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Résumé 
 

L’uranium (U) est naturellement présent à l’état de trace dans l’eau (µg.L-1), sa 

concentration pouvant atteindre localement quelques mg.L-1 du fait des activités 

anthropiques. Plusieurs études écotoxicologiques sur Danio rerio ont mis en évidence la 

toxicité, e.g. le stress oxydant, la génotoxicité mais aussi la reprotoxicité (i.e. réduction 

du nombre de pontes et d’œufs chez les poissons contaminés) de l’U. Toutefois les 

mécanismes d’action toxique ne sont pas connus. 

L’objectif de cette étude est de contribuer à la compréhension de la reprotoxicité de l’U 

par l’élucidation de mécanismes moléculaires, associés aux protéines, perturbés après 

contamination. Pour cela, des investigations ont été menées sur les ovaires de poissons 

zèbre Danio rerio, reproduits (R) ou non (NR), après exposition par voie directe en 

condition de laboratoire à des concentrations représentatives d’environnements 

contaminés. 

Ce travail de thèse a été divisé en deux volets. Un premier volet analytique avait pour but 

la poursuite des développements de méthodes pour l’identification des complexes U-

protéines en condition non dénaturante, autour du couplage de techniques de séparation 

(chromatographie d’exclusion stérique SEC, électrophorèse hors gel OGE) et de détection 

sensible par spectrométrie de masse élémentaire (ICP MS) et moléculaire (ESI MS). Le 

second volet a été dédié à l’étude de la reprotoxicité de l’U à l’échelle moléculaire, avec 

i) l’étude des complexes natifs U-protéines (approche métallomique), et ii) l’analyse 

différentielle de l’expression des protéines (approche protéomique). 

 

Les développements analytiques ont permis de garder le tampon physiologique et non 

dénaturant d’extraction pour l’étape de séparation OGE, améliorant le taux de 

recouvrement en U. En écotoxicologie, les principaux résultats montrent que l’ovaire est 

un organe accumulateur de l’U et que le statut de reproduction a une influence sur le 

niveau d’accumulation (R<NR). En revanche, cet état a peu d’influence sur sa distribution 

protéique pour laquelle 4 fractions (dont 1 principale) ont été identifiées, toutes 

contenant aussi du phosphore. L’identification des cibles potentielles de l’U et des 

protéines exprimées différentiellement (vtg, GST, GAPDH, …) a montré que les processus 

biologiques perturbés suite à la contamination sont de deux niveaux : 1/ générique (stress 

oxydant) et 2/ plus spécifique de la gonade (développement et maturation des ovocytes). 

En conclusion, ces deux approches complémentaires ont permis de mettre en évidence un 

effet direct (complexation) et indirect (expression protéique modulée) de l’U, et de 

proposer l’hypothèse d’un défaut de maturation des ovocytes après contamination. Ce 

défaut pourrait impacter la réduction du nombre de ponte et in fine expliquer la 

reprotoxicité observée lors d’études écotoxicologiques précédentes. 

 

Mots clés : écotoxicologie, uranium, reprotoxicité, poisson zèbre Danio rerio, complexe 

uranium-protéine, métallomique, couplage spectrométrie de masse élémentaire et 

moléculaire, analyse non dénaturante, protéomique, vitellogénine, stress oxydant, 

électrophorèse hors gel, SEC-ICP SFMS, LC-ESI FTMS. 
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Abstract 
 

Uranium (U) is naturally presents at trace level (µg.L-1) in aquatic environment; its 

concentration can increase up to a few mg.L-1 due to human activities. Several 

ecotoxicological studies have shown uranium toxicity in contaminated zebrafishes Danio 

rerio, e.g. oxidative stress, genotoxicity and reprotoxicity (i.e. lower number of spawn and 

eggs laid). However, mechanisms of toxicity are not well known. 

The objective of this study is to contribute to the understanding of uranium reprotoxicity 

by elucidating the disrupted molecular mechanisms, i.e. associated to proteins, after 

contamination. Therefore, investigations have been carried out on ovaries from 

reproduced (R) and non-reproduced (NR) zebrafishes after waterborne exposure in 

laboratory conditions at environmentally relevant concentrations. 

This project was divided into two parts. Firstly, analytical investigations were carried out 

to continue the development of non-denaturing methods for U-protein identification by 

coupling separative techniques (size exclusion chromatography SEC, off gel electrophoresis 

OGE) with elemental (ICP MS) and molecular (ESI MS) sensitive mass spectrometry 

detection. Secondly, studies of U reprotoxicity were investigated by studying i) native U-

protein complexes (metallomics approach) and ii) differential analysis of protein 

expression (proteomics approach) 

 

Analytical developments allowed keeping the physiological and non-denaturing extraction 

buffer for OGE separation step, improving U recovery. In ecotoxicology, the major results 

showed that ovary is an U accumulating organ and that the reproduction status modifies 

the accumulation level (R<NR). However, this status is of little influence on its distribution 

on proteins with 4 fractions (including a major one) determined, all of them coeluting with 

phosphorus. The identification of U potential targets and of protein expression differences 

(vtg, GST, GAPDH…) showed that biological processes disrupted after contamination are at 

two levels: 1/ generic (oxidative stress) and 2/ more specific to gonad (oocyte 

development and maturation). 

As a conclusion, these two complementary approaches showed a direct (complexation) and 

indirect (modification of protein expression) effects of U, and enabled to hypothesize a 

lack of oocyte maturation after contamination. This defect could impact the number of 

spawn and in fine explain the reprotoxicity observed in previous ecotoxicological studies. 

 

Key words: ecotoxicology, uranium, reprotoxicity, zebrafish Danio rerio, uranium-protein 

complex, metallomics, elemental and molecular mass spectrometry coupling, non-

denaturing analysis, proteomics, vitellogenin, oxidative stress, off gel electrophoresis, 

SEC-ICP SFMS, LC-ESI FTMS. 

  



 

22 
 

 

 

 

 

 

 

 

Introduction générale 



 

23 
 

  



 

24 
 

Dans un cadre où la pollution des eaux et l’exposition aux métaux sont une préoccupation 

constante pour la société, l’écotoxicologie s’applique à étudier l’impact éventuel d’un 

contaminant sur les composants biotiques d’un écosystème afin de pouvoir prendre les 

mesures nécessaires à sa protection (Sheppard et al. 2005; Meador et al. 2011). En 

particulier, des études ont montré que le devenir des métaux au sein des organismes (e.g. 

organes, tissus, cellules, organites, biomolécules) doit être pris en compte pour expliquer 

leur toxicité (Markich 2002; Geffard et al. 2010).  

L’uranium est un métal naturellement présent à l’état de traces, de l’ordre du µg.L-1, dans 

les milieux aquatiques. Du fait d’influences géologiques ou d’activités humaines liées à 

l’exploitation de l’énergie nucléaire (extraction de mines uranifères) ou aux d’activités 

agricoles (épandage d’engrais phosphatés), les concentrations en uranium peuvent 

augmenter localement jusqu’à quelques mg.L-1 (Betcher et al. 1988; W.H.O 2001). Par 

conséquent, les organismes aquatiques, sont susceptibles d’être contaminés par l’uranium 

et de l'accumuler dans les organes (Cooley and Klaverkamp 2000; Lourenço et al. 2010; Le 

Guernic et al. 2016). 

 

Les effets toxiques de l’uranium ont été étudiés plus en détail chez le poisson zèbre Danio 

rerio et ont été mis en évidence dans plusieurs organes comme les branchies, le foie, le 

cerveau, le muscle et les gonades, et à plusieurs niveaux d'organisation biologique e.g. 

tissulaire, cellulaire, subcellulaire (Lerebours et al. 2010; Barillet et al. 2011). Parmi les 

effets observés, la reprotoxicité revêt un intérêt particulier du fait des conséquences 

possibles sur la descendance et in fine sur la population. Après une contamination 

chronique à de faibles concentrations en uranium (20 µg.L-1), pouvant être retrouvées dans 

des environnements aquatiques sous influence de sites miniers uranifères, une diminution 

du nombre de pontes, d’œufs pondus et de survie des embryons a été observée 

(Bourrachot et al. 2008). De plus un effet génotoxique sur les gonades et les embryons 

(Bourrachot 2009) ainsi que des modifications du profil de méthylation lors des premières 

heures de développement embryonnaire ont pu être mis en évidence (Gombeau et al. 

2017). L’ovaire est l’organe destiné à la reproduction dans lequel se développent les 

ovocytes qui stockent le matériel génétique, protéique et nutritif nécessaire au 

développement de la prochaine génération d’individus.  

Cependant les mécanismes de toxicité de l’uranium ne sont pas totalement connus. Des 

études ont montré que la toxicité de l’uranium naturel est principalement due à sa 

composante chimique plutôt que radioactive (Denison and Garnier-Laplace 2005). Ainsi, 
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l’étude de la spéciation de l’uranium dans l’eau, de son entrée dans les organismes et de 

son transfert dans les organes sont particulièrement importants pour comprendre la 

toxicité de l’uranium. En milieu aqueux aérobie, l’uranium est principalement présent sous 

forme d’ion uranyle UO2
2+. Cet ion présente une affinité pour les molécules oxygénées et 

azotées. Dans un organisme vivant, cet ion est donc susceptible d’interagir avec des 

biomolécules telles que l’ADN ou les protéines (Van Horn and Huang 2006). Suite à la 

complexation de l’uranium par une protéine, la structure tridimensionnelle de cette 

dernière peut être modifiée (Vidaud et al. 2007), ce qui peut entrainer une perturbation 

de l’activité de cette protéine. 

 

Ainsi, l’une des clés pour comprendre les mécanismes de toxicité de l’uranium est l’étude 

de son interaction avec les protéines afin de déterminer les protéines pouvant le 

complexer et donc susceptibles de voir leur fonctionnalité perturbée. Pour ce faire, le 

développement d’outils et de méthodes analytiques pour l’étude des métalloprotéines et 

des complexes métal-protéines, i.e. la métallomique étudiant le métallome corrélé au 

génome et au protéome, est nécessaire. Or, dans le cas de l’uranium, les interactions avec 

les protéines sont de nature électrostatique, non covalente (Van Horn and Huang 2006). 

Par conséquent, les outils à développer devront être i) adaptés à la préservation des 

complexes uranium-protéine lors des différentes étapes analytiques (préparation 

d’échantillon, séparation chromatographique ou électrophorétique) jusqu’à la détection du 

complexe, ii) sensibles afin de détecter des traces de complexes (de l’ordre du pg pour 

l’uranium) et iii) spécifiques pour identifier métaux et protéines. Ces contraintes limitent 

le nombre de protocoles de préparation et de techniques de séparation et de détection 

utilisables. Ces dernières ont fait l'objet d'études dans le cadre du programme ST MALO 

(Speciation of uraniuM in Aquatic Living Organisms – Analytical Developments ; ANR-10-

JCJC-0713, 2010-2013) de la préparation d’échantillon, la séparation non dénaturante, la 

détection des complexes métalliques jusqu’à l'identification des protéines candidates à la 

complexation de l’uranium. Cependant, plusieurs écueils ont été relevés (compatibilité de 

tampon entre les méthodes, taux de recouvrement en uranium) et nécessitent des 

développements analytiques complémentaires. 

Une deuxième clé pour comprendre la toxicité de l’uranium est d’étudier son impact au 

niveau des protéines exprimées suite à la contamination. L’approche protéomique permet 

de mettre en évidence les modifications de l’expression des protéines pour un individu 

contaminé par rapport à un individu témoin et ainsi établir un profil de modification suite 

à une contamination (De Souza et al. 2009). Ce travail de thèse, inscrit dans un contexte 
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d’évaluation des risques écologiques après exposition chronique à l’uranium et faisant 

suite à une thèse dédiée aux effets (Bourrachot 2009), est consacré à l’étude des effets 

reprotoxiques au niveau moléculaire chez la femelle. Pour ce faire, ce projet a été divisé 

en deux volets. Un premier volet a pour objectif de poursuivre les développements 

analytiques initiés dans le projet ST MALO afin d’adapter les méthodes à l’organe étudié et 

résoudre certaines limitations des techniques séparatives non dénaturantes. Dans un 

second volet, les méthodes optimisées sont appliquées à des échantillons de gonades 

femelles de poissons zèbres contaminés chroniquement par l’uranium afin de déterminer 

des cibles protéiques perturbées. Pour ce faire, deux approches ont été utilisées : i) 

l’approche métallomique vise à étudier l’interaction de l’uranium avec les protéines et 

déterminer des cibles potentielles à la complexation et ii) l’approche protéomique pour 

déterminer les protéines exprimées différentiellement suite à la contamination.  Des 

processus biologiques potentiellement perturbés ont été proposés in fine sur la base de la 

comparaison de ces deux approches. 

Le manuscrit est articulé en cinq chapitres. L’étude bibliographique (partie 1a) est 

consacrée d’une part à l’état de l’art sur les études écotoxicologiques de l’uranium chez le 

poisson zèbre en général et au niveau de la gonade femelle en particulier. D’autre part, 

l’état de l’art sur l’impact au sens large de l’uranium sur les protéines a été étudié, à 

savoir la spéciation de l’uranium in vitro et in vivo ainsi que la modulation de l’expression 

protéique suite à une contamination par l’uranium. L’étude bibliographique (partie 2) 

présente l’état de l’art sur les techniques analytiques dédiées à l’étude des complexes 

uranium-protéine. L’approche métallomique est présentée, avec un point particulier sur 

les études en conditions non dénaturantes pour l’analyse des complexes métalliques non 

covalents. Des précisions sont apportées sur la séparation par électrophorèse hors gel et 

l’identification de complexes métal-protéine par spectrométrie de masse moléculaire. A 

l’issue de l’étude bibliographique, les orientations du projet seront décrites. Le troisième 

chapitre détaille le matériel et les méthodes employés pour cette étude, en particulier 

l’exposition des poissons zèbres à l’uranium, la préparation des échantillons biologiques et 

les méthodes utilisées pour les approches métallomiques et protéomiques. Le chapitre 

résultats et discussions (partie 1) présente les développements analytiques menés afin 

d’adapter le protocole de (i) préparation d’échantillon à l’échantillon étudié et de (ii) 

séparation des complexes uranium-protéine par focalisation isoélectrique hors gel. Le 

chapitre résultats et discussions (partie 2) est dédiée à la présentation et la discussion des 

résultats obtenus via les approches métallomique, menée pour étudier les complexes 

uranium-protéine et déterminer des protéines candidates à la complexation, et 

protéomique menée pour identifier les protéines dont l’expression est modifiée suite à la 
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contamination. Une conclusion intermédiaire visant à comparer les protéines identifiées 

par les deux approches et présenter les mécanismes biologiques perturbés est proposée. 

