les plus réactifs vis-à-vis de la VTG, (Tableau 2l).

Tableau 2l : Réactivité des Acs anti-VTG de carpe déterminée par chaque souris immunisées.

Anti-sérum

Unité d'absorbance 0.350 + 0.02r 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 I a, quant à elle, été éliminée des essais. Quatre jours

après, les souris sélectionnées sont sacrifiées et les cellules de la rate sont fusionnées avec des

cellules myélomateuses spécifiques (SP2/O), 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 hvbridomes

Chaque suspension cellulaire, obtenue à 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

l0 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 à I'aide d'un test

ELISA indirect. Après dosages des Acs anti-VTG dans les surnageants de culture, l7 puits ont

été retenus pour le clonage. Parmi ces puits, l0 provenaient de la fusion des splénocytes de la

souris 2, et 7 de celle de la souris 3, soit environ 4,5 7o des surnageants analysés (Tableau 22).

Tableau22 : Valeurs de D.O. obtenues, en ELISA, à 492 nm, des l7 puits sélectionnés.

Nom du puits DO Colonies
Souris 2 A l l 0,496 Plusieurs

B7 1,190 Plusieurs
D4 0,423 Plusieurs
D8 0,584
E8 1,483
F4 1,750
F7 0,605
G6 0,572
G l0 1,278
H t0 1,434 Plusieurs

Souris 3 A3 1 ,109
C6 0,475 Plusieurs
D3 t .074
D9 0 .517 Plusieurs
F3 0,569 Plusieurs
G3 0,616 Plusieurs
H9 1,292 Plusieurs

Enfin, une observation au

qui contenaient une ou plusieurs

été sélectionnés.

microscope du contenu

colonies. Seuls ceux qui

des puits a permis de déterminer ceux

contenaient une ou deux colonies ont
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III. B. - 1. 3. Clonage

Première étape de clonage : par dilution limite

A partir des 8 hybrides issus d'une seule colonie, des dilutions limites ont été effectuées

selon le protocole de Melchior (1998). Après une semaine de culture, les surnageants ont été

testés en ELISA (Tableau 23): 8 surnageants de culture ont ainsi présentés des résultats

considérés comme positifs, c'est à dire avec une absorbance supérieure à 0,4 (492 nm).

Tableau 23:Valeurs d'absorbances obtenues, en ELISA,à492 nm, des différents surnageants

obtenus après une première étape de clonage en milieu liquide par dilution limite.

Puits d'origine Clonage 1 l8l12/01 28/l2l0l 07/01102 lll0l/02 16101102 Clone

D8l2 0,638 <0,4 0,652 0,823 <0,4 MonoclonalD8
D8/6 1,084 <0.4 <0.4 <0.4 <0.4 Monoclonal

D8/9 1 ,100 <0,4 <0,4 <0,4 <0,4 Monoclonal

F4 F4I2 L,754 1,385 1,068 1,666 1,903 Polyclonal

F4l8 1,728 1,415 0,975 1,612 1,896 Biclonal

r4t9 L,775 1,434 1,017 1,650 1,808 Biclonal

F4n0 t.799 t.414 1,020 1,791 1,885 Biclonal

G10 c10/s 1.820 1.511 0,974 1,7L6 1,893 Triclonal

Deuxième étape de clonage : en agar noble 3Vo

Un mois et demi après le premier clonage, les contenus cellulaires, des puits Gl0l5,F4/2,

F4l8 etF4l9 ont subi une nouvelle étape de clonage en agar noble 37o (Galfré et Milstein, 1981,

Melchior et a\.,2001). Après 7-9 jours de culture, plusieurs clones monoclonaux ont été isolés :

o l0 clones pour le Gl0/5 parmi lesquels seulement 8 ont donné une réponse positive en

ELISA;

a seulement 4 clones ont été obtenus pour le F4l8 et leF4l9, donnant tous les quatre des

résultats positifs en ELISA (Tableau 24).
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Tableatt 24 : Valeurs de D.O. obtenues, en ELISA, à 492 nm, des différents clones obtenus après

les deux étapes de clonage, par dilution limite et en agar noble 3Vo.

Puits d'origine Clonage 1 Clonage 2 22101/02 24/01/04 29/01/02 25/04/02 Clone
Gr0 Gl0/5 G10/5tr 0,563 0,621 0,605 1,315 Monoclonal

Gr0/5/2 0.64r 0,571 0,699 I ,335 Monoclonal
Gl0/5t3 0,619 0,576 0,610 1,229 Monoclonal
Gl0/514 0,690 0,634 0,697 1,217 Monoclonal
GrÙt5t6 0.626 0.646 1,286 Monoclonal
Grjt5t7 0,666 0 ,619 1,173 Monoclonal
Gl0/5/8 0,695 0,602 1,325 Monoclonal
Gr0t5/9 0.630 0.612 1,299 Monoclonal

F4 F4/8 F4/8/r 0 ,818 1,291 Monoclonal
F4/8/2 0,681 1 ,178 Monoclonal

F4/9 F4/9/l 0,796 l ,165 Monoclonal

0,795 1 ,  150 Monoclonal

III. B. - I. 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'à l'obtention d'une culture stable en

flasques de 80 cm3 (35 ml). Parallèlement une observation au microscope a permis de voir que

parmi les 8 clones (G10/5/l , 2, 3, 4, 6, 7 ,8 et G 10/5/9), seuls Gl0/511, F4/8ll et F4l9ll éraient

adhérants.

Après trois mois de repiquage, au vu des résultats obtenus en ELISA et des observations

au microscope, trois clones ont été sélectionnés : le Gl0l5/l,leF4l8/l etleF4/9/1.

III. B. - I. 5. Caractéristiques des trois anticorps monoclonaux

Isotypes

Un isotypage de trois Acms Gl0/5ll,F4/8/l etF4lgll a été réalisé après purification à

l'aide d'une solution de sulfate d'ammonium saturée (concentration finale en sulfate

d'ammonium égale à35Vo). Les résultats obtenus montrentque ces trois Acs appartiennent à la

classe des IgGl. Il en est de même pour les autres Acms spécifiques des VTGs de médaka

F4/9/2
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(Oryzias latipes) et de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) produits par d'autres équipes

(Marx et a\.,2001, Nishi er a|.,2002).

Spécificité vis-à-vis de la carpe

Ces Acs possèdent non seulement la capacité de reconnaître spécifiquement la VTG de

carpe purifiée, mais aussi celle de femelles en vitellogenèse, et de carpes traitées avec de

l'æstradiol. Ainsi, des valeurs élevées d'absorbances (de 0,391 à 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 vitellogenèse. Les valeurs mesurées

chez carpes mâles traitées, elles sont légèrement inférieures à celles des carpes femelles traitées.

De plus, aucun de trois Acms n'a interagi avec aucune protéine plasmatique de carpes mâles

non-traitée (témoins négatifs) ou de femelles qui n'étaient pas en vitellogenèse, même à une

dilution l0 fois moins importante que pour les animaux traités (Tableau 25).

Tableau 25:Détection de la VTG de carpe par les trois anticorps monoclonaux, le Gl0/5/1, le

F4lïll etle F4l9ll, à I'aide d'un test ELISA : valeurs d'absorbances obtenues à 492 nm.

Carpe Dilution Gl0/5/l F4t8tl F4t9/1

Mâle non-traité l /100 nd nd nd

Femelle non en vitelloeenèse l / 100 ndndnd

Femelle en vitelloeenèse l / 100 0,391 r 0,009 0,424 + 0,006 0,428 + 0,01 3

Femelle traitée 1/1000 1,598 + 0,004 1,162 + 0,157 1,472 + 0,089

Mâle traité 1/1000 1 ,255 r 0,041 0,984 t 0,01 3 0,984 + 0,034

Affinité vis-à-vis de la carpe

L'affinité de différents Acs peut être comparée à

2003). Pour cela, plusieurs dilutions de la solution pure

du plasma d'une carpe traitée (de l/1000 à l/4096000)

test ELISA indirect (Figure 33).

I 'aide de tests ELISA (Mylchreest et al.,

de VTG de carpe (de 4 à 8000 ng/ml) et

sont préparées et analysées à I'aide d'un
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Fieure 33 : Affinité des différents Acms pour la VTG purifiée et pour la VTG présente dans le

plasma d'animaux traités avec de l'æstradiol.

Les résultats indiquent que I'affinité des trois Acms pour la VTG de carpe est identique

puisque les courbes de dilutions sont parallèles. Il en est de même, pour I'affinité des Acms pour

la VTG produite par les carpes traitées. Par contre, le plateau de saturation du F4l8/l 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, plutôt, une affinité

plus faible de I'Acm F4/8ll pour la VTG.

III. B. - 2. SéIection des Acms anti-VTGs multi-espèces

Afin de déterminer si les trois Acms sélectionnés pour leur haute affinité vis-à-vis de la

VTG de carpe Cyprinus carpio reconnaissent également la VTG d'autres espèces de poissons

appartenant à la famille des Cyprinidés ou à d'autres familles, des tests de croisemenr sont

réalisés par western blot, et par ELISA avec :

o six espèces de la famille des cyprinidés : le chevesne (Leusiscus cephalus), la

vandoise (Leusiscus leusiscus),le hotu (Chondrostoma nasus),le rotengle (Scardinius

e rythrophtalmus), le barbeau (B arbus barbus), le gardon (Rutitus rutilus),

a et une espèce de la famille des percidés, la perche (Percafluviatilis).
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III. B. - 2. 1. Afftnité pour les cyprinidés

Western blot

Après avoir séparées, par électrophorèse Native-PAGE (67o), les protéines composant

chaque échantillon plasmatique provenant des poissons cités préalablement, un Western blot est

réalisé avec les Acms : GlDl5ll,F4l8/l etF4/9ll (Figure 34).