Enfin, une conclusion générale résume les principaux résultats de cette étude et des 

perspectives pour ces travaux seront proposées en dernière partie. 
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Chapitre I 

Etude bibliographique (partie 1) 
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1. Des effets individuels aux effets moléculaires : éléments de compréhension pour 
la toxicité de l’uranium 

1.1. Généralités sur l’uranium 

1.1.1. L’uranium dans l’environnement 

 

L’uranium (U) est un radionucléide naturellement présent dans l’environnement. Sa 

concentration dans la croûte terrestre est de 3 mg.kg-1 en moyenne (Bleise et al. 2003). La 

teneur en uranium dans l’eau peut varier de quelques µg.L-1 jusqu’à 2 mg.L-1 selon 

l’influence géologique (Betcher et al. 1988; W.H.O 2001). Cette concentration peut 

augmenter du fait d’activités humaines liées au cycle du combustible nucléaire avec 

notamment l’exploitation de mines uranifères mettant à jour des roches riches en 

uranium. En France, environ 200 mines uranifères ont été exploitées de 1945 à 2001 

(Figure 1). 

 

Figure 1 : Localisation des mines d’uranium en France. Extrait de la base de données MIMAUSA (IRSN, mise 
à jour 27/02/2017) 
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L’uranium, est également utilisé pour ses propriétés physiques, en particulier sa forte 

densité, pour des activités militaires (blindages, perforateurs) ou civiles (contrepoids dans 

l’aviation) (Bleise et al. 2003). Enfin l’uranium peut être involontairement introduit dans 

des exploitations agricoles du fait de l’utilisation d’engrais phosphatés. Par l’affinité de 

l’uranium pour les phosphates (Averseng et al. 2010), ces engrais contiennent des 

concentrations élevées en uranium qui sont redistribuées lors de l’épandage (W.H.O 2001). 

Ainsi, les organismes vivant dans ces milieux aquatiques contaminés, sont susceptibles 

d’être exposés chroniquement à l’uranium. 

Suite à son internalisation, l’uranium se répartit dans les tissus des organismes aquatiques 

contaminés, pouvant conduire à une perturbation du fonctionnement des tissus ciblés. La 

toxicité de l’uranium a été étudiée en condition contrôlée de laboratoire ou dans 

l’environnement pour des mollusques (bivalve Corbicula fluminea (Simon et al. 2011)), des 

crustacés (écrevisse Procambarus clarkii (Al Kaddissi et al. 2011)) et de nombreuses 

espèces de poissons (poisson rouge Carassius auratus (Lourenço et al. 2010), épinoche 

Gasterosteus aculeatus (Le Guernic et al. 2016), corégone Coregonus clupeaformis (Cooley 

and Klaverkamp 2000) et poisson zèbre Danio rerio (Bourrachot et al. 2008; Lerebours et 

al. 2010; Bucher et al. 2014; Simon et al. 2014; Gombeau et al. 2016)). 

 

1.1.2. Toxicité et reprotoxicité de l’uranium chez Danio rerio 

 

Dans le cadre de l’évaluation des risques écologiques liés à l’uranium, les travaux 

scientifiques visent à raffiner la relation entre dose d’exposition, biodistribution et effets. 

En particulier, il est nécessaire de déterminer la fraction toxique du radionucléide au sein 

de l’organisme (organe, tissu, fraction subcellulaire) afin d’appréhender la toxicité du 

métal (Markich 2002; Geffard et al. 2010). 

De 2001 à 2013, des études écotoxicologiques ont été conduites sur le poisson zèbre pour 

évaluer les effets d’une contamination chronique d’un environnement aquatique par 

l’uranium. La toxicité de l’uranium a été investiguée dans différents organes : les 

branchies (Lerebours et al. 2009; Barillet et al. 2010; Bucher et al. 2014), le foie (Barillet 

et al. 2011; Gagnaire et al. 2014), le rein (Gagnaire et al. 2014), le cerveau (Barillet et al. 

2007; Lerebours et al. 2010; Gombeau et al. 2016), les gonades (Simon et al. 2014; 

Gombeau et al. 2016) et le muscle (Lerebours et al. 2010). Un aperçu des principaux effets 

observés après contamination est dressé ci-après. 
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Les effets de l’uranium ont été évalués à différents niveaux, de l’individu à la fraction 

subcellulaire. A l’échelle de l’individu, l’accumulation de l’uranium par voie directe via 

l’eau (Barillet et al. 2010; Gombeau et al. 2016) et voie trophique via l’alimentation 

(Simon et al. 2011) a pu être mise en évidence dans les organes du poisson zèbre. Au 

niveau de l’organe, des observations par microscopie optique et électronique de défauts 

de structures tissulaires et cellulaires ont été réalisées au niveau des branchies et des 

gonades notamment (Barillet et al. 2010; Bourrachot et al. 2014). 

A l’échelle subcellulaire, des études ont mis en évidence la génotoxicité de l’uranium à 

forte concentration sur les cellules sanguines (Barillet et al. 2011), embryonnaires et les 

gonades femelles (Bourrachot 2009). Une augmentation de la production d’espèces 

réactives de l’oxygène a été montrée sur les leucocytes in vitro (Gagnaire et al. 2014) ainsi 

que chez le poisson zèbre adulte et la larve in vivo (Gagnaire et al. 2013). Lors d’études 

épigénétiques, des modifications du profil de méthylation de l’ADN ont été mises en 

évidence dans le cerveau, les yeux et les gonades des poissons zèbres (Gombeau et al. 

2016). La méthylation est un processus cellulaire permettant de réguler la transcription 

des gènes, un taux de méthylation élevé sur un gène peut conduire à sa répression 

(Jaenisch and Bird 2003). Une augmentation de la méthylation de l’ADN a été observée 

dans les premières heures du développement d’embryon descendants de poissons zèbres 

contaminés (Gombeau et al. 2017). Les effets de l’uranium ont également été observés au 

niveau de la transcription des ARN avec une répression de 56 gènes au niveau du cerveau 

(Lerebours et al. 2010). Cet effet de répression des gènes a également été observé pour 30 

gènes dans des embryons issus de poissons zèbres contaminés (Gombeau et al. 2017). 

Enfin, au niveau des protéines, l’uranium peut également induire un stress oxydant 

modifiant la balance redox de la cellule et le niveau associé d’enzymes impliquées dans sa 

régulation. En effet, pour différents organes (foie, cerveau, muscle), la mesure de 

l’activité d’enzymes impliquées dans les réponses anti-oxydantes de la cellule a montré 

que ces dernières étaient perturbées lors d’une contamination à l’uranium : catalase (CAT) 

(Barillet et al. 2011), superoxyde dismutase (SOD) (Barillet et al. 2007; Barillet et al. 

2011), glutathion-S-transférase (GST) (Barillet et al. 2007), glutathion peroxydase (GPx) 

(Barillet et al. 2011), acétylcholine estérase (AChE) (Lerebours et al. 2010). Cependant, 

seule une partie des enzymes impliquées dans la régulation du stress oxydant est affectée 

et les mécanismes associés ne sont pas élucidés. 

La gonade est un organe d’intérêt particulier pour comprendre la toxicité de l’uranium. En 

effet, les gonades femelles font partie des organes accumulant l’uranium (Simon et al. 

2011) et sont susceptibles de le transmettre à la génération suivante après l’événement de 
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reproduction (Bourrachot 2009). Or, les premiers stades du développement de l’embryon 

sont sensibles aux contaminations en général (Thompson and Bannigan 2008) et à l’uranium 

en particulier (Simon et al. 2014). Ainsi, des études sur les embryons de poissons zèbres en 

eau contaminée par l’uranium ont montré des perturbations du développement des 

organes dans les premiers jours (Bourrachot et al. 2008) dès de faibles concentrations 

(20µg.L-1). La reprotoxicité de l’U, incluant son devenir dans la gonade ou dans les œufs et 

son impact sur la descendance, est donc un élément majeur pour avoir un aperçu de 

l’effet que pourrait avoir l’uranium in fine sur une population. L’état de l’art sur les 

connaissances dans ce domaine, mais aussi la biologie de la gonade pour une meilleure 

compréhension des mécanismes, sont présentés ci-après. 

 

1.2. Cas de la gonade 

1.2.1. Intérêt du modèle animal Danio rerio pour l’étude de la toxicité de 
l’uranium 

 

Le poisson zèbre est recommandé par l’organisation internationale de normalisation  

comme modèle pour l’évaluation de contaminants dans les environnements aquatiques 

(norme ISO 7346-1996) tels que les éléments traces métalliques, les perturbateurs 

endocriniens ou les polluants organiques (Hill et al. 2005; Dai et al. 2014). Introduit dans 

les années 60 et popularisé dans le domaine de la génétique et de la biologie du 

développement à partir de 1981 (Streisinger et al. 1981; Grunwald and Eisen 2002), le 

poisson zèbre est l’un des modèles animaux les plus utilisés en laboratoire de nos jours 

(Reed and Jennings 2010). Robuste, de petite taille, avec un développement rapide et la 

production d’un grand nombre d’œufs, il permet de mener des expériences en condition 

de laboratoire sur un grand nombre d’individus. Le développement externe des œufs et 

l’enveloppe transparente de l’embryon permettent le suivi de l’apparition de 

malformations lors d’une contamination. Le premier séquençage du génome du poisson 

zèbre a été réalisé en 2001 par l’Institut Sanger en partenariat avec l’EBI (European 

Bioinformatics Institut) et le NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Howe 

et al. 2013) ; il a facilité l’identification de protéines et permis la compréhension de 

mécanismes physiologiques.  
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1.2.2. Reprotoxicité de l’uranium 

 

Peu d’études ont été consacrées aux effets reprotoxiques de l’uranium après 

contamination chronique. Toutefois, quel que soit le mode de contamination, trophique 

via des paillettes contaminées (Simon et al. 2011), et directe via la contamination du 

milieu (Bourrachot et al. 2014; Simon et al. 2014), des effets reprotoxiques ont pu être mis 

en évidence sur le poisson zèbre. Après contamination chronique à l’uranium par voie 

directe (à 250 µg.L-1), le suivi de la reproduction a montré que le succès reproducteur des 

individus contaminés était plus faible lors de la première ponte avec un nombre 

d’évènements reproducteurs et d’œufs pondus moins importants pour les individus 

contaminés par rapport aux témoins (Bourrachot et al. 2014) mais qu’il tend à s’améliorer 

pour les pontes suivantes (Simon et al. 2014). Les observations par microscopie 

électronique ont également permis de montrer une perte d’intégrité de la membrane 

plasmique de l’ovocyte à forte contamination, en particulier des défauts au niveau de la 

zona radiata, qui assure les échanges protéiques et hormonaux entre l’ovocyte et les 

cellules folliculaires (Bourrachot et al. 2014). Ainsi, chez des poissons zèbres femelles 

contaminés via l’alimentation (à 50 et 500 µg.g-1 de paillettes alimentaires), les études de 

bioaccumulation ont montré que les ovaires contenaient 20 % de charge corporelle totale 

en uranium (Simon et al. 2011). Dans cette même étude, le suivi de la reproduction a mis 

également en évidence l’effet reprotoxique de l’uranium avec un taux de survie plus faible 

pour les larves issues d’individus contaminés par rapport à celle issues des individus 

témoins. 

Cependant, les mécanismes moléculaires qui permettraient d’expliquer la reprotoxicité de 

l’uranium restent mal connus. Sur la base d’études consacrées à des métaux tels que le 

cadmium ou le zinc, il est possible d’envisager plusieurs processus de toxicité (McGeer et 

al. 2000). Des effets reprotoxiques (augmentation du nombre d’ovocytes atrétiques, baisse 

du nombre de pontes) ont en effet été observés après contamination au cadmium de 

certains organismes aquatiques comme la grenouille Xenopus laevis (Lienesch et al. 2000) 

ou le poisson Danio rerio (Wu et al. 2013) ; ces effets pourraient notamment être dus à 

une perturbation de la maturation des ovocytes. Plusieurs mécanismes ont été proposés 

pour expliquer ce défaut de maturation. L’altération des protéines d’adhésion pourrait 

perturber l’intégrité de la structure cellulaire de l’ovocyte et le transfert d’hormones 

entre l’ovocyte et les cellules folliculaires. La présence d’un stress oxydant provoqué par 

le cadmium a également été démontrée par l’augmentation du taux de protéines oxydées 
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ainsi que par une réduction de l’activité de la SOD. De plus, le Cd2+, cation divalent, 

pourrait se substituer à certains cations essentiels, (Ca2+, Zn2+). Des auteurs ont également 

indiqué qu’un déséquilibre de l’homéostasie des métaux peut aboutir à la production de 

radicaux libres et à la génération de stress oxydant (Thompson and Bannigan 2008). Au 

niveau de la gonade, la gestion de ce stress métallique, en utilisant une partie des 

ressources de la cellule avec la production de protéines et d’enzymes détoxifiantes, 

pourrait résulter en une maturation plus faible des ovocytes (Jezierska et al. 2009). De 

plus, certains métaux sont considérés comme des perturbateurs endocriniens (Iavicoli et 

al. 2009). Cette perturbation endocrinienne a été supposée chez des poissons zèbres, 

élevés dans un site sous influence minière et contaminés à l’arsenic. Les individus 

contaminés présentaient une expression de la vitellogénine plus faible par rapport aux 

individus témoins ainsi qu’une expression plus forte de la métallothionéine, protéine 

détoxifiante impliquée dans la séquestration de contaminants métalliques (Boyle et al. 

2008). 

Pour tenter de comprendre les effets de l’uranium au niveau de la gonade, une 

présentation du fonctionnement de l’organe et du développement des ovocytes est 

proposée. 

 

1.2.3. Biologie de la gonade et problématique associée 

 

Chez les poissons, il existe trois types de maturation correspondant à trois modes de 

reproduction et correspondant à des stratégies différentes d’adaptation pour la survie de 

l’espèce (Tyler and Sumpter 1996; Lubzens et al. 2010). Le premier type de maturation est 

la maturation synchronisée : l’ensemble des ovocytes sont recrutés à un instant donné à 

partir des cellules souches gonadiques, les ovogonies. Ces ovocytes vont se développer en 

même temps. Ainsi, deux populations d’ovocytes sont généralement présentes dans la 

gonade au cours du cycle de reproduction. Cette stratégie est utilisée par les poissons 

ayant une saison de reproduction, par exemple la truite Oncorhynchus mykiss, le saumon 

Salmo salar ou le gardon Rutilus rutilus. Le deuxième type de maturation est la maturation 

asynchronisée. A un instant donné lors de la saison de reproduction, l’ensemble des stades 

de croissance des cellules de la lignée germinale sont représentés. Cette stratégie permet 

une fréquence de ponte élevée, avec un intervalle de quelques jours seulement entre 

chaque ponte. Le poisson zèbre Danio rerio fait partie des reproducteurs asynchronisés. Le 

troisième type est la maturation par groupes synchronisés. Trois populations d’ovocytes 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Salmo_salar
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coexistent ; une première comprenant les ovogonies, une deuxième regroupant les 

ovocytes au même stade de développement, une troisième population d’ovocytes prêts 

pour la ponte. Ce mode de maturation est utilisé par les poissons qui pondent à plusieurs 

reprises lors de la période de reproduction, comme le syngnathe Syngnathus acus. 

Au niveau cellulaire, les mécanismes principaux de développement et de maturation des 

ovocytes sont globalement bien conservés entre les différentes espèces de poissons. La 

gamétogénèse peut être décrite en 4 étapes, de la cellule souche « ovogonie » à la cellule 

différenciée et fécondable « ovocyte mature » (Tyler and Sumpter 1996; Patino and 

Sullivan 2002; Arukwe and Goksøyr 2003) : 

(1) Transformation des cellules germinales primaires en ovogonies, 

(2) Transformation des ovogonies en ovocyte, 

(3) Croissance de l’ovocyte, 

(4) Maturation de l’ovocyte 

 

Lors de la première étape, l’ovogonie est recrutée parmi les cellules souches et entame sa 

différenciation. La croissance primaire se caractérise par une série d’évènements 

biologiques qui généreront les structures du follicule puis de l’œuf ainsi que par une 

intense activité transcriptionnelle : ARN ribosomaux et ARNm pour les récepteurs à la 

vitellogénine. L’ovocyte réalise une première phase de croissance due principalement à la 

formation du corps de Bialbiani. Ce corps est un complexe regroupant de nombreux 

organelles (mitochondries, réticulum endoplasmique, éléments de Golgi, …) qui va soutenir 

l’activité élevée de synthèse protéique. Il sert également dans l’adressage des protéines et 

plus tard dans la détermination des axes embryonnaires, en particulier l’axe animal-

végétal (Marlow and Mullins 2008). Lors de cette phase, l’ovocyte s’entoure d’une 

enveloppe vitelline, acellulaire, également appelée zona pellucida ou zona radiata, et qui 

formera à terme la couche externe de l’œuf, alors appelé chorion. Les protéines sont 

synthétisées en partie par l’ovocyte et par le foie. Cette enveloppe joue un rôle significatif 

dans les processus de reproduction et de développement. Elle présente en effet des 

récepteurs pour les spermatozoïdes, contribue à la prévention de la polyfécondation et 

servira ensuite de barrière physique isolant l’embryon de l’environnement tout en 

permettant les échanges gazeux (Arukwe et al. 1997; Arukwe and Goksøyr 2003). À mesure 

que l’ovocyte croît, l’enveloppe s’amincit et s’invagine pour former un réseau de 

microvillosités qui assurera par la suite l’activité de pinocytose. Enfin, l’ovocyte 

commence à s’entourer de plusieurs couches cellulaires sécrétrices d’hormones, la 

granulosa et la thèque. L’ensemble est appelé follicule (Figure 2). 
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Figure 2 : Schémas d’un follicule (Tyler and Sumpter 1996) 

La deuxième étape est la croissance prévitellogénique, également appelée étape des 

alvéoles corticales. L'ovocyte se charge en inclusions transparentes visibles en microscopie 

optique (Figure 3). Les alvéoles corticales sont synthétisées par l’ovocyte et sont 

constituées de polysyaloplycoprotéines. À la fin de cette étape, les alvéoles couvrent la 

majeure partie de l’ovoplasme. Lors de la fécondation, leur contenu sera libéré dans 

l’espace périvitellin, contribuant à l’isolement de l’œuf de son environnement. 

 

Figure 3 : Ovocyte de poisson zèbre en phase prévitellogénique, observation par microscopie optique 

(x40) 

Alvéoles corticales 

100 µm 
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La troisième étape est la croissance vitellogénique, évènement principalement responsable 

de la croissance en taille de l’ovocyte (Tableau 1). Lors de cette étape, la vitellogénine, 

une phospholipoprotéine synthétisée dans le foie et transportée dans le sang, est absorbée 

par l’ovocyte via les récepteurs spécifiques situés sur l’enveloppe vitelline. La 

vitellogénine est stockée dans les vésicules vitellines où elle subit une étape protéolytique 

dans les lysosomes golgiens (Carnevali et al. 1999). A mesure de l’absorption de la 

vitellogénine, les vésicules repoussent les alvéoles corticales à la périphérie de l’ovocyte. 

Selon les espèces, les vésicules vitellines pourront occuper jusqu’à 95% du volume final de 

l’œuf (Tyler and Sumpter 1996) (Figure 4). Le contenu vitellin servira de réserve nutritive 

et protéique pour les premiers jours du développement embryonnaire. Selon les espèces, 

les vésicules fusionneront par la suite et constitueront ainsi le sac vitellin. 

Tableau 1 : Tailles associées aux différents stades de développement chez Danio rerio. (Pelegri 2003; 

Aytekin and Yüce 2008) 

Stade de maturation Diamètre 

Ovogonie (=stade préfolliculaire) 7-20 µm 

Ovocyte primaire (=stade folliculaire) 80-160 µm 

Ovocyte prévitellogénique (=stade alvéoles corticales) 160-280 µm 

Ovocyte vitellogénique 280-740 µm 

Ovocyte mature 740-760 µm 

 

 

Figure 4 : Ovocyte secondaire vitellogénique de poisson zèbre. Observation par microscopie optique (x40) 

Alvéoles corticales 

Vésicules vitellines 

100 µm 
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L’acquisition du matériel protéique et ribonucléique maternel va assurer les fonctions 

élémentaires (métabolisme cellulaire, division nucléaire et cytoplasmique, adhésion 

intercellulaire) de l’embryon lors des stades précoces de son développement (Pelegri 

2003). 

Lors de la quatrième phase, de maturation, qui dure 3 à 4 heures, d’importants 

remaniements se produisent. Les vésicules vitellines fusionnent pour former le vitellus. Le 

noyau, migre pour constituer le pôle animal de l’œuf. Un espace périvitellin se crée, il 

s’agit d’un milieu hyperosmotique généré par un gradient d’ions et d’acides aminés libres. 

Enfin, l’ovocyte mature est également dépourvu de cellules folliculaires. 

Chez le poisson zèbre, le développement des ovocytes est de type asynchrone : l’ensemble 

des stades d’ovocytes coexistent (Figure 5). Ainsi la complexité tissulaire due à la pluralité 

ovocytaire laisse pressentir une complexité particulière de la distribution des métaux après 

contamination. En particulier, la proportion des différents stades de maturation des 

ovocytes est modifiée après reproduction, puisque seuls les ovocytes matures sont expulsés 

lors de la fraie. 

 

Figure 5 : Coupe histologique de poisson zèbre femelle, observation en microscopie optique. (a) 

ovogonies, (b) ovocytes primaires, (c) ovocytes prévitellogéniques, (d) ovocytes vitellogéniques (Menke et 

al. 2011). 

 

1.2.4. Description de la vitellogénine : une protéine clé pour le développement 

 

L’évènement visuellement marquant est la croissance en taille de l’ovocyte due à l’apport 

via le sang de vitellogénine. Majoritaire parmi les protéines de l’ovocyte, elle a été 

proposée dans une précédente thèse comme une cible potentielle de la complexation de 

l’uranium (Bourrachot 2009).  
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La vitellogénine est une glycolipophosphoprotéine synthétisée en grande quantité dans le 

foie du poisson zèbre femelle (Levi et al. 2009). Elle est ensuite libérée dans le sang 

circulant où sa concentration est d’environ 400 ng.ml-1 (Bourrachot et al. 2014). La 

vitellogénine est spécifiquement absorbée par l’intermédiaire de la granulosa. Au niveau 

de la zona radiata, la vitellogénine se lie à des récepteurs spécifiques et est internalisée 

par endocytose. Elle est stockée dans des vésicules vitellines où elle subira des clivages 

enzymatiques (Hara et al. 2016). In fine, la vitellogénine constituera notamment les 

réserves énergétiques et métaboliques pour la croissance de l’embryon. (Finn et al. 2002; 

Lubzens et al. 2010) 

La vitellogénine est une protéine relativement bien conservée d’une espèce à une autre au 

sein des ovipares. Chez le poisson zèbre, elle est composée en moyenne de 1360 acides 

aminés pour un poids moléculaire de 150kDa et est divisée en 3 régions principales : une 

chaîne lourde de lipovitelline (LvH), une courte séquence d’une centaine d’acides aminés 

appelée phosvitine (Pv) caractérisée par des polysérines souvent phosphorylées, et une 

chaîne légère de lipovitelline (LvL). 

Dans le plasma sanguin, la protéine est présente sous forme de dimère avec un centre de 

symétrie en C2, elle forme une cage transportant des lipides avec une masse globale de 

400 à 600kDa. Les lipides représentent environ 16% de la masse totale, ils sont concentrés 

au sein de la cage principale, sans liaisons covalentes à la protéine. Les deux tiers de ces 

lipides sont des phospholipides, le dernier tiers comprenant des triglycérides, du 

cholestérol et des esters de cholestérol. La protéine est composée de trois feuillets plissés 

béta A, C et N et d’une super-hélice alpha droite (Figure 6) (Thompson and Banaszak 

2002). 
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Figure 6 : Cristallographie de la vitellogénine de lamproie (Thompson and Banaszak 2002) 

Au niveau de l’ADN de Danio rerio, sept gènes codent pour la vitellogénine (Tableau 2), 6 

d’entre eux sont situés en série sur le chromosome 22 entre les loci 25,2Mb et 25,53Mb, le 

septième est situé sur le chromosome 11 et est considéré comme un vestige de l’évolution 

par certains auteurs (Finn and Kristoffersen 2007). Ces 7 isoformes de la vitellogénine sont 

regroupées en trois types, en fonction de leur homologie de séquence. Le type I regroupe 

les vitellogénines 1, 4, 5, 6, et 7 ; les types II et III sont représentés par les vitellogénines 2 

et 3 respectivement. Dans l’ovocyte, les vitellogénines de type I sont principalement 

retrouvées (Tay et al. 2006; Groh et al. 2011). 

Tableau 2 : La vitellogénine, 7 gènes codant pour 7 protéines différentes (Wang et al. 2005) 

Nom Type Nb AA Chrom. Remarques 

Vtg1 I 1362 22  

Vtg2 II 1631 11 Génétiquement éloignée des autres vtg 

Vtg3 III 1251 22 « Vtg phosvitinless » ne possède pas la région phosvitine 

(Wang et al. 2000) 

Vtg4 I 1363 22  

Vtg5 I 1363 22  

Vtg6 I 1368 22  

Vtg7 I 1358 22  
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Le contenu protéique des ovocytes à des stades de maturation différents et donc de 

composition protéique différente, pourrait jouer un rôle clé sur le transport et le devenir 

du métal au sein de la gonade, d’autant qu’il a précédemment été montré que l’uranium 

était susceptible d’être complexé par les groupements fonctionnels des protéines (Michon 

et al. 2010; Coppin et al. 2015) ou qu’il pouvait induire une modulation de l’expression des 

protéines après contamination (Dedieu et al. 2009; Basset et al. 2013; Petitot et al. 2016). 

C’est de l’impact de l’U sur les protéines dont traitera le chapitre suivant. 

 

1.3. L’étude des protéines, une clé pour élucider la toxicité 

1.3.1. Etat de l’art uranium/spéciation et uranium/métallomique 

 

L’uranium est un acide dur de Lewis, qui interagit avec les bases dures de Lewis 

(contenant notamment des atomes d’azote ou d’oxygène), et un métal de classe A 

(récepteur d’oxygène). Dans un organisme, l’uranium est susceptible de se complexer à 

des molécules telles que les acides nucléiques ou les protéines (Van Horn and Huang 2006). 

Plusieurs approches sont possibles pour étudier les interactions de l’uranium avec des 

ligands biologiques. Bresson et al distinguent 4 types d’approches possibles, in silico, in 

analytico, in vitro et in vivo, qui font appel à des techniques de modélisation, de chimie 

analytique, de biochimie ou de toxicologie, respectivement (Bresson et al. 2011). 

L’approche in silico vise à déterminer le type d’interaction liant l’uranium à son ligand et 

à caractériser cette liaison (constante d’affinité, nombre de mole d’uranium par protéines, 

etc). L’approche in analytico regroupe les techniques analytiques spécialement créées 

pour étudier la spéciation d’un métal, identifier ces ligands potentiels et modéliser les 

interactions chimiques du métal avec de potentiels ligands. L’approche in vitro vise à 

décrire le devenir de l’uranium sur des cultures cellulaires ou des systèmes subcellulaires 

simples. L’approche in vivo étudie la distribution de l’uranium dans tout ou partie d’un 

organisme. 

Le screening d’un mélange protéique permet de déterminer des cibles potentielles de 

l’uranium selon une approche in analytico. La chromatographie d’affinité métallique 

(IMAC) a été utilisée afin de séparer des protéines de sérum humain en fonction de leur 

affinité pour l’uranium (Basset et al. 2008). Appliquée à un extrait de cellules rénales, 64 

protéines ont ainsi été identifiées (Dedieu et al. 2009). Parmi ces protéines, 44 présentent 

au moins une phosphorylation et 17 contiennent un cofacteur métallique Ca2+, Zn2+ ou Mg2+, 
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suggérant une affinité préférentielle de l’U pour les protéines présentant ces deux 

caractéristiques chimiques. 