Gt0tstl
205 kDa

205 kDa

205 kDa

Figure 34: Etude des réactions croisées entre les 3 Acms, le Gl0/5/1,leF4l8/1et le F4l9/l et les

molécules de VTG de plusieurs espèces 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 à

370 kDa, ce qui correspond à la VTG de carpe, est détectée par les trois Acms, chez 4 espèces 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 espèces indique que la concentration en VTG chez ces

animaux est plus faible que celle détectée chez la carpe qui est la seule à avoir étê, traitée avec de

l'æstradiol. De plus, un résulat positif peut être observé avec l'échantillon plasmatique provenant

du rotengle bien que celui-ci soit un mâle ne produisant normalement pas de VTG. Ce résultat

pourrait être lié à la provenance des poissons utilisés : ces animaux ont été pêchés dans la

Moselle oùr déjà des problèmes de féminisation ont été observés (Flammarion et a|.,2000)

Quant à la VTG du barbeau et de la perche, elles sont détectées uniquement parleF4l9ll.Par

conséquent, cet Acm semble reconnaître un épitope différent des deux autres Acms. Cet épitope,

commun à plus d'especes de poissons, se serait donc mieux conservé au cours de l'évolution.

PeRoGaBaHoVachCasrd
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Théoriquement, il serait, donc, possible de trouver une ou plusieurs séquences d'acides

aminés communes aux différentes espèces qui pourraient être utilisées pour produire des Acs

spécifiques de toutes les VTGs existantes chez les poissons. Ces 15 dernières années, quelques

études ont tenté de trouver ces épitopes communs. Les résultats obtenus montrent que des Acs

produits contre une espèce sont capables de reconnaître la VTG d'une autre espèce de poisson,

appartenant le plus souvent à la même famille phylogénétique (Tyler et Sumpter, 1990b, Tyler et

al . ,1996,Tyler et al . ,1999, Fukada et aI . ,2001, Mylchreest et a\ . ,2003) et dans quelques cas à

une autre famille (Hennies et a1.,2003) (Tableau 26).

Tableatt 26: Anticorps polyclonaux croisant avec plusieurs espèces de poissons (Tyler et

Sumpter, 1990b) il 1, (Tyler et al., 1996) [2], (Tyler et al., 1999) I31, @ukada et a|., 2001) [4],
(Hennies et a1.,2003) [5] et (Mylchreest et a1.,2003) [6).

Espèce spécifique Autres espèces reconnues Famille Références
Carpe miroir Carpe commune

Carpe koï

Carpe crustacé (Caras sitts caras sius)
Carpe grass (C te no p hary n g o do n ide lla)
Tanche (Tinca tinca)
Vandoise

Gardon

Brème
Rotengle

Gougeons (Gobio gobio)
Vairon (Phoxiruts phoxinus)
Poisson zèbre (Brachydanio rerio)
Goldfish (Caras sius auratus)
Poisson tête de boule (Pimephales promelas)

t l l

Cyprinidés

t2l

[2 ,3 ,6 ]
Perche Perche Percidés

tsl
Truite arc-en-ciel Truite Cutthroat (Oncorhynchus clarki)

Saumon masu (Oncorhynchus masu)
Salmonidés

Sakhalin taimen (Hucho perryi)
White-spotted char (Salvelinus leucomaenis)

Généralement, ces Acs sont souvent spécifiques d'une famille. Cependant I'Acp produit

par l 'équipe de Tyler, reconnaissant 14 membres de la famille des cyprinidés, peut aussi

reconnaître un représentant de la famille des percidés. Par contre, il ne reconnaît pas les

molécules de VTG de la truite arc-en-ciel, du guppy (Poecilia reticulata) ou bien de la sole

t4)
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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 e/

al., 2003, Mylchreest et al., 2003).

Un Acs spécifique d'une famille de poissons ne reconnaît pas forcément toutes les

espèces de cette famille. Ainsi, par exemple, Gl0l5ll etF4/9/1 ne reconnaissent pas la VTG du

barbeau qui appartient pouftant à la famille des cyprinidés. D'un autre coté, même si un Ac

reconnaît spécifiquement la VTG de plusieurs espèces de poissons, I'affinité de celui-ci vis-à-vis

des différentes molécules de VTG peut être très différente (Mylchreest et a\.,2003). Ainsi, par

exemple, dans le cas du barbeau, le résultat obtenu en western blot avec le F4l9/l peut traduire

une affinité plus faible de cet Acs vis-à-vis de la VTG.

ELISA

L'affinité de différents Acs peuvent être comparée à l'aide de tests ELISA (Tyler et al.,

1999, Fenske et a\.,2001) ou des tests RIA (Tyler et Sumpter, 1990b, Tyler et al.,1996) peuvent

être utilisés. Afin d'évaluerl'affinité des trois Acms (Gl0/5/1, F4l8ll etF4l9ll) pourles VTGs

des six espèces de poissons étudiés, un test ELISA indirect a été réalisé, avec plusieurs dilutions

plasmatiques (de l/1000 à l/4096000) et plusieurs dilutions de la solution pure de VTG de carpe

(de 4 à 8000 ng/ml) (Figures 35,36 et 37).

Dilutions plasmatiques

| 0 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

c10/s/1

0, t  l  r0  r00 1000

l/ Concentration de VTG (pglml)

Figure 35 : Test de croisement entre le Gl0/5/l et les molécules de VTG

espèces de cyprinidés.
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Dilutions plasmatiques
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Figure 36 : Test de croisement entre le F4l8/l et les molécules de VTG issues de différentes

espèces de cyprinidés.

Dilutions plasmatiques
0,1 r l0 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

0,1

F4t9tl

0,1 I  l0 100 1000

L/ Concentration de VTG (frglnrl)

Figure 37 : Test de croisement entre le F4/8/l et les molécules de VTG issues de différentes

espèces de cyprinidés.

Les résultats obtenus avec les trois Acms, en ELISA, confirment le fait que Gl0/5/1,

F4/8/l etF4l9/l 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 espèces est du même ordre

puisque les courbes de dilutions sont parallèles. D'autres part, pour la calpe, le plateau de

saturation est obtenu à des valeurs d'adsorbances plus élevées que pour les autres espèces.
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Dans ce cas, cette différence peut traduire :

une concentration supérieure en VTG dans l'échantillon plasmatique de la carpe,

ou une affinité plus élevée des Acms pour la VTG de carpe.

Aucune réponse positive en ELISA n'aété obtenue avec le barbeau etleF4l9ll, quelle

que soit la dilution plasmatique tesTêe (l/2 à l/1000000) bien que cet Ac ait reconnu

spécifiquement la VTG de barbeau par la technique de western blot (Figure 34). De plus, les Acs

F4l9l1 donnent des réponses positives avec la VTG de barbeau lors de la réalisation des tests

d' agglutination (Voir I ILB. - 3.2. 3).

Dans les westerns blot, les antigènes (Ags) sont concentrés, favorisant ainsi I'interaction

anticorps-antigènes, et cela, même si I'affinité de I'Ac pour I'Ag est très faible. Par contre, les

lavages successifs, réalisés en ELISA, empêchent que les interactions de très faible affinité se

conservent.

III. B. - 2. 2. Afftnité pour Ia perche

Les résultats en westem blot indiquent que le F4/9/1 reconnaît à la fois, la VTG de

plusieurs cyprinidés et de la perche, comme I'Ac polyclonal produit par Hennies et son équipe

(2003) (Figure 34).La réponse plus faible obtenue avec la perche, parrapport à celle présentée

par les cyprinidés, résulte :

r soit de la présence d'une quantité plus faible de VTG dans le plasma de la perche femelle

en vitellogenèse testée,

r soit de la faible affinité de cet Ac pour la VTG de perche.

205 kDa

Figure 38 : Etude de I'affinité d:uF{lgll pour la VTG de perche. Ca: carpe; I à 4 : perche

femel leenvitel logenèse; 5, 7et 8:perchefemel letrai téeavecdel 'æstradiol ;  6:perche

mâle traitée.
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Pour vérifier cela, la surexpression de la VTG de perche a été induite à I'aide d'un

traitement avec de l'æstradiol. 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 l'épaisseur des bandes chez les animaux traités par rapport aux poissons contrôles qui

sont tous des femelles en vitellogenèse (Tableau27) Par ailleurs, le troisième animal traité est un

mâle (Tablealu2T), et d'après les résultats du western blot, le traitement induit une production de

VTG inférieure à celle induite chez les femelles traitées. Les résultats sont, par conséquent,

proportionnels à la quantité de VTG présente dans le plasma.

Tableau 27: Sexe et stade de développement des perches non-traitées et traitées, déterminés

histologiquement (Gupt a, 197 5).

Numéros Sexe Stade de développement
Perches non- traitées

Femelle
Femelle

I

2
a
J

4
Femelle

Femelle

Perches traitées
Femelle

Mâle

Femelle

5
6

8 Femelle

Par contre, malgré I'augmentation de VTG chez ces animaux aucun résultat en ELISA

n'a été 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 fu F4/9ll 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 ta VTG de

plusieurs espèces 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 à I'Acm qui reconnaît le barbeau (le F4/9/1) il reconnaît êgalement ta VTG de ta

perche, qai est le représentant majeur de la famille des percidés (Hennies et al., 2003).
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III. 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 mâles 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 à ces critères

et permet ainsi rapidement de :

o cartographier les sites pollués,

r déterminer I'emplacement des sources de pollutions,

o 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. Après la capture d'un poisson mâle ou d'un jeune immature, un

échantillon de sang d'environ 100 pl 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. Parallèlement, 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 VTG. Lors de la

réalisation du test, des agglutinations visibles à l'æil 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'util isation de plusieurs tailles de

billes (2 Um et I Um) 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 dû, également, être

optimisée.
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lil. C. - 1. Développement avec des billes de 2 pm

Un premier test d'agglutination avait déjà été développé par notre laboratoire, avec des

billes de latex de 2 prm 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 étaient aussi des anticorps monoclonaux de type IgG1.

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 mâles 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

à 9,6. Ce tampon est celui préconisé par le fabricant pour maintenir la stabilité des billes de

2 pm, c'est-à-dire pour maintenir l'équilibre entre les forces attractives de Van der Walls

générées par le composant hydrophobe des billes et les forces répulsives électrostatiques

générées par les charges des billes (ortega-vinuesa et Bastos-Gonzâlez,200l).