Par ailleur, l’affinité de l’uranium pour une sélection de protéines a été mise en évidence 

in vitro par des études infrarouge (Li et al. 2010; Basset et al. 2013; Safi et al. 2013), 

structurelles (Van Horn and Huang 2006) et de quenching de fluorescence (Michon et al. 

2010; Coppin et al. 2015). Par exemple, l’interaction de l’uranium avec la transferrine, 

une protéine de transport du fer, a été étudiée par spectrométrie infrarouge (Vidaud et al. 

2007). Les auteurs ont montré que la forme apo de la protéine (i.e. dépourvue de métal) 

présente en effet deux sites de fixation pour l’uranium. Cette protéine, présente dans le 

sang et interagissant avec les autres tissus pour la régulation du fer, a ainsi été proposée 

comme une possible voie d’entrée de l’uranium dans les cellules. D’autres études ont 

montré que la transferrine, sous sa forme apo peut lier jusqu’à 28 moles d’ion uranyle par 

protéine (Michon et al. 2010). 

Ces mêmes études ont également permis de caractériser la complexation d’autres 

protéines d’intérêt (Tableau 3) (Michon et al. 2010; Coppin et al. 2015) et notamment 

l’albumine et la vitellogénine qui sont intéressantes en tant que protéines abondantes dans 

le sang des mammifères et des poissons. Ainsi, après internalisation de l’uranium, ces 

protéines sont des cibles potentielles à la complexation pouvant être directement 

affectées ou servir de transporteur dans le sang jusqu’aux organes. Les études in vitro 

montrent que de nombreuses protéines ont une affinité pour l’uranium et peuvent lier 

jusqu’à plusieurs centaines de moles d’uranium par molécules (apoferritine, vitellogénine, 

acétylcholine estérase). 

 

Tableau 3 : Constantes d’affinité de l’uranium pour des cibles protéiques potentielles déterminé par 

quenching de fluorescence. Constante d’affinité (log Ki) et nombre de moles d’ions uranyles par moles de 

protéines (Li) pour les sites de type « i » (i = 1 ou 2). Références : « a » (Michon et al. 2010) et « b » 

(Coppin et al. 2015) 

Protéine log K1 L1 log K2 L2 ref. 

Apotransferrine 7,7 ± 0,6 1,9 ± 0,1 4,6 ± 0,4 26,6 ± 1,8 a 

Albumine 6,1 ± 0,4 2,3 ± 0,4 4,8 ± 0,3 7,6 ± 1,2 a 

Métallothionéine 6,5 ± 0,1 0,1 ± 0,1 5,6 ± 0,2 5,2 ± 0,2 a 

Apoferritine 5,3 ± 0,6 46,8 ± 5,5 3,9 ± 0,4 504 ± 21,4 a 

Vitellogénine 5,7 ± 1,0 83 ± 2 4,9 ± 1,1 2220 ± 150 b 

Acétylcholine estérase 8,1 ± 0,9 115 ± 16 6,6 ± 0,5 530 ± 23 b 
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Ces études, in analytico et in vitro, sont réalisées protéine par protéine, en milieu 

artificiel simple. Pour étudier les mécanismes d’action et les effets de l’uranium, en 

prenant en compte la complexité de l’environnement chimique dans une cellule ou un 

organisme, d’autres approches, menées in vivo, sont nécessaires. 

In vivo, l’étude de la spéciation de l’uranium dans des organes cibles de rongeurs ou 

d’organismes aquatiques exposés chroniquement à l’uranium a permis l’identification de 

plusieurs cibles potentielles. Dans l’hépatopancréas d’écrevisse, organe de stockage et de 

détoxification, la colocalisation entre l’uranium et le nickel, le manganèse ou le fer a pu 

être mise en évidence (Xu et al. 2014). Huit protéines ont pu être identifiées, dont la SOD 

et la GST impliquées dans les mécanismes cellulaires de gestion du stress oxydant, la 

ferritine indispensable dans le stockage du fer, la glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase impliquée dans le catabolisme énergétique, également identifiée comme 

cible potentielle de l’U pour le sérum humain (Vidaud et al. 2005). Dans les branchies 

d’écrevisse ou de poisson zèbre, organe d’entrée du contaminant après exposition à la voie 

directe, plusieurs protéines candidates à la complexation ont également été identifiées 

dans d’autres études, en particulier l’enzyme superoxyde dismustase. Toutefois, plusieurs 

enzymes et protéines, impliquées dans d’autres processus biologiques ont également été 

proposées, telles que l’actine chez le rongeur (Frelon et al. 2009), l’hémoglobine issue de 

sérum humain (Vidaud et al. 2007), la protéine HSP 70 dans l’écrevisse (Xu et al. 2014), la 

protéine 14-3-3 de cellule rénale humaine (Prat et al. 2005) et l’apolipoprotéine de sérum 

humain (Basset et al. 2013).  

Ces études in vivo sembleraient montrer que l’uranium interagit avec de nombreuses 

protéines appartenant à differents processus biologiques. Il se dessine au travers des 

différentes approches et organes étudiés que les protéines impliquées dans la gestion du 

stress oxydatif cellulaire sont des cibles potentielles de l’uranium retrouvées quasiment 

systématiquement. En revanche, certaines autres cibles ne se recoupent pas entre les 

études, suggérant que la nature des cibles identifiés (et donc des processus 

potentiellement altérés) dépend des organes étudiés. 

 

En conclusion, les études de spéciation de l’uranium en milieu biologique de l’uranium 

permettent d’identifier les cibles protéiques de l’environnement chimique simplifié à 

l’environnement cellulaire complexe. Ces informations sont importantes dans les études de 

la toxicité du métal (Szpunar 2004). En effet, l’uranium, en se liant à la protéine, est 
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susceptible de modifier sa structure tridimensionnelle. Cet effet direct a été montré par 

modélisation pour la transferrine, après substitution du cofacteur métallique Fe3+ par l’ion 

uranyle UO2
2+  (Figure 7). Une telle modification peut conduire à la perte de la 

fonctionnalité de la protéine. 

 

Figure 7 : Modélisation de la structure tridimensionnelle de la transferrine liée au fer (A) et complexée à 

l’uranium (B). Extrait de (Vidaud, Gourion-Arsiquaud et al. 2007) 

 

Cependant, la seule approche de spéciation de l’uranium peut ne pas être suffisante pour 

expliquer les effets observés dans les études toxicologiques et écotoxicologiques car la 

complexation n’entraîne pas forcément une inactivation de la protéine complexée. De 

plus, l’uranium peut avoir des effets indirects sur certaines protéines, non complexées par 

l’uranium. En effet, la contamination peut perturber et entraîner une modulation de 

l’expression des protéines, molécules fonctionnelles de l’organisme. C’est l’objet des 

analyses protéomiques, décrites dans la section suivante. 

 

1.3.2. Etat de l’art uranium/protéomique 

 

L’approche protéomique est couramment utilisée pour l’étude des effets et processus 

biologiques impactés après exposition à des contaminants, organiques ou métalliques 

(Aebersold and Mann 2016).Concernant l’uranium, quelques études protéomiques sont 

recensées dans la littérature, principalement réalisées sur des cultures de cellules 

humaines (Malard et al. 2005; Prat et al. 2005) ainsi que dans le sérum de rongeurs exposés 

chroniquement à l’U (Petitot et al. 2016). In vitro, à travers les différentes études, il a pu 
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être montré une surexpression de plusieurs protéines participant à la protection contre le 

stress oxydant (la peroxiredoxine 1, participant à la réduction du peroxyde , les 

cytokératine CK8 et CK18 impliquées dans l’activité protéolytique du complexe ubiquitine-

protéasome) (Malard et al. 2005), à la gestion de l’équilibre redox cellulaire (cytokératines 

CK8 et CK18) et une répression de protéines impliquées dans la gestion du stress (HSP 90, 

HMGB1) et la signalisation cellulaire (protéine 14-3-3) (Prat et al. 2005). 

In vivo, après exposition chronique de rongeurs à l’uranium, la comparaison des profils de 

sérums sanguins entre les individus contrôles et exposés a permis de détecter 39 spots de 

protéines différentiellement exprimées. L’étude des processus biologiques associés aux 

protéines différentiellement exprimées a également permis de mettre en évidence que les 

mécanismes associés à la gestion du stress oxydant, à la réponse immunitaire et à la 

réponse inflammatoire étaient perturbés par la contamination à l’uranium (Petitot et al. 

2016). 
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Etude bibliographique (partie 2) 
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2. Etude bibliographique (Partie 2) : Apports et problématiques de l’analyse 
métallomique 

2.1. Définition et principes 

 

Sur la base de banques de données structurales, environ un tiers des protéines 

nécessiteraient un cofacteur métallique pour leur structure ou leur fonction (Tainer et al. 

1991). Ces protéines interviennent dans plusieurs processus cellulaires tels que la 

régulation de l’expression protéique, la détoxification et l’homéostasie des métaux, le 

cycle cellulaire, la prolifération et l’apoptose. L’étude des métaux, de leur fonction et de 

leur devenir au sein des cellules, tissus ou organes a donné lieu au début des années 2000 à 

l’émergence d’un nouveau domaine à l’interface entre la biologie, la chimie inorganique 

et la chimie analytique : la métallomique (Williams 2001; Haraguchi 2004). 

Par analogie avec les termes « génomique » et « protéomique », la métallomique est la 

science qui étudie le métallome. Le métallome est défini par l’ensemble des espèces 

métalliques ou métalloïdes présentes dans un type de cellules ou de tissus. La 

métallomique étudie la biodisponibilité des métaux dans le système biologique, la 

spéciation des espèces métalliques et l’identification de leur fonction (Maret and Copsey 

2012; Sperling and Karst 2013). 

Les espèces métalliques sont réparties en quatre catégories : 

- Les métaux ou métalloïdes libres constituent le « ionome ». 

- Les métaux ou métalloïdes liés aux composés organiques issus du métabolisme 

constituent le métallométabolome. 

- Les métaux ou métalloïdes complexés par une liaison covalente à des biomolécules, 

en particulier des protéines constituent le metalloprotéome. Les métalloprotéines 

sont caractérisées par la présence d’un ion métallique qui assure la fonction, par 

exemple une activité enzymatique, ou la structure du complexe. 

- Les métaux ou métalloïdes complexés par une liaison non covalente à des 

biomolécules. Dans ce cas, la présence de l’ion métallique est le résultat d’un 

équilibre thermodynamique favorable à la formation d’un complexe mais sans 

fonction biologique particulière. 

Les techniques d’analyses utilisées en métallomique sont issues de développements 

spécifiques d’outils de chimie analytique dédiés à l’analyse de spéciation des métaux. Les 

protocoles de métallomique requièrent i) l’extraction de la fraction cellulaire riche en 

élément d’intérêt, ii) la préservation de la liaison métal-biomolécule lors de la préparation 



 

50 
 

de l’échantillon et de la séparation des complexes et métalloprotéines et iii) la détection 

spécifique et sensible du métal et de son ligand. 

 

2.2. Techniques analytiques pour l’analyse métallomique 

 

Les méthodes métallomiques reposent le plus souvent sur le couplage d’une technique 

séparative (chromatographie liquide, électrophorèse) avec un spectromètre de masse 

(élémentaire ou moléculaire) (Figure 7). Ce couplage est rendu possible par le 

développement d’interfaces permettant le transfert et l’ionisation des molécules ou 

l’atomisation des métaux des métalloprotéines et complexes protéiques, depuis les 

matrices liquides ou solides (gels) vers le spectromètre de masse. 

 

Figure 7 : Techniques analytiques utilisées en métallomique. Adapté de (Mounicou et al. 2009) 

Une description brève des outils présentés en Figure 7, indispensables au triptyque 

Séparation/Détection élémentaire/Détection moléculaire est faite ci-après. 

La séparation en phase liquide peut être réalisée par chromatographie. Les analytes sont 

séparés par partage entre la phase mobile et la phase stationnaire de la colonne de 

chromatographie en fonction soit de leur volume hygroscopique (chromatographie 

d’exclusion stérique, SEC), soit de leur affinité pour un ion (chromatographie d’échange de 

cations) ou un métal (chromatographie d’affinité sur métal immobilisé, IMAC) ou de leur 

hydrophobicité (phase inverse, RP). L’avantage de la chromatographie en phase liquide est 
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de pouvoir être couplée directement avec un spectromètre de masse si le solvant est 

compatible (Łobiński et al. 2006). Une technique couramment utilisée est le couplage SEC-

ICP MS (chromatographie d’exclusion stérique et spectrométrie de masse à plasma à 

couplage inductif) permettant de séparer des complexes métal-biomolécules en condition 

non dénaturante et de détecter et quantifier les métaux associés avec une grande 

sensibilité (Szpunar 2004). 

L’électrophorèse est un deuxième grand principe de séparation des protéines qui peut se 

dérouler en milieu liquide ou sur gel. Moins utilisée que la chromatographie en phase 

liquide, la séparation par électrophorèse capillaire (CE) permet de séparer les analytes, en 

milieu liquide, en fonction de leur mobilité électrophorétique (charge ionique et friction 

avec le solvant). Cependant, bien que développée depuis la fin des années 80 (Smith et al. 

1988), son utilisation pour l’analyse des protéines a été limitée par les contraintes liées à 

l’interfaçage avec un spectromètre de masse. De plus, les faibles quantités d’échantillons 

injectées, quelques nL, et les faibles débits, de l’ordre du µL.min-1 requièrent des limites 

de détection très faibles (femtomoles, attomoles) (Krenkova and Foret 2012). 

Une seconde technique d’électrophorèse en milieu liquide est l’électrophorèse hors gel 

(off gel electrophoresis, OGE) qui permet le fractionnement des analytes en fonction de 

leur point isoélectrique dans un gradient de pH généré par des ampholytes porteurs (Lam 

2008). L’avantage de la technique est que les fractions peuvent être directement 

recueillies et analysées par spectrométrie de masse ou avec une autre technique couplée 

(SEC-ICP MS par exemple (Bucher et al. 2016)). 

La dernière approche est la séparation sur gel qui permet la discrimination des protéines 

en fonction de leur taille (électrophorèse sur gel de polyacrylamide, SDS-PAGE) ou de leur 

point isoélectrique sur bandelette par gradient de pH d’immobilines (focalisation 

isoélectrique, IEF) et leur taille (électrophorèse bidimensionnelle sur gel, 2D GE). Dans le 

cas de l’analyse des complexes non covalents, il est souvent nécessaire de modifier le 

protocole en évitant d’utiliser des agents dénaturants (gel d’électrophorèse en condition 

non dénaturante, ND-GE (Xu et al. 2014)). Un couplage en ligne avec le spectromètre de 

masse élémentaire est possible pour la détection des traces métalliques avec l’utilisation 

d’une ablation laser permettant de désorber et transférer les analytes en phase gazeuse 

(Becker et al. 2007). En revanche, l’ablation laser n’étant pas compatible avec l’analyse 

moléculaire, l’excision des spots détectés après coloration est nécessaire avant analyse par 

spectrométrie de masse moléculaire. 
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Dans les techniques couplées, l’outil de détection est le plus souvent un spectromètre de 

masse. Cet instrument est schématiquement constitué de 3 parties : i) une source 

d’ionisation où les ions sont produits à partir des matrices liquides, gazeuses ou solides, ii) 

un analyseur qui permet de relier la grandeur physique mesurée (la fréquence pour un 

analyseur à quadripôle, le temps pour un analyseur à temps de vol, …) au rapport m/z 

(masse moléculaire divisée par la charge de l’ion) et iii) un détecteur qui permet de 

quantifier les ions transmis dans l’appareil. 

La source d’ionisation ICP (inductively coupled plasma, plasma à couplage inductif) permet 

l’atomisation et l’ionisation de la plupart des éléments du tableau périodique. La 

sélectivité du métal observé alliée à la sensibilité de détection ont fait de l’ICP MS un outil 

indispensable pour les études métallomiques. Les ICP MS utilisés sont principalement des 

ICP MS à filtre quadripolaire (ICP Q-MS). Le recours à des spectromètres de masse à haute 

résolution (spectromètre de masse à secteur magnétique ICP SF MS ou à temps de vol ICP 

TOF MS) est parfois nécessaire pour séparer les interférences polyatomiques des éléments 

analysés (Mounicou et al. 2009). Le spectromètre de masse à multicollecteurs (ICP MS MC) 

est plus spécifiquement utilisé pour l’analyse de rapports isotopiques (Becker et al. 2007). 

L’identification des ligands protéiques nécessite le recours à la spectrométrie de masse 

moléculaire, en plus de l’ICP MS. L’ionisation plus douce des analytes permet de préserver 

l’intégrité de la molécule. En fonction de la précision de masse requise pour 

l’identification du ligand, l’analyseur utilisé sera différent : la détection des molécules 

pourra être réalisée à basse résolution (triple quadripole QqQ, trappe ionique IT) ou haute 

résolution (piège à ions orbitrap FT, temps de vol TOF, transformée de Fourier de la 

résonance cyclotronique des ions FT ICR) (Aebersold and Mann 2016). 

De nombreuses méthodes ont été développées pour l’analyse métallomique. Cependant, 

l’utilisation de ces techniques dépend de la nature de la liaison métal-biomolécule 

considérée. Peu d’études métallomiques couvrent le domaine des complexes non covalents 

uranium-protéine pour lequel les méthodes analytiques utilisées doivent préserver les 

faibles quantités de complexes natifs. Il existe cependant des données et méthodologies 

associées dans la littérature. 
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2.3. Analyse métallomique en condition non dénaturante – Etat de l’art 

2.3.1. Présentation des contraintes de la démarche analytique 

 

Du fait de la nature non covalente des complexes uranium-protéine (Van Horn and Huang 

2006), des précautions supplémentaires doivent être prises pour limiter la perte des 

complexes lors des étapes analytiques de préparation d’échantillon, de séparation et de 

détection. En particulier, l’utilisation d’agents chimiques pouvant chélater l’uranium doit 

être limitée. De même, en présence de solvant organique, la structure tridimensionnelle 

des protéines est susceptible d’être modifiée et la liaison uranium-protéine peut être 

rompue. Ces deux contraintes limitent considérablement le nombre de techniques 

analytiques de séparation disponibles. Parmi les techniques de séparation par 

chromatographie en phase liquide, les méthodes les plus résolutives telles que la phase 

inverse nécessitent un gradient de solvants organiques comme l’acétonitrile ou le 

méthanol. Or il est connu que ces solvants, moins polaires que l’eau, modifient la 

structure tridimensionnelle des protéines, pouvant conduire à la perte du complexe 

uranium-protéine (Loo 1997). De plus, les chromatographies ioniques (SCX) et d’affinité 

(IMAC) faisant intervenir des agents compétitifs (acide ou chélatant) ne peuvent être 

utilisées pour l’étude des complexes métalliques de l’U. Concrètement, la 

chromatographie d’exclusion stérique est la technique la plus utilisée pour l’analyse de 

complexes métalliques non covalents (Szpunar 2005; Mounicou et al. 2009). Au niveau 

électrophorètique, les méthodes séparatives classiques sur gel (SDS PAGE 1D et 2D) ne sont 

pas directement utilisables du fait de la présence d’agents dénaturants et réducteur tels 

que l’urée, le dodécylsulfate de sodium (SDS), le dithiothréitol (DTT) (Xu et al. 2014). 

L’analyse des complexes uranium-protéines en conditions non dénaturantes a fait l’objet 

de développements récents dans le cadre du projet ANR ST MALO (SpeciaTion of uraniuM in 

Aquatic Living Organisms – Analytical Developments), en particulier pour la préparation 

d’échantillon et la séparation des complexes en phase liquide et sur gel. Ces 

développements sont détaillés dans les prochains paragraphes. 
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2.3.2. Préparation d’échantillon en condition non dénaturante 

 

L’extraction des protéines est réalisée par lyse des cellules afin de libérer le contenu 

protéique dans le tampon. Ce tampon doit présenter un certain nombre de caractéristiques 

physico-chimiques : un pH physiologique (proche de 7-7,5), une osmolarité proche de 

l’échantillon étudié et une neutralité vis-à-vis des analytes étudiés. De plus, pour l’étude 

des complexes uranium-protéine, les tampons contenant des ions chélateurs des métaux 

sont à éviter (ions phosphates dans le tampon PBS par exemple). Les tampons d’extraction 

à base d’acide 4-(2-hydroéthyl) -1-pipérazine-éthane-sulfonique (HEPES) sont privilégiés 

pour les études de complexation de l’uranium. L’HEPES présente une constante d’acidité 

proche du pH physiologique (pKa = 7,55) et n’interagit pas avec l’ion uranyle (Scapolan et 

al. 1998). Le sucrose est ajouté pour équilibrer l’osmolarité du tampon et favoriser un 

éventuel fractionnement subcellulaire par centrifugation (Geffard et al. 2010; Frelon et al. 

2013). 

La libération du contenu protéique peut être réalisée par des méthodes physiques ou 

chimiques. La lyse chimique repose sur l’utilisation d’agents chimiques dénaturants (urée, 

thiourée, CHAPS, …) ou d’enzymes, incompatibles avec la préparation des échantillons en 

condition non dénaturante. La lyse mécanique des membranes cellulaires peut être 

réalisée par broyage (à lame rotatives, à billes ou à piston), par sonication ou par cycles de 

congélations-décongélations. Les avantages et inconvénients de chacune des techniques de 

lyses, les volumes d’échantillons engagés, l’échauffement de l’échantillon ainsi que le prix 

et la disponibilité de l’appareillage ont été étudiés dans les travaux du programme ST 

MALO (Bucher 2013). En conclusion, le broyeur à piston Potter-Elvehjem présente plusieurs 

avantages : rapide, adapté aux faibles volumes d’échantillons, utilisation pour des tissus 

mous, et la possibilité de conserver l’échantillon à faible température (4°C) durant 

l’extraction. 
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2.3.3. Séparation des complexes uranium- protéine 

2.3.3.1. En fonction de la masse moléculaire par SEC-ICP MS 

 

Comme mentionné précédemment, la séparation par chromatographie d’exclusion stérique 

couplée à la spectrométrie de masse est l’une des méthodes les plus utilisées en 

métallomique (Szpunar 2005; Mounicou et al. 2009). Cette méthode repose sur la 

séparation des protéines (et donc aussi des complexes U-protéine) en fonction de leur 

rayon hygroscopique, pouvant être relié à leur masse moléculaire pour des protéines 

globulaires. Cette technique permet une première mise en évidence de la présence de 

métallobiomolécules présentes dans l’extrait protéique. Cette technique a été utilisée 

pour étudier des extraits protéiques de cytosols d’organes issus d’écrevisses (Frelon et al. 

2013) et de poissons zèbres (Bucher et al. 2014) après contamination par l’uranium. 

 

2.3.3.2. Séparation des complexes uranium-protéine en fonction du point 
isoélectrique par OGE 

 

Le fractionnement par électrophorèse hors gel (off gel electrophoresis, OGE) repose sur la 

focalisation isoélectrique des protéines dans un gradient de pH généré par la présence 

d’ampholytes porteurs. L’échantillon est introduit dans une chambre de focalisation 

divisée en plusieurs compartiments, séparés par des membranes semi-poreuses. Les 

protéines peuvent migrer d’un compartiment à un autre en fonction de leur charge. Dans 

le compartiment de pH égal au point isoélectrique de la protéine, la charge globale de 

cette dernière devient nulle et la protéine s’immobilise, également appelé fraction OGE 

(Lam 2008). Dans le cadre du projet ST MALO, des extraits protéiques de branchies de 

poissons zèbres contaminés par l’uranium ont été séparés en fonction de leur point 

isoélectrique (Bucher et al. 2016). Au préalable, l’influence de la gamme de pH des 

ampholytes porteurs et la concentration en ampholytes porteurs avaient été étudiés. 

A l’issue de la focalisation, les fractions ont été récupérées pour déterminer leur pH, doser 

l’uranium et réaliser des analyses de spéciation.  

Cependant quelques faiblesses ont été soulignées lors de l’utilisation de cette approche, 

notamment au niveau du taux de recouvrement en uranium obtenu d’environ 25%. La 

nature des ampholytes porteurs, les conditions de tampon (nature des sels) et de 

préparation des échantillons dans le cas de cette séparation peuvent être incriminées.  
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2.3.3.3. Séparation des complexes sur gel d’électrophorèse 

 

L’électrophorèse sur gel 2D dénaturante, classiquement utilisé en protéomique, permet 

une séparation des protéines en fonction de leur point isoélectrique (pI) et de leur masse 

moléculaire. Après extraction du contenu cellulaire, les protéines sont purifiées de leur 

matrice (étape de nettoyage). L’échantillon est éventuellement marqué chimiquement 

puis mélangé avec une solution commerciale d’ampholytes porteurs pour être séparé par 

focalisation isoélectrique (isoelectrofocusing, IEF) sur bandelette de gel en fonction des pI 

des protéines. Les protéines sont ensuite réduites et alkylées puis transférées dans un gel 

de polyacrylamide (SDS-PAGE) pour être séparées en fonction de leur masse moléculaire 

sous l’action d’un champ électrique. 

Quelques études utilisant cette approche ont été référencées dans la littérature, 

démontrant sa faisabilité (Becker et al. 2007; Xu et al. 2014). Dans le cadre de ST MALO, la 

séparation sur gel en condition non dénaturante a consisté en la suppression de l’ensemble 

des agents dénaturants et chaotropiques (urée, thiourée, iodoacétamide (IAA), DTT, SDS et 

3-((3-Cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-propanesulfonate (CHAPS)) et 

potentiellement chélateurs (ampholytes porteurs) présents dans les protocoles classiques. 

Ce choix méthodologique est réalisé au détriment de la résolution des spots protéiques. 

Afin de compenser cette perte en résolution, le gel est polymérisé avec un pourcentage 

plus important de bisacrylamide, un agent pontant permettant de réduire la taille des 

mailles du gel de polyacrylamide (Xu et al. 2014). La conséquence de ce maillage plus 

important est une plus grande difficulté d’inclusion dans le gel pour les protéines de haute 

masse moléculaire (supérieure à 100 kDa). De plus, l’entrée des protéines hydrophobes 

dans le gel, principalement assistée par des agents dénaturants en électrophorèse sur gel 

classique, est limitée avec cette approche. Enfin, pour l’identification par spectrométrie 

de masse moléculaire, les protéines doivent être extraites de la pièce de gel par des 

solvants et agents dénaturants, résultant en la perte des métaux et en l'analyse de la ou 

des protéine(s) ayant formé le complexe. Ainsi, une éventuelle identification du complexe 

métal-protéine par spectrométrie de masse n’est pas possible. 

La complexité de mise en œuvre de cette approche reste un frein pour son développement 

générique pour l’analyse des complexes non covalents. En outre, lors de l’ablation laser, 

l’énergie apportée est susceptible de désolidariser le complexe. 
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2.3.4. Identification des protéines par approche top-down, bottom-up et 
shotgun 

 

L’identification de protéines par spectrométrie de masse peut être réalisée selon trois 

approches : top-down, bottom-up et shotgun (Tableau 4) (Aebersold and Mann 2003). 

 

Tableau 4 : Différentes approches envisageables pour l’analyse de complexes ou de protéines par 
spectrométrie de masse. 

Approche Top-down  Bottom-up  Shotgun 

Echantillon Complexe ou 

protéine purifié 

Spot protéique Mélange protéique 

Analyse par 

spectrométrie de 

masse 

Injection directe en 

MS 

Digestion 

enzymatique puis 

LC-MS/MS 

Digestion 

enzymatique puis 

LC-MS/MS 

Analyte Complexe ou 

protéine entier 

Fragments de 

peptides 

Fragments de 

peptides 

Nb. protéines 

identifiées 

Quelques Quelques Centaines à milliers 

 

Dans l’approche top-down, la protéine est introduite entière dans le spectromètre de 

masse, la masse de la protéine entière est mesurée ainsi que celle des fragments de 

protéines obtenus après collision. La masse des fragments est comparée à une banque de 

spectres de masse afin de déterminer des fragments caractéristiques, uniquement 

retrouvés chez une protéine, permettant ainsi son identification. Cette méthode présente 

l’avantage de permettre l’étude complexes protéiques entiers. En revanche, les protéines 

sont des molécules de hautes masses moléculaires (supérieure au kDa) qui peuvent être 

difficile à détecter par des analyseurs de type quadripôle (ESI Q MS) ou orbitrap (ESI FT MS) 

dont la gamme de masse sur charge dynamique (m/z) est relativement faible, jusqu’à 

4000. 