III. C. - 1. 1. Effet de la concentration initiale en Acms sur le

proc es sus d' adsorption

Ce premieressai de mise au point d'un test d'agglutination aétéréalisé avec le premier

Acm anti-VTG produit, I'Acm G10l5ll, de fait de son affinité élevée pour la VTG de carpe

Cyprinus carpio. Plusieurs concentrations (500, 1000, 2000, 4000 et 8000 trrg/ml) de cet Acm ont

été testées pour évaluer l'adsorption des ces Acms sur les billes de latex.

Adsorption des Acms sur les billes de latex de 2 pm

Le dosage protéique des solutions restantes après adsorption a permis de calculer les

concentrations en Acm Gl0/5ll non-adsorbés en prg/ml de billes. A partir de ces résultats, et des

concentrations d'Acm Gl0/5/l initialement apportées, les concentrations d'Acm GIO/lll

adsorbés par ml de billes ont été estimées.
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Fieure 39 : Rapport entre les concentrations en G10/5/l initialement apportées, non-adsorbées, et

adsorbées sur les billes de 2 pm.

Les résultats montrent que la totalité des Acms Gl0ls/l 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 I.E.-4.1.) (Serra et al., 1992). Cet équilibre

dépend de plusieurs phénomènes (Molina-Bolfvar et Galisteo-Gonzâle2,2003) :

a de la probabilité de rencontre entre les billes et les Acs dans le mélange,

c des forces attractives de Van der Walls générées par la surface non recouverte des billes,

o et des forces répulsives électrostatiques associés à I'encombrement stérique généré par les

Acs déjà adsorbés sur les billes.

Ainsi, quand les concentrations en Acs sont très faibles, la probabilité de contact entre un

Ac et une bille est elle aussi très faible. C'est pourquoi, pour la concentration initiale en Acm

Gl0/5/l égale à 500 prg/ml, le pourcentage d'Acms adsorbés n'est que de 22 Va. Au fur et à mesure

que la concentration initiale en Acs augmente, la probabilité de rencontre, entre ces Acs et les

billes, croît. Le pourcentage d'Acs adsorbés passe de 22 Vo à52 7o dans notre étude (Tableau 28).

Tableau 28 : Répartition entre le pourcentage en Gl0/5/l adsorbés sur la surface des billes de

2pm et celui en G10/5i I non-adsorbés à l'équilibre.

Pourcentage de G10/5/l
Concentration initiale en G10/5/1 (Fg/ml)

500 1000 2000 4000 8000

Adsorbés 3422 38 42 52
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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, à la fois :

o 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 déjà adsorbés,

t d'une saturation de type électrostatique : les forces électrostatiques répulsives générées par

les Acs déjà adsorbés deviennent tellement importantes qu'elles empêchent I'adsorption

de nouveaux Acs (Mol ina-Bolivar et Galisteo- Gonzâlez, 2003).

Au-delà du point de saturation, le pourcentage d'adsorption diminue.

I sotherme d' adsorption

Pour déterminer si ce point de saturation a été atteint avec les concentrations en Gl0/5/l

étudiées, un isotherme d'adsorption a été tracé à partir des concentrations en Gl0/5/l non-

adsorbées et adsorbées sur les billes de 2 prm.

La courbe obtenue (Figure 40) montre que le point de saturation des billes de 2 pm n'est

pas encore atteint. D'ailleurs, pour la concentration la plus élevée en Acms initialement apportés

(8000 prg/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 pglml, I'adsorption est

inférieure à 50 Vo, pour la concentration en Gl0/5/l initiale de 8000 gg/ml, l'adsorption est

supérieure à 50 Vo de la valeur estimée.

5000
o Valeurs expérimentales

x Valeurs estimées avec un taux d'adsorption de 50 Zo

2000

1000

0
0 1000 2000 3000 4000

Concentration en G10/5/1 non-adsorbés (pglml)

Figure 40 : Isotherme d'adsorption du Gl0/5/l sur la surface des billes de latex de 2 trrm.
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Isotherme de F reundlich

En sachant que la saturation n'est pas atteinte et afin de confirmer les résultats de

l'isotherme d'adsorption ainsi que pour déterminer I'affinité etlacapacité d'adsorption des billes

de latex de 2 pm, un isotherme de Freundlich obtenu par transformation logarithmique népérien

de f isotherme d'adsorption, a été tracé (Figure 41).

y = l,5l%x- 4,1637

R2 = 0,9902

Ln [concentration en G10/5/f non-adsorbés (pg/ml)]

Figure 41 : Isotherme de Freundlich modélisant I'affinité des anticorps Gl0/5i l pour la surface

des billes de 2 pm.

L'obtention d'une droite confirme que le point de saturation des billes de 2 pm n'est pas

atteint, pour les concentrations en G10/5/1 étudiées (Figure 41). En effet, la concentration en

Acms adsorbés croît continuellement.

De plus, ce résultat indique que I'affinité des Acms Gl0/5/1 sur les billes de 2 trrm reste

constante quelques soient les concentrations en G10/5/l adsorbés et non-adsorbés, avec une

valeur k est égale à 0,0155 (Figure 4l). Quant à la valeur de la capacité d'adsorption (1/n) des

billes de 2 gm, elle est égale à 1,510.

Modèle de Scatchard

Pour mieux comprendre, le processus d'adsorption de I'Acm GlDlsll, sur les billes de

2 gm, un troisième modèle mathématique est utilisé : le modèle de Scatchard. Les Acs, et plus

particulièrement les IgGs, comme le Gl0i5i 1, possèdent souvent plusieurs phases d'adsorption

l,o

e=
é Éo <
- 0 0

' E o
cg \é,)
f-i !
Ê =q ) i t

EË
I

É
F1
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(Molina-Bolivar et al., 7998a, Molina-Bolfvar et Galisteo-Gonzâlez, 2003) que ce modèle

permet de visualiser.

La courbe biphasique obtenue indique que les Acms Gl0/5/l possèdent deux phases

d'adsorption présentant chacune une constante d'association différente dont les valeurs sont

ft'n = 0,001 pour les concentrations les plus faibles, et k,6 = 0,0001 pour les concentrations les

plus élevées (Figure 42).

y = 0,001x+ 0,1706

y = 0,000lx+ 0,4872

R2 =0,9925

1000,0 2000,0 3000,0 4000.0 5000.0
Concentration en G10/5/l adsorbés (pglmt)

Figwe 42: Modèle de Scatchard modélisant les différents modes d'association des anticoros

Gl0/5/l 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 Gl0/5/l étudiées, plus la concentration en

Gl0l5/l initialement apportée est élevée plus le phénomène s'accélère. Cette accélération qui

résulte de I'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 l0 fois supérieure.

Nous sommes, donc, dans ce cas, très loin du point de saturation des billes de 2 pm.

La droite obtenue avec les concentrations les plus élevées traduit la mise en place de

l'équilibre entre les phénomènes qui favorisent l'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 déjà adsorbés sur les billes) (Molina-Bolfvar et Galisteo-Go nzâ1e2.2003).

t )

0,0
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nI. C. - 1.2. Immunoréuctivité

Après avoir analysé la capacité d'adsorption des Acms Gl0l5l1 sur la surface des billes

de 2 pm, I'immunoréactivité des différents complexes a été testée avec des échantillons

plasmatiques provenant :

. de carpes mâles non-traitées (témoins négatifs),

. et de carpes, femelles ou mâles, traitées avec l0 prg/g d'æstradiol,

o 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-Gl0/5/1, 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-recouveftes 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 l'échantillon plasmatique provenant d'une carpe mâle non-traitée (Figure 43 c, f , et

h). Les agglutinations observées avec les billes recouvertes et les plasmas de carpes traitées (mâle

ou femelle) sont, par conséquent, spécifiques de I'interaction Gl0/5/l-VTG (Figures 43 d, e, et g).

Le nombre et la taille des agglutinats augmentent proportionnellement à la concentration

en Gl0/5/l adsorbés sur les billes, jusqu'à la concentration de 340 prg/ml environ (Figure 43 e).

Au delà de cette concentration, la taille et le nombre des agglutinats diminuent (Figure a3 ù.

A partirde laconcentration environ égale à 1670 pg/ml, plus aucune agglutination n'est

visible (Figure 43 i). Ce phénomène a également été observé dans d'autres études (Ortega-

Vinuesa et al., 1996, Molina-Bolîvar et al.,1998b, c, Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâlez,200l).

Dans certains cas, il peut être dû à l'encombrement stérique provoqué par une trop grande

quantité d'Acs adsorbés sur la surface des billes, réduisant I'accès aux Ags. Dans nos essais, il

est plus probable que ce phénomène soit dû à un excès d'Ag provoquant un encombrement des

paratopes et par conséquent une inhibition de I'immunoréactivité.
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G1015/l adsorbés
Carpes mâle témoins Carpes femelle et mâle traitées

l t 0

1610

Figure 43 : Résultats du test d'agglutination développé avec des billes de 2 trrm recouvertes de

Gl0/511, dont Ies sites non-spécifiques n'ont pas été saturés.
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Gl1l5ll adsorbés
(ue/ml) Carpes mâles témoins Carpes, femelles ou mâles, traitées

110

340

770

1670

Figure 44 : Résultats du test d'agglutination développé avec des billes de 2 trrm recouvertes de

Gl0/5/1, dont les sites non-spécifiques ont été saturés avec une solution de BSA 0,5 ott I Vo.
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Contrairement à ce qui pouvait être supposé, il semble que les concentrations élevées en

Acs adsorbés ne soient pas celles qui favorisent le plus l'immunoréactivité des complexes billes-

Gl0l5l1. En effet, les plus gros agglutinats sont obtenus avec la concentration en Gl0/5/1

adsorbés de 340 prg/ml environ (Figure 43 e).

Résultats des complexes de billes B-Gl0/5/1 saturées d'albumine

Nous avons également examiné le rôle 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 Vo (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, k et l).

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-

Gl0l5/l avant I'apport de VTG, favoriserait I'agglutination spécifique induite par la liaison

Gl0/5/ l -vTG.

Les plus gros agglutinats sont aussi, dans ce cas, obtenus avec la concentration en

Gl0l5/1 adsorbés de 340 pg/ml environ (Figure 44 g) avec toutefois une légère différence entre

les complexes de billes saturés avec les deux concentrations en BSA (0,5 Va et I Vo): les

agglutinats des complexes saturés avec I 7o de BSA sont plus nombreux et plus volumineux

(Figure 45).

Figure 45 : Résultats des

recouvertes de 340 trrg/ml
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tests d'agglutination

de Gl0/5/1 et saturés

réalisés avec les complexes de billes de 2 prm

avec a :0,5 7o de BSA, ou b : 1 7o de BSA.
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Malgré ces résultats concluants, la taille des agglutinats et la vitesse d'agglutination

doivent être encore améliorées. Pour cela, un deuxième type de billes a été testé, d'un diamètre

inférieur, égale à 1 pm, généralement employées por détecter des Ags protéiques de petites

tailles (diamètre de billes compris entre 0,8 et 1 pm) (Bûscher et al.,1999, Ramadass et al., 1999,

Attar et a\.,2001, Chandrakesan et Parija,2003). En effet, si les billes occupent un volume trop

important par rapport à Ia taille de la protéine (VTG), I'accès à un ou plusieurs épitopes de la

VTG peut être 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 Tous les épitopes sont accessibles
accessibles par protéine

Figure 46 : Représentation schématique de I'encombrement stérique dû à la taille des billes de

latex.

UI. C. - 2. Essai préliminaire avec des billes de 1 pm

Un deuxième test d'agglutination a donc été mis au point avec, cette fois-ci, des billes de

I pm. L'util isation de ces billes a impliqué un changement de tampon d'adsorption (Tampon

Borate 0,I 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 dû être 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-Gonzâlez,200l).

Partie III. Résultats et Discussion 189



III. C. - 2. 1. Capacité des billes de I pm à adsorber des Acms

La première étape pour développer un test d'agglutination avec de nouvelles billes

consiste à vérifier si ces billes possèdent 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 trrg/ml.

Les résultats du dosage des Acms restant en solution après I'adsorption, montrent que ces

billes possèdent la capacité d'adsorber des Acms de type IgGl comme les billes de 2 1rm

(Figure 47).

Itr

= <
: .=-

cl

Q

12m

1000

800

600

4tû

2W

0

f G10/5/1 adsorbés f Gf0/5/1 non-adsorbés

479

Concentration initiale en G10/5/1 (pg/ml)

Figtre 47 : Rapport entre les concentrations en G10/5/l initialement apportés, non-adsorbés, et

adsorbés sur les billes de I um.

I s othe rme d' adsorption

A partir de ces résultats, un isotherme d'adsorption est tracé afin de déterminer si le point

de saturation des billes de I trrm n'était pas atteint. Les résultats obtenus indiquent que ce n'est

pas le cas, même à la concentration en Gl0/5/l adsorbés de 405 prg/ml (Figure 48), les trois

concentrations étudiées se situant plutôt dans la phase croissante du processus d'adsorption.
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x Valeurs théoriques avec 50 7o d'adsorption

o Valeurs expérimentales

|f,

. = 4 m
\ J Ë
q b

()
0

100 2n 300 500

Concentration en G10/5/l non-adsorMs (pglml)

Fisure 48 : Isotherme d'adsorption du Gl0/5/l sur la surface des billes de latex de I pm.

Pour les trois concentrations en G10/5/1 testées, l 'adsorption est inférieure à 50 7o.Les

conditions d'adsorption tels que le pH ou la force ionique sont donc à optimiser (Molina-Bolivar,

1999, Ortega-Vinuesa et Bastos-Gonzâ\e2,2001, Molina-Bolivar et Galisteo-Gonzâle2,2003).

Isotherme de Freundlich

L'isotherme de Freundlich des billes de 1 pm, indique que les Acms Gl0/5/l s'adsorbent

sur ces billes avec une affinité (/< = 1,508) supérieure aux billes de 2pm (ft = 0,0155) (Figure 49).

y  =0 ,8809x+0,4108

R2 = 0,9949

4

Figure 49 : Isotherme

des billes de I pm.

4{û

1

Q<- u-)

Ln [Concentration en G10/5/1 non-adsorMs (pglml)]

de Freundlich modélisant I'affinité des anticorps Gl0/5/l pour la surface

En revanche, la capacité d'adsorption (1/n) des billes de I pm, est égale à 0,8809 alors

que la capacité d'adsorption des billes de 2 pm est environ une fois et demi supérieure à celle des

billes de I pm (l/n zstm= 1,510), ce qui peut s'expliquer par le fait que la surface d'adsorption

des billes d'1 gm est inférieure à celle des billes de 2 pm.
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In. C. - 2.2. Immunoréactivité

L'immunoréactivité des complexes billes I gm-G10/5/l a été analysée pour vérifier

I'activité des Acs après adsorption. En effet, I'adsorption peut rendre les Acs inactifs (Quesada e/

al., 1997), soit parce que leur structure a été modifiée, soit parce qu'ils sont adsorbés dans le

mauvais sens (Molina-Bolivar et al.,1998a, Dâvalos-pantoja et a\.,2001).

Pour cela, les complexes de billes recouvertes de Gl0/5/l ont été testés avec différents

échantillons plasmatiques provenant de carpes :

c un témoin agglutinations avec des billes non-recouvertes d'Acms.

o mâles non traités (témoin négatif),

o femelles non traitées en vitellogenèse,

r mâles et femelles traitées avec l0 pg/g d'æstradiol.

Comme pour le test développé avec les billes de 2 pm, celui développé avec les billes de

I pm 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, c

et d). De même, aucune agglutination ne se forme avec les billes recouvertes de Gl0/5/l et le

plasma de carpe mâle non-traitée (Figure 50 h, m et r). Les seules agglutinations observées sont

obtenues avec :

r les plasmas de femelle en vitellogenèse : les agglutinats se forment en 1 min 20 s pour la

concentration en Acms de 111 pgml et en 58 s pour les deux autres concentrations de

205 et 403 pglml (Figure 50 e, f, j, k, o et p).

r et les plasmas provenant de carpes traitées, mâles ou femelles (Figure 50 g, i et j).
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Par contre, avec les plasmas de carpes traitées, les billes d'1 prm recouvertes de G10/5/l

s'agglutinent plus difficilement, ce qui peut être expliqué de deux façons :

a D'après la théorie de Heiderberger et Kendall, un excès d'antigènes (Ags) par rapport aux

Acs, peut inhiber l'immunoagglutination, par la saturation des paratopes des Acs par les

Ags (Figure 5l). Théoriquement, ce problème peut être résolu en diluant la solution

d'Ags ou en augmentant la concentration en Acs adsorbés sur les billes (Ortega-Vinuesa

et Bastos-Gonzâlez,200l). Cette demière solution ne semble cependant pas avoir l'effet

escompté (Figure 501, q et s).

Agglutin
formé

Excés d'Acs Acs = Ags Excés d'Ags tAgl

Figure 5l : Processus d'immunoréaction entre un Ag polyvalent et son Ac: a, processus de

I'immunoréaction ; b, représentation de Heiderberger-Kendall (Molina-Bolîvar,1999).

* Au pH physiologique, la VTG est hautement chargée négativement. Sa liaison avec les

Acs aboutit à la formation d'une cape de charges négatives entourant les billes. Les forces

électrostatiques, générées par ces charges, augmentent et empêchent de ce fait

I'immunoagglutination (Figure 52). Théoriquement, plus la concentration en Acms

adsorbés sur les billes est élevée, plus ce phénomène s'accentue. Cette explication semble

mieux correspondre à 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'après

mélange avec le plasma des poissons (pH=7,4), la solution obtenue présente un pH égal au

pHi de la VTG.

Excés d'Acs Acs = Ags
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Fisure 52 : Effets de la saturation par la VTG, des billes de I prm recouvertes par des Acs

G101511, sur les forces répulsives de type électrostatiques.

Bien que provenant de tests non encore optimisés, ces premiers résultats indiquent que

I'adsorption des Acms sur les billes de I pm n'inhibe pas leur immunorêactivité. Les

agglutinations obtenues sont spécifiques et se forment très rapidement (en moins de 5 min).

De plus, les agglutinats obtenus avec les plasmas de femelles en vitellogenèse sont visibles ù

l'æil nu. Par contre,l'immunoagglutination est entravée par la saturation électrostatique dû à

une concentration en VTG trop élevée des plasmas de carpes traitêes.

nI. C. - 3. Optimisation du test avec les billes de I pm

Les trois Acms ant i-VTG sélect ionnés, le Gl0/5/ l  , leF4l8/ l  et leF4l9l l ,  sont ut i l isés af in

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 (à concentration égale) est, également, étudié pour vérifier si

I'util isation de plusieurs Acms favorise f immunoagglutination, comme I'ont indiqué Onega-

Vinuesa et al. (1998). En effet, si chaque type d'Acm reconnaît un épitope différent de I'Ag,

I'util isation de plusieurs Acms pourrait augmenter le nombre de point d'ancrage sur I'Ag

(Ortega-Vinuesa e/ al., 1998).

,_= /z

\ r
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III. C. - 3. 1. Optimisation du protocole d,adsorption des

anticorps monoclonaux

p H optimal d' ads orption

Le pH étant la variable qui influe le plus sur l'adsorption des Acs, différents pHs (de 5,2 à

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 I prm.

Les résultats du G10/5/l 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 F4/8ll etF4lgll,les maximums d'adsorption observés sont obtenus

pour la plus faible valeur de pH testée, soit 5,2 (Figure 53).

c 100

L 6 U
0

-q! 60

f f q

?, 20

4 5 6 7 8 9 1 0
pH à 37'C

Figure 53 : Effet de la variation du pH sur l'équilibre d'adsorption des trois Acms Gl0/5/1,

F4/8/l etF4/gll (concentration en Acms : 500 prg/ml ; température 37"c).