Des complexes cadmium-metallothionéine (Cd7MT-1a et Cd7MT-2a) ont pu être identifiés 

par LC-ESI FT MS après exposition de cultures cellulaires de reins de cochons à des 

nanoparticules de cadmium (Mounicou et al. 2010). En revanche, aucune étude n’a permis 

l’identification de complexes uranium-protéine natifs par spectrométrie de masse 

moléculaire. Les développements les plus avancés ont été réalisés sur des branchies de 
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poissons zèbres. Le complexe uranium-protéine a été détecté par LC-ICP MS. Dans une 

analyse distincte, la protéine hémoglobine a été identifiée par top-down à un temps de 

rétention coïncidant avec le pic chromatographique en uranium (Bucher et al. 2016).  

Dans l’approche bottom-up, une digestion enzymatique, communément trypsique, est 

réalisée sur les spots protéiques d’un échantillon préalablement séparé sur gel 

d’électrophorèse. Des peptides, de masses plus faibles que celle de la protéine entière, 

sont ainsi introduits dans le spectromètre de masse. La masse des peptides peut être 

directement mesurée et comparée à une banque de données de peptides afin de 

déterminer les peptides caractéristiques uniquement retrouvés chez une protéine (appelés 

peptides protéotypiques) et de permettre l’identification de la protéine. Les peptides 

peuvent également être analysés par spectrométrie de masse en tandem. Dans ce cas, les 

masses des peptides ainsi que celle des fragments de peptides, générés par collision, sont 

mesurées. L’analyse des fragments de peptides permet la détermination de la séquence en 

acides aminés sur la base de l’analyse des spectres de masses (Aebersold and Mann 2003). 

Les peptides séquencés sont ensuite comparés à une base de données protéomiques, 

déterminées à partir du génome de l’espèce étudiée. 

L’approche shotgun est similaire à l’approche bottom-up, sans séparation 

chromatographique ou électrophorétique préalable à l’analyse par spectrométrie de 

masse. L’échantillon est directement digéré par une enzyme. Les peptides sont ensuite 

injectés en LC-MS/MS, comme décrit dans l’approche bottom-up. 

L’analyse de peptides séquencés présente l’avantage de permettre l’identification de 

nouvelles protéines n’ayant pas encore été rapportées dans la littérature. En revanche, 

cette analyse est très dépendante des données de génomique disponibles. De plus, du fait 

de la préparation d’échantillon (digestion enzymatique et agents dénaturants, e.g. DTT, 

IAA), les liaisons non covalentes métal-protéines ne sont pas préservées.  En conséquence, 

en l’absence de détection du complexe par ESI MS, les protéines identifiées ne peuvent 

être considérées que comme des candidates.  

Malgré ces écueils, cette approche a été utilisée pour déterminer des protéines candidates 

à la complexation de l’uranium dans les branchies de poissons zèbres (Bucher et al. 2016) 

et l’hépatopancréas d’écrevisse (Xu et al. 2014) après contamination par l’uranium. 

En conclusion, des méthodes analytiques de préparation d’échantillon et de séparation, sur 

gel natif et par électrophorèse hors gel, en condition non dénaturante ont été 

précédemment développées pour l’étude des complexes uranium-protéines. Ces études ont 

permis la détection de complexes par ICP MS et l’identification de protéines candidates 
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par ESI MS. Pour notre étude, vu la complexité cellulaire et le contenu protéique des 

ovaires (macroprotéines, contenu hydrophobe et transporteur lipidique), l’électrophorèse 

in gel en condition native a été écartée pour obtenir une séparation 2D résolue des 

protéines. Une analyse 2D par séparation OGE suivi d’une analyse SEC des fractions sera 

privilégié. 

Ainsi, sur la base des développements précédemment énoncés et des limitations relevées 

pour l’OGE, un premier point d’étude bibliographique a été particulièrement investigué 

pour tenter d’améliorer l’utilisation des ampholytes porteurs dans cette séparation par 

OGE. Par ailleurs, suite aux débuts de développements effectués par Bucher et al sur 

l’analyse des complexes protéiques intacts, un second point d’étude pour améliorer 

l’analyse de complexes non covalents par spectrométrie de masse non dénaturante a été 

réalisé. 

2.4. Séparation IEF hors gel et ampholytes porteurs 

 

Afin d’améliorer le taux de recouvrement de la séparation OGE, une étude bibliographique 

a été menée pour identifier les agents dénaturants pour les complexes uranium-protéines. 

La solution d’ampholytes porteurs (AP), faiblement caractérisée, a notamment été étudiée 

afin de mieux décrire la composition chimique, d’évaluer la présence d’agents 

complexants et d’envisager une éventuelle substitution de cette solution. 

La séparation électrophorétique par focalisation isoélectrique (IEF) repose sur la formation 

d’un gradient de pH établi via des espèces chimiques : les ampholytes porteurs (Svensson 

1961; Svensson 1962). Le principe de fonctionnement de l’IEF est le suivant : dans un 

champ électrique, un ampholyte migre en fonction de sa charge et s’immobilise lorsque sa 

charge devient nulle (point isoélectrique). En faisant migrer une solution de plusieurs 

dizaines de molécules avec des pI différents, il est alors possible de créer un gradient de 

pH. En revanche lors des développements précédemment réalisés dans le cadre du projet 

ST MALO, le faible taux de recouvrement en U après l’OGE a en partie été attribué à 

l’utilisation des AP, susceptibles de déplacer l’uranium des complexes biologiques. La 

préparation de solutions d’AP non chélatants pour l’uranium a ainsi été investiguée. 

Afin que les ampholytes porteurs soient utilisables pour l’IEF, ils doivent respecter 

plusieurs caractéristiques. En effet, ces molécules servent de support à la séparation et 

doivent donc assurer une bonne capacité tampon (pour solubiliser les protéines) et une 

bonne conductivité (pour assurer le passage du courant). La condition d’ampholyte n’est 

donc pas suffisante : il existe des « bons » ampholytes porteurs, des « mauvais » 
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ampholytes porteurs et des ampholytes inutilisables pour l’IEF. En pratique, un « bon » 

ampholyte porteur est isoélectrique entre deux pKa proches (Svensson 1962). (Figure 8).  

Les valeurs repères sont les suivantes : 

- ΔpKa < 4 (condition nécessaire mais non suffisante) 

- pI-pKa < 1,5 : bon ampholyte porteur (condition nécessaire et suffisante) 

- 1,5 < pI-pKa < 2,5 : ampholyte porteur faible 

- pI-pKa > 2,5 : ampholyte non utilisable 

pKa1=1,95 ; pKa2=10,64 ; pI=6,3 

ΔpKa=8,69 -> Mauvais ΔpKa 

pI-pKa1=4,35 -> AP inutilisable 

pKa1=2,16 ; pKa2=9,06 ; pKa3=10,54 ; pI=9,6 

ΔpKa=1,48 

pI-pKa2=0,54 -> bon AP 

 

Figure 8 : Exemple d’ampholytes porteurs (AP) et non porteurs parmi les acides aminés. La courbe bleue 

représente la conductivité en fonction du pH, le trait vertical rouge représente le point isoélectrique. 

Simulation Marvin® v6.2.2 

 

Ainsi, pour créer un gradient de pH, il suffit théoriquement de faire migrer dans un champ 

électrique une solution d’ampholytes porteurs aux pI régulièrement espacés dans la 

gamme de pH souhaitée. Lors des premiers développements de solutions d’ampholytes 

porteurs, un criblage d’une chimiothèque de 40 000 composés chimiques a été réalisé. 

Cependant, seules 40 molécules présentaient en fait les caractéristiques minimales 

requises d’ampholytes porteurs. De plus, aucun « bon » ampholyte porteur n’a pu être 

relevé entre les pH 4 et 6,8 (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Liste d’ampholytes porteurs candidats établie après criblage d’une chimiothèque. (Svensson 

1962) 

 

La sélection d’un ensemble d’ampholytes porteurs ne permettant pas de couvrir 

correctement la gamme usuelle de pH (3-10), des développements ont été menés pour 

synthétiser de nouveaux ampholytes porteurs. En 1964, Vesterberg a mis au point une 

synthèse dite « chaotique » permettant de générer une famille d’ampholytes. La synthèse 

met en jeu deux familles chimiques : des oligoaminoalcanes (dont la molécule type est le 

pentaéthylène hexamine –PEHA-) et des alcènes substitués par des acides carboxyliques 

(dont la molécule type est l’acide propènoïque) (Vesterberg 1969). Dans cette synthèse, 

Vesterberg utilise la propriété des polyamines capables de présenter une grande gamme de 

pKa pour une même fonction. Dans le cas du PEHA, les pKa varient de 3,7 à près de 10. En 

greffant une ou plusieurs fonctions acides, la molécule néo-synthétisée est un ampholyte 

possédant donc un pI encadré par 2 pKa. Or, ces pKa seront théoriquement proches du pI 

et par conséquent l’ampholyte créé devrait être un « bon » ampholyte porteur. 

En pratique, les réactifs introduits sont des mélanges de polyamines (longueur de la chaîne 

carbonée, nombre d’azotes, isomères…) et des mélanges d’acides carboxyliques afin de 

produire une grande variété d’ampholytes, plusieurs centaines, lors de la synthèse dont les 

pI couvriront la gamme de pH souhaitée. 
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Tableau 6 : Description générale des solutions commerciales d’ampholytes porteurs Ampholine®, 
Servalyt®, Pharmalyte® et Biolyte®. *Masse moléculaire et nombre d’ampholytes théoriques, déterminés 
d’après le schéma réactionnel de chaque solution commerciale. D’après (Sebastiano et al. 2006) 

 

 

Cette synthèse de Vesterberg a permis le développement des techniques d’IEF en résolvant 

le problème des ampholytes porteurs. Au cours des années 70, avec l’introduction des gels 

d’électrophorèse, d’autres acteurs industriels (Tableau 6, encadrés 1 à 4) se sont lancés 

dans la commercialisation d’ampholytes (Grubhofer and Pogacar 1973; Soderberg 1982; 

Olech 2006). Parallèlement, d’autres laboratoires (Just 1978) ont développé leurs propres 

ampholytes (Righetti 2006). 

Toutefois, le schéma de synthèse des ampholytes est chaque fois similaire à celui proposé 

par Vesterberg en 1964, c’est-à-dire une synthèse chaotique mettant en jeu une polyamine 

A- Ampholine® : 
US patent n°3485736 (1969) 
Amine aliphatique : -NH-CH2-CH2-NH- ou –NH-(CH2)3-NH-, peut contenir des cycles 
Acide carboxylique α-β-insaturé : acide acrylique, crotonique, méthacrylique, 
maléique, itaconique, … 
Masse des ampholytes* : de 203,1 à 979,6 

Nombre d’ampholytes détectés* : 294 (1182 isoformes) 

B- Servalyt® : 
US patent n°3770603 (1973) 
Amine aliphatique : PEHA, toute molécule polyprotique contenant au moins une 
amine quaternaire 
Acides sulfoniques : propanesultone, bromoethanesulfonate, vinylsulfonate … 
Acides phosphoniques : chlorométhylènephosphonate, … 
Masse des ampholytes* : de 204,3 à 929,4 
Nombre d’ampholytes détectés* : 686 (3899 isoformes) 
 
C- Pharmalyte® : 
US patent n°4334972 (1982) 
Amine aliphatique, hydroxylamines, épihalohydrines, … 
Acides aminés naturels et synthétiques, dipeptides, tripeptides 
Remarque : les ampholytes sont synthétisés autour d’un pH donné et non pas pour 
une large gamme de pH 
Masse des ampholytes* : de 149 à 1179,6 

Nombre d’ampholytes détectés* : 643 (2211 isoformes) 

D- BioLyte® : 
Pas de brevet pour la gamme de pH 3-10 
Pour les pH basiques : US patent n°7022214 (2006) (Olech 2006) 
Amine aliphatique substituée par des groupements guanidine 
Acides carboxyliques 
Remarque : La synthèse pourrait être proche de celle utilisée pour le Servalyt® 
(Righetti et al. 2007) 
Masse des ampholytes* : de 205 à 1048,7 
Nombre d’ampholytes détectés* : 255 (1192 isoformes) 
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et une famille d’acide. En effet, les brevets diffèrent principalement par la famille d’acide 

(acides carboxyliques, sulfoniques, phosphoniques, aminés). En revanche, ces solutions 

sont peu caractérisées. L’identité et la proportion des ampholytes porteurs ne sont pas 

indiquées dans ces documents. Peu d’études se sont intéressées à caractériser les 

ampholytes porteurs. Une étude de 4 solutions commerciales d’ampholytes porteurs a 

permis de montrer qu’il pouvait exister un biais entre la gamme de pH annoncée par le 

fournisseur et le pH mesuré dans les fractions après séparation OGE (Righetti et al. 2007). 

De plus, il a été mis en évidence par spectrométrie de masse que tous les composés issus 

de ces solutions d’ampholytes porteurs ne participent pas à la génération du gradient de 

pH et sont retrouvés dans plusieurs fractions. En particulier, dans les solutions 

commerciales pour séparer les pH basiques, plus de la moitié des molécules peuvent ne 

pas être utiles (Figure 9, à droite, encadré rouge). Les auteurs n’ont en revanche pas pu 

identifier ni caractériser les ampholytes porteurs par spectrométrie de masse. 