Des valeurs de pH égales à 5,2 pour les Acms F4/8/l etF4/9/1, à 6,2 pour le G10/5/1, et

de 5,7 pour le mélange des trois Acms, ont donc été choisies pour tester l'effet de la variation de

la concentration en Acms initialement apportés sur le processus d'adsorption.
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Concentrations initiales en Acms éndiés

La valeur des concentrations en Acms adsorbés et non-adsorbés différe selon la

concentration en Acms initialement apportés, augmentant légèrement avec la concentration

initiale en Acms (Figures 54, 55, 56 et 57).

f G10/5/1 non-adsorbés

f G10/5/l adsortÉs

s-+ : t-6

25t 293

335 569 1136 2214 4116
Concentration initiale en G10/5/1 (pg/ml)

Figure 54 : Effet de la concentration initiale en Gl0/5/1 sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37"C; pH=6,2).

aF4lSll non-adsorhés

aF4lSll adsorMs

l l  j
l l

279
205

226 q7 7U t6i2A 3390
Concentration initiale en F4l8/1 (Fe/ml)

Figure 55 : Effet de la concentration initiale enF4l8ll sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37'C; pH=5,2).

È
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af4lgll non-Adsorb,és

af4lgll adsorbés

o l

2M

t 6 2

359

266 52r rW4 2082 3710
Concentrtaion initiale en F4l9ll (pg/ml)

Fieure 56: Effet de la concentration initiale enF4/9/l sur les concentrations en Acms adsorbés

et non-adsorbés (température: 37"C; pH=5,2).

I Nlélange d'Acms non-adsorMs

I Nfélange d'Acms adsorMs

i t i
t i

237
n1

288 568 1ll0 2321 4953

Concentration en Acms initiale (pg/ml)

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 I'adsorption avec des pourcentages

d'adsorption supérieurs à 50 Vo mesurés pour les concentrations initiales en Acms suivantes :

o < 1136 pg/ml, pour le Gl0l5ll (Figure 54),

Q <784 prg/ml, pour le F4/8/l (Figure 55),

a < 1094 pg/ml, pour le F4l9l1 (Figure 56),

a < 568 prg/ml, pour le mélange (Figure 57).
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I s othe rme s d' ads orption

Les isothermes d'adsorption des trois Acms, le G10/5/l ,F4l8l1 etF4/9/1 et du mélange

décrivant l'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 F4l9/l et tn

autre pour les Acms Gl0/5/1 etF4/8ll ainsi que le mélange (Figure 57).

O
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b è
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500 t000 1500 2000 25w 3000 3500 4000

Concentration en Acms non-adsorbés (pglml)

Fieure 58 : Isothermes d'adsorption des Acms, Gl}lsll,F4l8/1 etF4lgll sur les billes de I pm.

Dans le cas du F4l9l1, I'adsorption augmente d'abord très fortement, puis la courbe

s'infléchie et tend vers une asymptote qui pourrait correspondre à la saturation des billes de latex

de I prm (Molina-Bolîvar et al.,1998a).

Les Acms G10/5/1, F4l8ll et le mélange présentent également une première phase de

d'adsorption très élevée. Puis, contrairement at F4l9ll, dans la deuxième phase, l 'adsorption

continue à augmenter, de manière constante, mais plus faiblement. D'après 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 I'adsorption de ces Acs ne tende pas vers un plateau.

Isothermes de Freundlich

Les adsorptions de chaque Acm et du mélange sont analysées à I'aide de I'isotherme de

Freundlich, afin de vérifier I'affinité d'adsorption des Acms Gl0/5/1, F4l8/l et du mélange.

o Gl0l5ll

* F4l8,ll

t F4l9ll

l- l\{élange
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Les résultats des isothermes de Freundlich confirment les différences trouvées avec les

isothermes d'adsorption (Figures 59, 60 et 61).

y =0,695x+1,2X)6

Ln [concentration e n Gl 0/5/1 non-adsorMs (pgml) ]

Fizure 59 : Isotherme de Freundlich décrivant I'adsorption de l'Acm Gl\lsll sur les billes de 1 pm.

y =0,5594x+2,2979

y = 0,12141x+ 4,9001

R2 = 0,9829

Ln [concentration en F4l8/1 non-adsorbés (pg/ml)]

Figure 60 : Isotherme de Freundlich décrivant l'adsorption de I'Acm F4/8/l sur les billes de I pm.

y = 0,86x- 0,0748

y = 0,2395x+ 4,0588

R2 = 0,9%.1

4

Figure 61 : Isotherme

billes de I prm.
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En effet, pour le Gl0/5ll,leF4l8/l 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 à une affinité différente des Acms pour

les billes ou à une différence de conformation ou d'orientation adoptée par les Acms (Molina-

Bolfvar et al.,1998a).

Isotherme de Langmuir

Dans le cas de F4/911, un isotherme de Langmuir est réalisé car son isotherme

d'adsorption présente un plateau de saturation. Dans ce cas, une droite biphasique peut être mise

en évidence montrant que, malgré la faible affinité de la deuxième phase, cet Ac se fixe sur des

billes avec deux affinités différentes (Figure 62).

0,006

0,004 y = 0,1925x+ 0,0017

R2 =O,9942

y = 0,6767x+ 0,001

R2 = 0,9911

0,002

à
ç

é ) <
r à 0
6 .a
Ë o
!v \c)

E-a
x

0
0,000 0,004 0,008 0,0t2 0,016 0,020

1/ [concentration en F4l9/1 non-adsorbés (pglml)]

Figure 62 : Isotherme de Langmuir décrivant l'adsorption de I'Acm F4l9ll sur les billes de 1 pm.

Modèle de Scatchard

Ce modèle a souvent été utilisé en physico-chimie pour la compréhension de

I'accumulation des molécules (Falla, 1990). Dans notre étude, nous nous efforçons de

comprendre la fixation d'une macromolécule (Acs) sur une particule (bille de latex). Ce

phénomène subit l'influence non seulement des aspects liés à la physique d'adsorption des

macromolécules sur des particules (forces de Van der Walls, forces électrostatiques,

encombrement stérique) mais aussi à la conformation des Acs qui peut changer au cours de

l' adsorption (Molina-Bolivar et al., 1998a).
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y = -0,016x+ 64881

R2 = 0,7413

y = -0,0002x+ 0,5558

R2 = 0,6913

0 200 400 600 800 1000 r2w

Concentration en G10/5/1 adsorbés (pglml)

Fieure 63 : Modélisation de Scatchard de l'adsorption de I'Acm GlDls/l sur les billes de I prm.

0 100 2m 3m m 500 600 700 800 900
Concentration en F4l8/1 adsorbés (pglml)

Figure 64 : Modélisation de Scatchard de I'adsorption de l'Acm F4l8/l sur les billes de I pm.

y = -0,01l6x+ 3,5955

* =0,972

y = -9Ë05x+ 0,3862

R2 = 0,7435

0,0 200,0 400,0 6m,0 800,0 1000,0 1200,0

Concentration en Acms adsortÉs (pg/ml)

Figure 65 : Modélisation de Scatchard de I'adsorption du mélange des trois Acms sur les billes

de I pm.
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y = -0,0836x+ 26,647

R2 = 0,9622

y = -0,0006x+ 0,8193
R2 = 0,7816
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Fieure 66 : Modélisation de Scatchard de l'adsorption de l'Acm F4/9/1 sur les billes de 1 gm.

Le modèle de Scatchard montre que chaque Acs s'adsorbe sur les billes avec deux

conformations différentes, même le F4l9/l (Figures 63, 64,65 et 66).

D'après les valeurs des constantes d'association, la capacité d'association de chaque

conformation d'Ac avec les billes peut être classé de la manière suivante :

a conformation d'origine:.F4/9ll > mélange > Gl0/5/l >F418/1,

r deuxième conformation : mélange > Gl0/5/l >F4/8/l >F4/911.

Ce résultat montre que le F4l9/l possède une affinité beaucoup plus faible pour les billes de

I pm, sous sa deuxième conformation (Tableau 29).

Tableau 29: Valeurs des constantes d'association des Acms Gl0/5ll,F4/8ll etF4l9/l et ùt

mélanse.

Acms Modèle de Scatchard

k ' tk 'n

Gl0/5/l 0 ,0160 0,0002
F4t8tl 0,0835 0,0006
F4t9lr 0,0094 0,0014

Mélange 0 ,01 l6 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-à-dire que 1'adsorption

d'une nouvelle molécule d'immunoglobuline sur les billes de latex est entravée par la présence

des molécules déjà adsorbées (Falla et Block, 1993).
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UI. C. - 3.2. Immunoréactivité

il[. C. - 3.2. I. Résolution du problème d'inhibition de

I' imm u n o a g glu tin atio n

Avant de tester I'immunoréactivité des différents complexes billes-Acms obtenus, il était

nécessaire de résoudre le problème d'inhibition de f immunoagglutination résultant de la

concentration trop élevée en VTG dans les échantillons plasmatiques de carpes traitées, qu'elles

soient mâles 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 1To, pH=6.

Ces essais ont été réalisés avec les complexes de billes recouvertes par 293 pg/ml de Gl0/5/1.

[æs tampons phosphates (pH=5 et 6) et le tampon PBS de pH=5, donnent des résultats

équivalents : de tÈs petits agglutinats régulièrement disposés dans le mélange (Figure 67 a,b).[-n

problème 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 vitellogenèse et de carpes traitées, mâles 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 l 'échantillon

plasmatique (pH=7,4), se rapproche du pHi du dimère 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 l9 s.

t

e
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Tampons Carpe femelle en vitellogenèse non-traitée Carpe traitée

Phosphate, pH 5

Phosphate, pH 6

PBS, pH 5

PBS, pH 6

PBS + BSA, pH 6

Figure 67 : Résultats des tests d'agglutination obtenus avec les complexes de billes recouvertes de

a05 pglml de G10/5/l suspendus dans différents tampons, pour résoudre le problème d'inhibition

du phénomène d'immunoagglutination quand la VTG est trop concentrée.

Le tampon de suspension des billes retenu, pour la suite de l'étude, est un tampon PBS,

pH=6, contenant I 7o de BSA.

m. C. - 3. 2.2. Résulnts des tests d'agglutination

Sp éc ific ité de s ré sultats d' agglutinati.on

L'immunoréactivité des trois types de complexes de billes recouvertes de G10/5/1, F4/8/l

ouF4l9ll a été testée avec des échantillons plasmatiques provenant :

r de carpes (mâles et femelles) traitées avec de l'æstradiol,

o et carpes non-traitées : mâles (témoins négatifs) ou femelles en vitellogenèse (témoins

positifs).

Aucune agglutination n'a été observée avec les complexes de billes recouvertes mises en

présence de plasma de carpes mâles non-traitées (Figure 68 ar et az).Par contre, les échantillons

plasmatiques, provenant de femelles en vitellogenèse et des carpes traitées avec de l'æstradiol,

induisent I'agglutination des billes recouvertes avec les trois différents Acms (Figure 68 b, c, d, e

et fl.
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Par conséquent, les agglutinations observées sont la conséquence de l'interaction

spécifique entre la VTG présente dans les échantillons plasmatiques des carpes et les Acms

adsorbés sur les billes de 1 pm: le test d'agglutination développé peut être utilisé pour

diagnostiquer la contamination des carpes par les (EMs.

Description des dffirents proftls

Selon l'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 :

r des agglutinats ronds, de taille moyenne, facilement visible à l'æil nu (Figure 68 b2, c2 et

f) qui forment un halo autour du mélange (Figure 68 br et cr),

r de grands agglutinats, moins nombreux, répartis sur toute la surface du mélange, visibles

très facilement à l'æil nu (Figure 68 e2),

. des petits agglutinats d'une forme diffuse, moins nets, très nombreux, également répartis

sur toute la surface du mélange (Figure 68 dz et ez).

Les agglutinats ronds se forment avec des échantillons plasmatiques provenant de carpe

femelle en vitellogenèse (Tableau 30 : Profil 1). Les deux autres types d'agglutinats, grands et

diffus, apparaissent dans les tests réalisés avec des animaux traités avec de l'æstradiol, mâle ou

femelle (Tableau 30 : Profil 2). Les trois agglutinats apparaissent ensemble, uniquement, avec

les complexes de billes B-F418/l etF4l9ll, et le plasma d'une carpe femelle, à la fois, traitée et

en vitellogenèse (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.

Plasmas
Carpe femelle en vitellogenèse

Carpe mâle traité
non-traitée traitée

Agglutinats
Rond Grand Diffus Rond Grand Diffus Rond Grand DiffusComplexes

ille
G10/5/1-billes
F4l8/1-billes
F4l9/l-billes
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L'obtention de ces trois types de profils d'agglutination différents confirme I'observation

rapportée par Solé et al. (2000), Hennies et al. (2003) et Fukada et al. (2003) qui rapportent

l'existence de deux monomères de VTG chez la carpe Cyprinus carpio: un monomère

majoritaire de 150-156kDa environ et un autre moins concentré et plus fragil de 180-190 kDa

(Solé er 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 (VTG1 et VTGz)

est différent, entre les carpes femelles en vitellogenèse et les carpes traitées, mâles ou femelles

(Tableau 3l) .

Tableau 3l : Proportion de VTG r / VTG 2 dans les échantillons plasmatiques provenant de carpe

femelle en vitellogenèse et de carpes traitées, mâles ou femelles en vitellogenèse.

Plasmas Carpe femelle en vitellogenèse
Carpe mâle traitée

non-traitée traitée
VTG r ++++ n.d.

VTG z n.d. ++++ ++++
n.d. : non détectée

Finalement, ces résultats montrent que les deux monomères de VTG de carpes ne sont

pas produits dans les mêmes conditions. Ils pourraient posséder un rôle 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, à la fois, sa synthèse et son incorporation, alors

que la vitellogénine HA-II possède uniquement la capacité de stimuler sa synthèse. (Nath et

Maitra.200l) .

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 enF4l8ll etF4l9ll adsorbés sur les billes

(479 ou 831 trrg/ml et 643 ou 803 ;.rglml, respectivement), les agglutinats du type rond

n'apparaissent plus (Tableau 32, chiffre en italique). Ces concentrations sont celles où une partie

des Acms ont changé de conformation ou d'orientation lors de I'adsorption (Molina-Bolîvar 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 I pm sur les temps

d'agglutination.

Complexes
Acms adsorbés

en prg/ml

Carpe femelle en vitellogenèse

non-traitée traitée
Carpe mâle 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.

45s 50 s / n.o. 50 s / n.o.
40s I  min 30 /  n.o. 40 s / n.o.

I  135 lm in20s I min 30 / n.o. 50 s / n.o.
Billes-F4/8/l 14s I min / idem I min / n.o.

15s 30s / lm in lm in /3m in
319 15s 30s l2m in40s  40s /2m in
479 15s 50 s / n.o. 30s /4m in
831 30s 50 s / n.o. 30s /3m in

Billes-F4/9/l 14s 2 min 30s / idem 2 min / n.o.
20s 1 min / idem 1 min | 2min

473 20s 30s /2m in 30s /2m in
643 17s 50 s / n.o. 30s /4m in

40s 50 s / n.o. 40s /3m in
Billes-Mélange 177 40s I  min 20 /  n.o. 2 min /n.o.

237 35s I min / n.o. 1 min / n.o.
40s I min 30 / n.o. 50 s / n.o.

232r 50s I  min 30 /  n.o 50 s / n.o.
4953 2 min 1 min 30 / n.o I min/idem

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 :

a pour le complexe B-GlO/5/l : entre 293 et387 yg/ml,

c pour le complexe billes-F4/8/l : entre 279 et 319 prg/ml,

a pour le complexe billes-F4/9/1 : entre 359 et 473 pglml,

o pour le complexe billes-mélange : entre 237 et 473 ltglml.

En dessous de cette concentration, la quantité d'Acs n'est pas suffisante pour favoriser

I'immunoagglutination et au dessus, 1'encombrement stérique dû à la quantité élevée d'Acms sur

la surface des billes ralenti le phénomène d'immunoagglutination (Molina-Bolfvar, 1999).
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Le c omplexe billes-mélanges

Les résultats d'immunoagglutination obtenus avec les complexes billes-mélanges sont

équivalents à ceux obtenus avec les complexes billes-Gl0/5ll: Gl1l5/l est I'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. Glllsll est donc I'Acs le plus

comoétitif.

ill. C. - 3.2. 3. Tests multi- espèces

Afin de vérifier la multi-spécificité des Acms vis-à-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 vitellogenèse et de mâles pêchés dans des zones à

priori contaminées ont été analysés avec les trois tests d'agglutination Gl0/5/l-LAT, F4/8ll-

LAT et F4lgll-LAT. Les résultats confirment ceux déjà acquis avec les westem 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 leF4l9l1(Figure 69 b et c). En effet, les tests

réalisés avec les billes recouvertes de Gl0/5/l et de F4l8/l sont tous négatifs (Figure 69 a).

Les deux types d'agglutinats, précédemment dénommés " rond " et " grand ", ne sont pas

obtenus chez tous les animaux :

c 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 c, d) ;

t chez la vandoise, le hotu et le gardon, les agglutinats ronds sont majoritaires (Figure 69 e,

fe t  g )  ;

a 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

vitellogenèse (présence d'agglutinats ronds) (Gupta, 1975). De plus, ces animaux, pêchés 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 mâle (stade 1), et qu'il est probablement contaminé comme I'avait indiqué les résultats de

western blot et d'ELISA (présence de grands agglutinats). Quant à la perche (mâle en stade l), la

présence de grands agglutinats, dans son profil d'agglutination, résulte de son traitement avec de

l'æstradiol.

Pour le barbeau et le chevesne, leur profil d'agglutination difÊre 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 espèces de poissons possèdent deux types de VTG, comme les carpes Indian

major (Cirrhinus mrigala), les carrelets Barfin (Verasper moseri), les gobies (Acanthogobius

flavimanus), les petotes (Cyprinodon variegatus), la sole anglaise (Pleuronectes vetulus). Toutes

deux sont détectables, à la fois, chez les animaux traités et chez les femelles en vitellogenèse

(Roubal et al. , 1997 , Matsubara et al., 1999, Bowman et al., 2000, Nath et Maitra, 200 I , Ohkubo

et a1.,2003). Dans le cas du chevesne et du barbeau, il se pourrait que deux molécules de VTG

soient produites, de manière identique, chez les animaux traités et chez les femelles en

vitellogenèse, ce qui expliquerait la présence des deux types d'agglutinats dans le profil

d'agglutination du mâle barbeau contaminé.

Détecter la production anormale de VTG chez les carpes mâles 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 à exécuter et comme ils ne

nécessitent pas de matériels spécifiques de laboratoire, ils peuvent être utilisés directement sur

le terrain. De plus, avec les tests F4/8/1- ou F4/9/1-LAT, il est possible de dffirencier les

carpes contaminées, mâles et femelles, des carpes femelles saines naturellement en

vitellogenèse. Le test F4/9/1-LAT, présente en plus I'avantage de reconnaître un épitope

commun aux molécules de VTGs de 7 espèces de cyprinidés Qa carpe, le chevesne, la

vandoise, le hotu, le rotengle, le gardon et le barbeau) et d'une espèce de In famille des

percidés (la perche), soit 2 espèces de plus que les deux autres tests développês avec les Acms

G10/5/1 et F4/8/1.

Partie III. Résultats et Discussion -  2t l



ôûOU
)

C
)

aa\c)

ii

I

NN
I

C
)

o!(,)

êoaoC
)

ôoPC
)

{)aû
9

(d 
0.)