 

Figure 9 : Nombre de fractions dans lesquelles se retrouve chaque ampholyte après isofocalisation. Les 

ampholytes retrouvés dans 1 ou 2 fractions sont considérés comme bons (encadré vert). Les autres ne 

participent pas à la génération du gradient (encadré rouge). Analyse réalisée pour des ampholytes au pI 

acide (à gauche) et basique (à droite) (Righetti et al. 2007) 

Ainsi, malgré l’utilisation fréquente de méthodes de séparation reposant sur le principe de 

l’IEF (gel d’électrophorèse 2D notamment), il est surprenant de constater que très peu 

d’études ont été consacrées à l’analyse des solutions d’ampholytes porteurs, support 

chimique indispensable à la séparation par IEF. Les informations extraites ont permis 

d’obtenir, des caractéristiques générales telles que le nombre de molécules impliquées 

(plusieurs centaines à milliers), la gamme de masse des ampholytes (entre 200 et 1200 

Daltons) et les fonctions chimiques principales. Cependant, du fait de l’absence de 

description précise des molécules présentes dans les solutions, il n’est pas possible 

d’évaluer leur capacité à complexer l’uranium. 
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En conclusion, cette étude bibliographique n’a pas permis de déterminer la composition 

chimique des solutions d’ampholytes porteurs mais toutefois de décrire la composition en 

fonction chimiques. Or, ces fonctions chimiques sont susceptibles de complexer l’uranium. 

Cette étude a également montré qu’il n’est pas possible de remplacer les solutions 

commerciales par une solution personnalisée d’ampholytes porteurs. Ainsi, les solutions 

commerciales d’ampholytes porteurs doivent être étudiées afin de déterminer la moins 

complexante pour l’uranium. 

 

2.5. Etude de complexes uranium-protéine par spectrométrie de masse non 
dénaturante. 

2.5.1. Présentation de la problématique 

 

Lors des développements menés dans le cadre du programme ST MALO, la détection des 

complexes de l’uranium et l’identification de la protéine ont toujours été réalisées par 

deux analyses distinctes, ICP MS et ESI MS respectivement (Xu et al. 2014; Bucher et al. 

2016), après partage de l’échantillon. En effet, il n’est à l’heure actuelle pas possible 

d’observer des complexes uranium-protéines in vivo par spectrométrie de masse. Ainsi, 

aucune preuve formelle de l’existence des complexes suspectés n’a pu être donnée et 

seules des hypothèses peuvent être faites quant aux protéines candidates à la 

complexation de l’uranium. Il a donc été choisi de mener une étude bibliographique afin 

d’évaluer la faisabilité d’analyser des complexes uranium-protéine, dans des conditions de 

contamination environnementale, par spectrométrie de masse non dénaturante. 

Dans la littérature, les études de complexes par spectrométrie de masse sont 

principalement dénommées « spectrométrie de masse native » mais peuvent également 

être identifiée par « spectrométrie de masse non dénaturante », « spectrométrie de masse 

macromoléculaire » ou « spectrométrie de masse supramoléculaire » (Van Den Heuvel and 

Heck 2004). Quatre types de complexes protéiques peuvent être étudiés en fonction de 

leur ligand : protéine-peptide, protéine-métal, protéines-acide nucléique, sous-unités 

protéiques (Loo 1997). La synthèse bibliographique sur ce domaine requiert donc de 

rechercher sur l’ensemble de ces mots clés pour être exhaustive. 

L’étude des complexes biomolécule-ligand par spectrométrie de masse a été rendue 

possible par le développement des méthodes d’ionisation douce pour les macromolécules. 

En particulier, l’ionisation par électrospray, introduite par Fenn (Fenn J.B. 1989) sur la 
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base de travaux de Dole, est aujourd’hui le moyen le plus utilisé pour l’étude de tels 

complexes. Les premières études ont permis de montrer que certains adduits et agrégats 

étaient observés par spectrométrie de masse et donc que des complexes pouvaient être 

maintenus dans le vide de l’analyseur et être détectés (Jaquinod et al. 1993). Cependant, 

du fait de la technique d’analyse, le complexe doit subir un changement de phase : de la 

solution aqueuse à la phase gazeuse dans le spectromètre de masse. Or, ce changement 

d’état conduit à une modification des forces d’interactions non covalentes des composés. 

Au moins quatre types de forces non covalentes sont impliqués dans le repliement des 

protéines : les deux types d’interactions électrostatiques (interaction ionique, liaison 

hydrogène), les forces de Van der Waals et les répulsions hydrophobes. Or, le vide du 

spectromètre de masse est un milieu apolaire hydrophobe, dans lequel le solvant est 

absent et donc pour lequel les équilibres des forces non covalentes sont modifiés : les 

interactions hydrophobes sont plus faibles mais les interactions ioniques et liaisons de Van 

der Waals deviennent plus fortes. 

Or, la formation d’un complexe protéique est le résultat d’interactions stériques et 

électrostatiques entre une molécule (métal, acide nucléique, protéine) et un ligand 

protéique. L’interaction stérique est liée à la structure tridimensionnelle de la protéine, 

conditionnée par sa composition en acides aminés et de leur organisation spatiale sous 

l’influence du solvant. Les possibilités d’analyse non dénaturante des complexes 

protéiques par spectrométrie de masse ont alors fait l’objet de nombreux débats. Les 

forces hydrophobes étaient considérées comme trop importantes pour que la structure de 

la protéine soit conservée dans le vide, les acides aminés apolaires devant a priori passer 

de l’intérieur à l’extérieur de la protéine. Finalement, les forces attractives de Van der 

Waals pourraient expliquer le maintien des complexes dans le vide (Loo 1997). Ainsi, selon 

la force de la somme des liaisons faibles, un complexe peut être conservé dans le vide 

poussé de l’analyseur et observable par spectrométrie de masse. Toutefois, les complexes 

plus faiblement liés peuvent être désolidarisés. En effet, afin d’opérer le passage des 

complexes de la phase liquide à la phase gazeuse, c’est-à-dire de libérer l’analyte du 

solvant, une série d’actions physicochimiques (nébulisation, transfert) sont opérées et 

peuvent être incompatibles avec la préservation du complexe. 

Les deux sections suivantes présentent la description du mode d’ionisation par 

électrospray (nébulisation de l’échantillon et passage progressif en phase gazeuse) et les 

modifications moléculaires susceptibles d’être mises en jeu lors du transfert. Les 

différents écueils seront discutés et des solutions proposées. 
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2.5.2. Ionisation par électrospray 

 

Lors de l’ionisation par électrospray, l’échantillon passe à travers un capillaire métallique 

soumis à un fort potentiel électrique, de l’ordre du kilovolt. À la pointe du capillaire, ce 

potentiel électrique provoque le phénomène de nébulisation avec la formation du cône de 

Taylor qui émet de fines gouttelettes de l’ordre du µm de diamètre. Ces gouttelettes sont 

ensuite séchées sous l’effet du gradient de potentiel et de pression en direction du cône 

d’échantillonnage (« ion sampling cone »). La nébulisation peut être assistée par l’ajout de 

gaz auxiliaires, pouvant également être chauffés dans le cas de l’hESI (heated ESI) (Kebarle 

2000). Les analytes passent progressivement de la solution aqueuse à la phase gazeuse par 

fission séquentielle des gouttelettes de solvant. Lors de chaque fission, la gouttelette-fille 

conserve environ 2% de la masse et 15% de la charge de la gouttelette-mère. Une 

désolvatation additionnelle est souvent nécessaire pour éliminer les traces résiduelles de 

solvant ainsi que les particules de solutés liées à la protéine (adduits). Elle est réalisée par 

collision avec des molécules de gaz émises à proximité du cône d’écrémage (sweep gas) 

(Benesch et al. 2007).  

Pour cette étape, le complexe est donc soumis à plusieurs contraintes physico-chimiques. 

Afin de générer les gouttelettes d’échantillons, une tension électrique élevée est 

appliquée à la pointe de l’aiguille de nébulisation pouvant décomplexer l’ion uranyle UO2
2+ 

de la protéine par interaction électrostatique. De plus, la désolvatation assistée des 

gouttelettes apporte de l’énergie thermique au complexe, ce qui est un facteur 

déstabilisant (Kebarle 2000). Enfin, lors de la fission séquentielle des gouttelettes, les 

répulsions coulombiennes augmentent à mesure que la taille de la gouttelette diminue, ce 

qui pourrait rompre la liaison métal-protéine. Ces contraintes sont assez génériques pour 

les études de complexes non covalents et nécessitent le plus souvent de changer la source 

d’ionisation et de produire une désolvatation plus douce. En effet, l’ionisation par 

électrospray conventionnelle utilise classiquement des capillaires de l’ordre de 0,5 mm de 

diamètre qui nécessitent un débit de plusieurs µl/min afin de maintenir la stabilité du 

cône de Taylor et donc une tension élevée pour la nébulisation. L’ionisation par 

nanoélectrospray quant à elle utilise des capillaires en verre ou en quartz de diamètre plus 

fin (environ 1 µm de diamètre) ainsi qu’un débit de solvant plus faible (1-100 nl.min-1) et 

une tension de capillaire plus faible (environ 1 kV contre 4 kV pour l’ESI classique) 

(Benesch et al. 2007). De plus, l’ionisation par nanoélectrospray est plus tolérante aux sels 

présents en solution. En effet, durant la désolvatation se produit une concentration des 

sels dans les gouttelettes. Or, la taille initiale des gouttelettes produites par nESI est plus 
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faible, 0,15 µm de diamètre contre 2 µm de diamètre pour l’ESI, ce qui engendre une 

concentration plus faible des sels et par conséquent une tolérance plus forte. Après cette 

description, la source nESI semble indispensable pour l’analyse des complexes non 

covalents. 

 

2.5.3. Transfert des ions dans l’analyseur 

 

Suite à l’ionisation par électrospray, réalisée à pression atmosphérique, les analytes 

entrent dans le vide de l’analyseur. Ce faisant, ils subissent de fortes variations d’énergie 

interne et cinétique. La différence de pression entre les deux compartiments (chambre de 

nébulisation et analyseur) séparés par un orifice de faible diamètre a pour conséquence 

une expansion supersonique du gaz constitué par les analytes ionisés. La vitesse des ions 

est également amplifiée du fait des différences de potentiel appliquées lors de la 

nébulisation et imposées par les différents éléments focalisateurs. De plus, la désolvation 

des analytes est finalisée par collision des gouttelettes avec un gaz neutre. Ce faisant, 

l’énergie cinétique des ions est réduite mais leur énergie interne augmente. Or, dans le 

cas d’un complexe, une augmentation de cette énergie interne peut conduire à une 

déstabilisation des interactions constituant le complexe (Kebarle 2000). 

Lors de cette expansion supersonique se crée une onde de choc, le disque de Mach. 

L’espace entre le disque de Mach et l’orifice d’entrée des analytes est appelé la « zone de 

silence ». Les molécules présentes dans la zone de silence sont protégées du milieu 

extérieur par l’onde de choc, conservant les complexes protéiques. En revanche, la 

désolvatation y est plus faible et les adduits plus abondants. Les molécules dans le disque 

de Mach sont désolvatées plus efficacement mais leur énergie interne est plus élevée avec 

un risque de perte du complexe plus important (Gabelica et al. 2004). Le disque de Mach 

est influencé par la différence de pression entre les deux compartiments et la taille de 

l’orifice, paramètres qui sont définis par les constructeurs pour l’étude d’analytes simples, 

pas pour des complexes non covalents. De même, afin de limiter la présence d’adduits, les 

ions sont extraits à partir du disque de Mach et non de la zone de silence ; alors que pour 

préserver les complexes, il serait préférable de les maintenir dans la zone de silence et de 

les extraire de cette zone. Ces paramètres étant optimisés par le constructeur et ne 

pouvant être modifiés, à moins d’intervenir physiquement sur le spectromètre de masse 

pour agrandir l’orifice ou réduire le vide de l’analyseur, il n’est pas possible d’influencer le 

transfert des ions (Benesch et al. 2007). 
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En conclusion, les principaux paramètres susceptibles d’influencer la déstabilisation des 

complexes lors des étapes d’ionisation et de passage en phase gazeuse sont la technologie 

de l’ionisation (électrospray et nanoélectropray) et le vide primaire du spectromètre de 

masse. Or ces deux paramètres nécessitent une intervention physique sur l’appareil, non 

envisageable au laboratoire. 
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Le projet de thèse a été organisé sur la base des études écotoxicologiques de l’uranium et 

sur les développements analytiques récents pour la détection de complexes uranium-

protéines. 

A partir des études écotoxicologiques, il a été choisi de poursuivre l’étude de la 

reprotoxicité de l’U initié notamment dans la thèse de S. Bourrachot. Ainsi, l’organisme 

modèle Danio rerio a été exposé à une faible concentration en uranium, 20 µg.L-1, 

correspondant à une valeur pouvant être relevée dans des environnements aquatiques sous 

influence de mines uranifères (Le Guernic et al. 2016). De plus, l’étude bibliographique de 

la gonade a montré une diversité des types cellulaires chez le poisson zèbre dont la 

proportion varie suite à un évènement de reproduction. Ainsi, il a été choisi de considérer 

deux conditions biologiques contrastées : femelles reproduites et non reproduites, pour les 

groupes contaminés et témoins. 

Concernant les méthodes analytiques dédiées à l'approche métallomique (analyse du 

devenir de l'U dans la gonade après exposition), dans la mesure où une des cibles 

potentielles de l’uranium pourrait être la vitellogénine, la séparation sur gel non 

dénaturante a été écartée. En effet, l’entrée des protéines de hautes masses moléculaires 

est difficile en gel natif. La séparation OGE présentait quant à elle certaines limitations, 

mais il a été choisi d’étudier la complexation de plusieurs solutions commerciales 

d’ampholytes porteurs pour l’uranium et de travailler in fine avec la solution la moins 

complexante, pour un même pouvoir séparatif. 

De plus, la détection directe des complexes uranium-protéine par spectrométrie de masse 

non dénaturante nécessitant un certain nombre de modifications physiques sur le 

spectromètre de masse, l’analyse métallomique a donc été poursuivie avec les méthodes 

développées précédemment dans ST MALO, en menant deux analyses distinctes pour la 

détection des complexes d’une part et l’identification des cibles protéiques 

potentiellement complexante pour l'U d’autre part. 

Enfin, en complément de l’approche métallomique, une approche protéomique a 

également été réalisée afin de mettre en avant des modifications de l’expression des 

protéines suite à l'exposition des poissons à l'uranium. 