û
O

O
;i 

\
:*:tà
>

J

a
-

O

î\.5
tr)

X
Y

.=
à

è
o

E
è

o
a

(E
0

)
L

Xa
7

?
F

E
ô

6
(

)
O

a

a
0

)

f,]o

.r€
ë

,3

{)hoC
)

t-:l
L:]

tr
rl

+T+

\c)o
_

Y
\o

-
o- 

{)
'a

a
4

v
6

J
(

ll-
P

a
a

t<

l'l
*ry

-I'
r:1

+
aÉ

É
 

o
C

)
Q

tr

.cr, È

T++

Lr
+

C
)

oÉ
É

 
a

.4
. 

;i

'r-rT

C
)

û
lr

+

()ûÉ
'<

' 
o

(
.)

c
d

É

'o
, 

È

+++

(.)
oC

)

C
)

U

L

++

()oÉ
É

 
a

C
)

c
d

É
a

J

T+

;-l*l
-

+T

\c)o
:

\(.) :
a. 9i

a
4

v
(

!
(

g
-

-
e

a
T+

(Jtr

;.1*l
-T

:r
+++

a\c)He
(

\

^
 

trl
c

a
-

€
9c
g

v

6
c

>
v 

0.)

o()X(.)

r\

(ôI

oov
sl

r
.I

ôèoèo

rô
æ

o
\

.f,S

n
x

o
tr

x
.=

C
)c

(r(d



ill. C. - 4. Essai sur le terrain

Des études sont actuellement en cours, au Portugal, par le département d'Ingénierie de

I'Environnement de I'Université Nouvelle de Lisbonne, pour déterminer I' impact æstrogénique

en sortie d'une STEP desservant la ville de Lisbonne (Diniz et al.,2004). L'impact æstrogénique

de ces effluents sur des carassins mâles (Carassius carassius) est évalué de deux manières :

t par la détection de la production anormale de VTG à l'aide d'un de nos Acms (Gl0/5/l),

e par les perturbations histologiques générées.

Une production anormale de VTG significative est détectée chez les carassins mâles

contaminés avec les effluents softant de la STEP (donc après 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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Fieure 70 : Effet de la dilution des effluents traités sur la production de vitellogénine chez les
carassins mâles (A) ou femelles (B), après 28 jours d'exposition ; les différences sont
significatives si les lettres sont différentes (p<0,05) (Diniz et a|.,2004).

Les premières perturbations histologiques sont observées chez les mâles contaminés avec

un effluent traité dilué à50 Vo. L'épithélium testiculaire est touché: des cellules hypertrophiées

sont observables autour des lobules séminifères et les cystes sont moins nombreux que chez les

animaux contrôles (Figure 7l c). Quant aux animaux contaminés avec un effluent traité pur, la

majorité présente une dégénérescence testiculaire grave : la spermatogenèse est complètement

inhibée et aucun cyste n'est visible. Par contre, pour les autres, la spermatogenèse est encore
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active. En effet, des spermatozoides sont

des oocytes sont anormalement présents

cyste (Figure 71 d).

présents dans la lumière des

à la périphérie des gonades

lobules. En contrepartie,

et parfois au centre d'un

Oocyte

Figure 71 : Histologie des testicules de carassins mâles contrôles (a), et de carassins mâles

contaminés pendant 28 jours avec 25 7o d'effTuent traité (b), ou avec 50 7o d'effluent traité (c) ou

bien avec 100 7o d'effluent traité (d). Bar: 100 pm) (Diniz et a1.,2004).
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Conclusions et Persp ectiv es

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 écosystèmes aquatiques

par les cestrgènes mimétiques (GMs). Cette protéine spécifique des femelles ovipares, est

anormalement produite chez les poissons mâles ou les jeunes immatures contaminés par ces

polluants. Pour mettre au point ce test immunologique d'agglutination, plusieurs étapes ont été

nécessaires :

e la purification de la protéine à détecter ;

la production d'Acs spécifiques de cette protéine ;

la mise au point du processus d'adsorption des Acs sur les billes de latex et son

application ;

e la mise au point du protocole d'immunoagglutination ;

r 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 première méthode de purification, basée sur d'autres méthodes, a été adaptêe à la

VTG de carpe. Cette méthode utilise successivement deux techniques de chromatographies

liquides à haute performance : échangeuses d'anions faibles et filtration sur gel ; elle nous a

permis d'obtenir très 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 à haute performance échangeuse d'anions faibles. Dans ce cas, les

protéines ont été éluées par un gradient salin discontinu (Magalhâes et al., 2004b). Avec cette

nouvelle méthode, la solution de VTG de carpe obtenue est également pure, non dénaturée et

suffisamment concentrée. Après trente minutes d'analyse, la solution de VTG obtenue est

5,7 fois plus concentrée que celle obtenue avec la première méthode.

Cette solution de VTG a servi à 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. Après 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 l'étude (Gl0/5/l,leF4l8/I et

le F4/9/l) car ils présentent une intensité de détection plus élevée de la VTG de carpe, et une

meilleure adaptation à la culture en masse.

Enfin, des tests de croisements ont été réalisés pour identifier l'Acs reconnaissant un

épitope multi-espèces. Parmi les différentes espèces de poissons testées, 6 espèces appartenant à

la famille des cyprinidés, comme la carpe (chevesne, vandoise, hotu, gardon, rotengle, et

barbeau) et une espèce à la famille des percidés (perche). Les deux Acms G10/5/l etleF41S/I

reconnaissent seulement la VTG de 5 espèces sur les 7, toutes issues de la famille des

cyprinidés. LeF4/9/I reconnaît 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, même 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 Vo (4150 pglml). Le

rendement d'adsorption pouvait donc encore être 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 très limités quant à la taille des agglutinats. Ceci est dû au

volume occupé parles billes de 2pm, réduisantle nombre debilles pouvant s'agglutiner autour

d'une molécule de VTG.

De nouvelles billes d'un diamètre de I pm ont alors été utilisées pour développer un

nouveau test (Magalhâes et a1.,2004c). Une première étude aêtéréalisée pour déterminer si le

polymère des billes et les Acms étaient compatibles, et si I'adsorption n'induisait pas la perte de

l'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 problème de

saturation en VTG apparaît avec les échantillons plasmatiques provenant de carpes traitées avec

de l'æstradiol. 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 I'adsorption des Acs et la production d'agglutinats, un nouveau

protocole a été mis au point (Magalhâes et a1.,2004a). Dans un premier temps, le pH optimal

d'adsorption pour chaque Acm a été déterminé. I1 est égal à 6,2 pourle GI0|5/I, età 5,2 pour le

F4l8/1 et le F4/9lL Le processus d'adsorption sur les billes de 1 prm, de chaque Acm et d'un

mélange des trois, a été ensuite étudié à I'aide de plusieurs modèles mathématiques. L,es résultats

obtenus montrent que les Acs se fixent sur les billes avec deux affinités d'adsorption, la première

étant toujours plus élevée que la seconde. De plus, les trois Acms possèdent la capacité de

changer de conformation ou d'orientation lors du processus d'adsorption. Chacune de ces

conformations présente une affinité différente pour le polymère des billes. Selon ces affinités

nous pouvons classer les Acs :

r Affinité I :F419/l > mélange > GI0l5ll >F418/1,

I Affinité 2: mélange> Gl0l5/l >F4l8ll >Fglgll.

Avant de tester I'immunoréactivité des différents complexes billes-Acms, une étvde 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 I 7o de BSA, permettant l'apparition d'agglutinats de très grandes tailles,

visibles à l'æil nu, toujours spécifiques de la VTG. Trois types d'agglutinats sont observables :

o des agglutinats ronds de taille moyenne, très 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, très nombreux et également répartis sur

toute la surface du mélange.

Trois profils d'agglutinations différents sont obtenus avec ces trois types d'agglutinats :

r un profil uniquement composé d'agglutinats ronds, caractéristique des carpes femelles en

vitellogenèse ;

o 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, à la fois,

en vitellogenèse et traitées, et des complexes billes-F4/8/1 et billes-F4|g/1.
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Ces résultats nous laissent envisager I'existence de deux molécules de VTG chez la

carpe : une molécule qui serait plutôt caractéristique des femelles en vitellogenèse et l'autre

molécule plutôt des carpes traitées.

Les 6 espèces de cyprinidés pêchés dans la Moselle et le percidé traité avec de

l'æstradiol, ont été 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 vitellogenèse et que le rotengle et la perche étaient des mâles. De plus, le profil des

animaux pêchés 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 été traité avec de l'æstradiol.

Le test d'agglutination développé avec les billes de 1 prm (avec le Gl}/sll,leF4/8/l,le

F4/9/l et le mélange) permet de détecter la production anormale de VTG par des animaux

contaminés de manière simple, très rapide (en moins de 2 min) et spécifique. De plus, il permet

de différencier chez plusieurs espèces de poissons, les femelles saines en vitellogenèse des

animaux contaminés, mâle ou femelle. Ce test est idéal pour effectuer le suivi régulier, in situ,

de la pollution des écosystèmes 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 l'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 l'Environnement de I'Université

Nouvelle de Lisbonne.

D'autre part, des études plus fondamentales sont envisagées pour une meilleure

compréhension des phénomènes révélés par les tests d'immunoagglutination. Ainsi, la présence

de deux molécules de VTG de carpe doit être vérifiée par la confirmation de I'existence de deux

épitopes correspondant à chacune des molécules de VTG. De plus, le séquençage 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 etlou d'une différence de transformation post-

traductionnelle. Une étude sera également réalisée pour comprendre le processus d'activation de

la synthèse des deux molécules de VTG de carpe et leur transformation en comparant l'effet, de

différents (EMs et une stimulation normale par l'æstrogène naturel au cours de la phase de

vitellogenèse. Ces différentes études pourront être réalisées en culture cellulaire.

De même, ces différentes études pourront être effectuées sur les autres espèces de

poissons étudiés, de manière à comprendre les différents profils d'agglutination obtenus. De

plus, la recherche d'un épitope commun aux différentes molécules de VTG provenant de ces

espèces de poisson et d'autres espèces permettra la production d'un Acm reconnaissant la

plupart des espèces.
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Annexes 1. : Différentes structures chimiques des æstrogènes mimétiques : Les stéroiides.

LES GSTROGENES HUMAINS ET ANIMAUX

(Estrone (E1) 174æstradiol G2) Gstriol (E3)
LES GSTROGENES DE SYNTIIESE

| 7 a-éthinylæstradiol (EEz) Mestranol (MeEE2)
LES PHYTGSTROGENES

Génistéine (GEN) Daidzéine (DAID)
'ocHl

Biochanine-A (BIOA-A)

Kaempferol Coumestrol (COU)

OH

Matairesinol (+)
Entérolactone (-)

OH

Secoisolariciresinol (+)
Entérodiol (-) B-sitostérol

LES MYCGSTROGENES

Zéaralénone (ZON) a-Z.éarulénol @-Z\ B-Zéaralênol G-Z\
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Annexes 1. (suite) : Différentes structures chimiques des æstrogènes mimétiques : Les

substances d'origine industrielle

LES ALKYLPHENOLS
o-(cH2- cH2-o-)"H

alkylphénols
oolvéthoxvlates

4-nonylphénol (4-NP)

Z->a""
rHC u crul l l

, n . - à - Ë - Ë ' \ , /
."à " ir,

4 - t e r t -octylphénol (4t-OP)

LES PHTALATES Et LE BISPHENOL A

tl

^c-o{.H,"- ,
i l l
Vc-O<,Hn-r

t l
o

Phtalates (PAEs)

o
ll

/,2\,c-o-c4H'o
i l - l
i l l
\2.-o-.0"n

l l
o

Dibuthvlohtalate (DBP) Bisphénol A GPA)
LES PcBs et leurs métabolites

E'": "
o.p'-DDE (DDT)

E"I "
p,p'-DDE (DDE)

LES PESTICIDES

hvdroxvtamoxifene (TAM Endosulfane GS)
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Annexe L0: Adsorption de phtalates sur le sédiment provenant d'un fleuve italien u (Yitali et

at., 1997) et de plusieurs fleuves, rivières et lacs d'Allemagne b (Rhin, Moselle, Rurh...)

(Gavala et aL.,2003).

Composés Effluent brut Références

Dimethylphtalate non étudié (Vitali et al.,199'7)

Diethylphtalate n . d .  - 2 (Vitali et al.,1997)

B i s -ethylhexylphtal ate n.d. - 487,3
2r0 -8444

(Vitali et al.,1991)

(Gavala et aL.,2003)

Di-isopropylphtalate n.d. - 0,9 (Vitali et al.,1997)

Di-propylphtalate n.d. -4,4 (Vitali et aL.,1991)

Di-n-butylphtalate n.d. -25,4 (Vitali et al.,1991)

Di-isobutylphtalate n.d. - 76 (Vitali et al.,1997)

Dibutylphtalate n.d.  -  13
60 - 2080

(Vitali et al.,199'l)

(Gavala et a1.,2003)

Butylbenzylphtalate n.d. - 18,2 (Vitali et al.,1997)

Di-n-octylphtalate n.d. - 16,7 (Vitali et al.,1997)
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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

E2 Medaka 1 - 30 j après l'éclosion
0,01 et0,lpdl RAS

I  pg l ^  3  ; I 4
l 0  pg / l ' o ;11

(Chikae et
a|.,2004)

Bar
60 - 260 j après la fertilisation

224 - 426 j après la fertilisation
5 melke b

et t0 irglkg o RAS
(Blâzquez et

al., 1998)

Truite
10 j avant l 'éclosion
jusqu'à l'éclosion

2. lo-7 M" RAS
(Madigou er
al.,2O0l)

EEz Zèûe 2 - 60 i après l'éclosion I ng/l^ 20 Vo ;75 vo '"'Ï;iii"''

1j - 90 j après l'éclosion 10 ng/l "
/Vnn der Belt

3 0 V a  : 7 0 V o et a|..2003)'

20 - 40 j après l'éclosion I Ù V o  ; 3 0 V a

15,4 ngll^ lO0 To

I0O 7o

20 -60 j
(Andersen e/

a1.,2003)
r -60 j

48 - 88 j après la fertilisation 62 Vo
t0 mg/kg b

(Blâzquez et
a l . ,1998)Bar

60 -260J 80 7o

4-NP
10 et 30 gg/ l ' RAS

Zèbre Z - 60 j après l'éclosion
(Hill et Janz,

2003)100 trrg/l " l0 Vo :70 Vo

Truite
10j avantl'éclosion
jusqu'à l'éclosion

2 . 1 0 6 M "
e t  2 . 1 0  5  M '

(Madigou et
al.,2001)

RAS

pendant les stades : embryonnaire,
larvaire et immature

1,05 pg/l u

et 10,17 pg/ l '
(Ackermann
et aL.,2002)

RAS

DEHP Médaka I i - 2l j après l'éclosion
0,01,  0 ,1,  1  et

10 prg/l "
(Chikae et
a\.,2004)

RAS

HCH Médaka I j -zlj après l'éclosion
0,01,0,1,  1  et

10 pg/l "
(Chikae et
a\.,2004)

RAS

Cotesanglaises Anguille 52 -60Vo
(Matthiessen
et aL.,2002)

J : Jours
'exposition via l'eau, o exposition via I'alimentation RAS: r ienàs igna le r
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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

E2 Carpe

s0 -  70j
so-80 j
50  -  110 j

50 - 140 j après l'éclosion

100 Vo (Gimeno el
de testicule avec un oviducte al.,1998a't

9 et23 pgll^

l0 ng/ l '

Gobie pendant 13jours 100 ngll "

1000 ng/l "

14 7o de MIPS

29 %o
(Matthiessen
et al.,2002)

57 Vo

s0-70 j
s0 -  80j

4-TPP Carpe s0 -  r10 j
s0-140 j

après l'éclosion

0 7 o

30, 70 ot 100 Vo
36,90 ot2561tgll ' 30 .100  ou l00Vo

(Gimeno el
al.,1998a)

50 ,100  ou l00Vo
de testicule avec un oviducte

Cotes
Gobie 33 -75 % de MIPS

(Matthiessen
et aL.,2002)

u exposition via I'eau
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Annexe 16 : Apparition d'ovotestis, effets de la période et de Ia concentration d'exposition.

Toxiques Poissons Période d'exposition Concentration Résultats Références

60 - 260 jaf 57 Vo
E2 Bar 226 - 426 i

après la fertilisation

10 mg/kg b
(Blâzquez et

a l . ,1998)RAS

Carpe
2r0 -270 jaé
210 - 300 jaé

0,1 prgÂ u R A S ' (Gimeno et

I pg/'^ 25 Vo .50Vo al . , l998b)

Médaka
Mâles matures
pendant 25 j

29 ng[^ 5axsu r8 (Kang et al.,
2002)56 - 463 ngfl^ 100 Va

EEz Zèbre

Fertilisation à éclosion 20 Va

Eclosion à 30 jaé I5,4 ngllu 2O Va

> 30 jaé

(Andersen et
a|.,2003)

RAS

10 pg/l ' RAS

4-NP Zèbre 2 -60 jaé 30 pgll ' 5 7 o
(Hill et Janz,

2OO3)
100 pgll ' I0 Va

4-TPP Carpe
50 - 80 jaé

50  -  l l 0 j aé
50 - 140 jaé

36 VgA^ RAS '

90 prg/l u quelques ax (Gimeno er
al.,1998a)

2561tg\ u quelques ax

4-OP Médaka
Mâles matures
pendant 2l j

20 et 41 ppb' RAS (Gronen el

74 et230 ppb^ I ax sur 25 al.,1999)

Brême Mâles matures
43 7o printemps (Vethaak er

33 Vo attomn" a1.,2002)Effluents domestiques
et industriels

Carrelet Mâles matures RAS
(Vethaak er
a1.,2002)

Baie de Tokyo Carrelet
Mâles matures

(1-6 ans)
15 Vo

(Hashimoto
et a\.,2000)

Fleuve Anoia. en aval
d'une STEP

Carpe Mâles matures , ^, (Solé et al.,
o ax sur zl 

2003)

Cotes anglaises Anguille Mâles matures
Mersey, Thyne 14 Vo (Matthiessen

Thames, Clyde quelques ax et al',2002)

Carrelet Mâles matures
Forth, Clyde

et Thyne
(Matthiessen
et aL.,2002)

I7 Vo

Gobie Mâles matures 21 sites RAS
(Matthiessen
et a\.,2002)

Estuaire de
Mersey (UK) Flet Mâles matures

(Simoson e/4 ax sur zJ ' 
at.,iooo)

j : jours;  jaé:  jouraprèsl 'éc los ion;  uexposi t ionvia l 'eau;bv ia l 'a l imentat ion;RAS: r ienàsignaler ;  ax:  animaux
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Résumé

Les æstrogènes mimétiques sont des polluants présents dans I'environnement aquatique.
Ces composés induisent des anomalies au niveau du système reproducteur des poissons mâles,
aboutissant à une féminisation partielle ou totale des mâles ou bien à leur démasculinisation.
Finalement, ces altérations peuvent conduire à la disparition des espèces piscicoles touchées. De
plus, ces toxiques possèdent la capacité de mimer les æstrogènes endogènes et d'induire la
production anormale de vitellogénine chez les poissons mâles et immatures. L'objectif de ce
travail est de développer une méthode simple, spécifique et rapide, pour détecter in situ, la
contamination des poissons mâles par les æstrogènes 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 VTG-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, i7 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 étrtdiée. Le test d'agglutination VTG-LAT
développé possède la capacité de reconnaître les différentes molécules de VTG de plusieurs
espèces de poissons (vandoise, chevesne, gardon, perche...) et il est également possible avec
cette méthode de différencier les femelles en vitellogenèse des poissons contaminés par des
æstrogènes mimétiques.

Mots clés
(Estrogènes 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 panicle 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.