En comparant les cibles identifiées par les deux approches, des mécanismes de toxicité 

pourront être proposés. 
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Chapitre III 

Matériel et méthodes 
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3. Matériel et méthodes 

3.1. Constitution de la banque d’échantillons 

3.1.1. Poissons zèbres témoins pour la mise au point des techniques analytiques 

3.1.1.1. Description de la procédure 

 

Les expérimentations « poissons zèbres témoins pour la mise au point de techniques 

analytiques » et « contamination chronique des poissons zèbres » décrites dans les parties 

3.1.1 et 3.1.2 ont fait l’objet d’une demande d’autorisation de projet pour l’utilisation des 

animaux à des fins scientifiques. Elles ont été approuvées par le comité d’éthique appliqué 

à l’expérimentation animale de l’IRSN (comité éthique en expérimentation animale n°81).  

L’objectif de l’expérimentation « témoin » était d’obtenir du matériel biologique élevé 

dans des conditions similaires à l’expérimentation d’exposition à l’uranium afin de 

développer les méthodes analytiques adaptées au type d’échantillon. Cette 

expérimentation consistait en l’acclimatation progressive des poissons en eau synthétique 

à pH 6,5 (Composition Tableau 7) puis d’une période de suivi durant 20 jours. 

Tableau 7 : à gauche, concentration ionique de l’eau synthétique ; à droite, quantité en sels pour la 

solution mère (concentrée 1000 fois) 

Ions Concentration 

[Mg2+] 4,7 mg.L-1 

[Cl-] 32,6 mg.L-1 

[SO4
2-] 9,6 mg.L-1 

[Na+] 7,4 mg.L-1 

[NO3-] 19,2 mg.L-1 

[Ca2+] 11,6 mg.L-1 

[CO3
2-] 1,6 mg.L-1 

[K+] 5,9 mg.L-1 

 

Sels Quantité 

MgCl2, 6 H2O 19,3 g 

MgSO4, 7 H2O 24,64 g 

NaNO3 26,35 g 

CaCl2, 2 H2O 42,48 g 

Na2CO3 0,775 g 

KCl 11,33 g 

 

Les poissons zèbres (34 femelles et 41 mâles) ont été fournis par l’unité mixte de service 

AMAGEN CNRS INRA (Gif-sur Yvette). Les mâles et les femelles ont été séparés jusqu’à la 

date de reproduction. Après réception, les poissons ont été préservés en armoire à 

poissons dans l’eau du réseau pendant 4 jours puis ont été progressivement acclimatés à 

l’eau synthétique pendant 5 jours. Au cours de l’expérience, le bien-être des animaux, la 
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température, le pH et la concentration en nitrates et nitrites ont été suivis 

quotidiennement. Après 20 jours dans ces conditions, la moitié des femelles a été mise à 

reproduire avec les mâles dans des pondoirs individuels. Le succès reproducteur, le nombre 

d’œufs pondus et leur viabilité à 3h ont été déterminés individuellement. Les poissons ont 

été anesthésiés dans de l’eau glacée et exsanguinés, les ovaires ont été disséqués et 

immédiatement plongés dans l’azote liquide puis conservés à -80°C. 

 

3.1.1.2. Suivi des paramètres physico-chimiques 

 

En armoire à poissons, la température, le pH et la conductance de l’eau circulant dans les 

aquariums ont été relevés quotidiennement. Les taux de nitrites et nitrates ont été 

évalués chaque jour par tests colorimétriques. 

En aquarium expérimental, la température et le pH de l’aquarium ont été relevés 

quotidiennement. La qualité de l’eau a été évaluée par tests colorimétriques des 

concentrations en nitrites et nitrates. L’eau de l’aquarium a été renouvelée manuellement 

pour prévenir une concentration trop élevée en nitrates et la présence de nitrites. 

3.1.1.3. Banque d’échantillon 

 

La reproduction a été réalisée en deux sessions, les 26 et 27 juin 2014. Les échantillons ont 

été répartis en deux catégories : femelles reproduites et femelles non reproduites 

(Tableau 8). Le nombre d’œufs pondus ainsi que leur viabilité à 3 heures post-fécondation 

ont été déterminés pour chaque femelle ayant été mise en contact avec les mâles. 

Tableau 8 : Effectifs de femelles reproduites et non reproduites de l’expérimentation témoin pour le 
développement de méthodes analytiques 

Groupe Effectifs Remarques 

Femelles reproduites 6 Session 1 (26 juin 2014) 

 5 Session 2 (27 juin 2014) 

Femelles non reproduites 1 Echec reproduction session 1 

 2 Echec reproduction session 2 

 11 Pas mises en contact avec les mâles 
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3.1.2. Contamination chronique des poissons zèbres 

3.1.2.1. Description de l’expérimentation 

 

Le dispositif expérimental est présenté dans la Figure 10. En arrière-plan, les nourrices 

alimentent les aquariums (au premier plan) en eau synthétique contenant 20 µg.L-1 

d’uranium au moyen de pompes péristaltiques. La température est maintenue constante à 

26°C par bain-marie. 

 

 

Figure 10 : Dispositif expérimental pour l’exposition chronique des poissons zèbres à l’uranium dans l’eau. 

Les poissons zèbres ont été fournis par l’unité mixte de service AMAGEN CNRS INRA (Gif-

sur-Yvette). Après acclimatation en eau synthétique à pH = 6,5, les poissons ont été 

répartis en trois groupes, témoins et contaminés (20 µg.L-1 et 250 µg.L-1). Les mâles et les 

femelles ont été séparés durant la période d’exposition. Un premier prélèvement de 

poissons femelles non reproduites a été réalisé à 5 jours pour le suivi de la 

bioaccumulation de l’uranium. Malheureusement, la condition 250 µg.L-1 a été perdue à 5j 

lors de l’expérimentation suite à un problème de régulation du pH (acidification des bacs). 

Pour les conditions de poissons zèbres contaminés (20 µg.L-1 et 250 µg.L-1), les femelles et 

les mâles ont été exposés séparément à l’uranium. Pour le groupe de femelles reproduites, 

les poissons femelles fournis par Amagen ont au préalable été testées pour leur aptitude à 

la reproduction et seules des femelles aptes ont été utilisées pour ce groupe. Pour le 

groupe de femelles non reproduites, des poissons en âge de se reproduire (3 mois) ont été 

utilisés. 

Nourrices 

Pompes 

péristaltiques 

Aquariums 

Bains-marie 
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Après 20 jours d’exposition, pour chaque groupe témoins et contaminés, les femelles 

dédiées à la reproduction ont été mises en contact avec les mâles en eau claire pendant 

une nuit et constituent le sous-groupe « femelles reproduites » ; les femelles matures, non 

dédiées à la reproduction ont été directement prélevées et constituent le sous-groupe 

« femelles non reproduites » (Figure 11). Les effectifs associés à chaque groupe sont 

donnés dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Banque d’échantillons de l’expérimentation de contamination des poissons zèbres par 
l’uranium. 

Groupe Effectifs 

 ♀ ♂ 

Témoins 5j 5 7 

Témoins 20j non reproduites 5 6 

Témoins 20j reproduites 5 7 

Contaminées 5j 6 7 

Contaminées 20j non reproduites 7 7 

Contaminées 20 reproduites 6 7 

 

Les poissons ont été anesthésiés dans de l’eau glacée et exsanguinés, les ovaires ont été 

disséqués et divisés en 2 parties pour les expérimentations « protéomiques » et 

« métallomiques ». Les fractions ont ensuite été plongées dans l’azote liquide et 

conservées à -80°C. 

 

Figure 11 : Schéma de l’expérimentation de contamination des poissons zèbres par l’uranium. 
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3.1.2.2. Suivi des paramètres physico-chimiques 

 

La biodisponibilité de l’uranium a été maintenue constante au cours de la période de 

contamination par le maintien du pH et de la concentration en uranium dans l’eau de 

l’aquarium. 

Le pH a été maintenu à une valeur de consigne de 6,5 par ajout d’acide nitrique à 1 

mmol.L-1 via une pompe péristaltique couplée à une électrode de mesure. La concentration 

en uranium et en cations majeurs a été mesurée quotidiennement par ICP MS et ICP AES 

respectivement. 

 

3.2. Observations et détermination de paramètres biologiques 

3.2.1. Succès reproducteur 

 

La viabilité des œufs a été évaluée à trois heures post-fertilisation. Les œufs ont été 

comptés. La viabilité des œufs a été déterminée par observation en microscopie optique. 

Les œufs ont été considérés viables si l’enveloppe est transparente et l’embryon visible. 

Les œufs ont été considérés non viables si l’enveloppe est opaque. 

 

3.2.2. Indice gonado-somatique et de condition 

 

L’indice gonado-somatique (GSI) permet d’évaluer la maturité des ovaires. L’indice de 

condition de Fulton (K) permet d’obtenir des informations quant à l’état de santé de 

l’organisme suite à la période d’exposition. 

L’indice gonado-somatique a été calculé selon la formule suivante : 

GSI =  
mgonades (mg)

mtotale (mg)
 x 100 

L’indice de condition de Fulton a été calculé selon la formule suivante : 

K =  
mtotale (g)

longueur3 (cm3)
 x 100 
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3.3. Analyse chimique à l’échelle de l’organe 

3.3.1. Dosage de l’uranium et des métaux dans les organes 

3.3.1.1. ICP-MS quadripolaire 

 

Les organes (le foie, les reins, l’épithélium et l’arc branchial, le muscle dorsal, le tube 

digestif et le reste du corps), à l’exception des ovaires, ont été minéralisés par digestion 

acide selon la procédure suivante. Les organes sont préalablement séchés et pesés. Une 

aliquote de 200 µL d’acide nitrique à 70% et haute pureté (qualité MS) et de 100µL de 

peroxyde d’hydrogène sont ajoutés aux échantillons, chauffés à 80°C sur bain de sable 

sous hotte chimique. L’opération est renouvelée autant de fois que nécessaire jusqu’à 

l’obtention d’un dépôt blanc. Trois blancs de minéralisation sont ajoutés pour évaluer 

l’apport de métaux par les réactifs de minéralisation. L’échantillon est resuspendu dans 5 

mL d’acide nitrique à 2% et dilué en fonction de la concentration en métaux attendue pour 

chaque organe. 

Le dosage des échantillons a été réalisé par ICP MS (7500 Agilent). La sensibilité du 

spectromètre de masse a été vérifiée quotidiennement et les performances ont été 

comparées aux spécifications de l’appareil recommandées par le constructeur. La 

déviation du signal du spectromètre de masse est corrigée par ajout d’un étalon interne de 

bismuth à 1 µg.L-1. La courbe de calibration multiélémentaire, préparée chaque jour a été 

analysée au début et à la fin de la série d’échantillons. Un blanc a été inséré tous les 3 à 5 

échantillons, en fonction de la concentration attendue en métaux, afin de s’assurer de 

l’absence de contamination inter-échantillons. 

 

3.3.1.2. ICP-SFMS (secteur magnétique) 

 

Les dosages des métaux ont été réalisés par ICP-SF MS (Element XR, Thermo Scientific) 

dans l’homogénat, le surnageant, le culot des gonades. La procédure de minéralisation 

était la suivante : 50 µL d’échantillon (ou la totalité du culot) ont été digérés avec 150 µL 

d’acide nitrique à 70% dans une étuve thermostatée à 80°C. Le digestat a ensuite été 

resuspendu dans 5 mL d’eau ultrapure. 
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La sensibilité et la stabilité du signal du spectromètre de masse ont été vérifiées 

quotidiennement pour trois éléments (7Li, 115In et 238U) répartis sur la gamme de masse 

ainsi que le taux d’oxyde pour l’uranium (UO, m/z = 254). Au besoin, la position de la 

torche à plasma et les débits de gaz vecteur et auxiliaire ont été ajustés (Tableau 10). La 

précision de masse en basse et moyenne résolution a été ensuite déterminée. L’échelle de 

masse a été calibrée deux fois par semaine en basse et moyenne résolution, la haute 

résolution n’étant pas nécessaire pour les métaux investigués. L’uranium 238 a été mesuré 

en basse résolution afin d’accroitre la sensibilité de détection et les autres métaux (31P, 

56Fe, 63Cu, 64Zn) en moyenne résolution afin de discriminer les interférences. 

La série d’échantillons a été encadrée par deux gammes d’étalonnage, deux blancs ont été 

insérés tous les 5 échantillons. L’éventuelle dérive du signal a été corrigée par étalonnage 

interne (1 µg.L-1 de 209Bi). 

Tableau 10 : Paramètres ICP-SF MS Thermo Element XR 

Chambre de nébulisation Scott à 2°C 

Nébuliseur Conikal 1 mL.min-1 

Injecteur 1,75 mm diamètre interne 

Cônes Nickel 

Puissance 1200-1300 W 

Gaz de nébulisation 0,95 L.min-1 

Gaz auxiliaire 0,80 L.min-1 

 

3.3.2. Dosage de protéines totales par Bradford 

 

Un volume de 250 µL de réactif de Bradford est ajouté à 5 µL d’échantillon. Le mélange 

est incubé 10 minutes à l’abri de la lumière. L’absorbance à la longueur d’onde 590 nm est 

mesuré par spectromètre UV-visible. 

L’une des limitations de la méthode de Bradford est sa faible gamme dynamique. Les 

concentrations attendues dans les extraits protéiques et les échantillons préparés étant 

souvent supérieures à la limite haute de la gamme, une simple dilution dans le tampon de 

la gamme d’étalonnage est opérée pour réaliser le dosage. Le réactif de Bradford a 

également été utilisé pour sa tolérance pour des concentrations élevées en urée et 

thiourée (4 mol.L-1 et 1 mol.L-1, respectivement) utilisées pour certaines expériences 

protéomiques. 
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Le dosage par 2D Quant kit a également été testé mais, bien que présenté comme plus 

adapté aux matrices complexes et aux tampons salins, cette méthode s’est avérée moins 

robuste que la méthode de Bradford, qui lui a été préférée, notamment pour sa tolérance 

à des concentrations élevées en urée et thiourée. 

 

3.3.3. Extraction et préparation des protéines en condition non dénaturante 

 

Le tampon d’extraction non dénaturant est constitué de 250 mmol.L-1 de sucrose et 25 

mmol.L-1 d’acide 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipérazine-éthane-sulfonique (HEPES), ajusté à pH 

7,4 par de la soude à 1 mol.L-1. Le tampon d’extraction est préparé fraichement et est 

conservé dans la glace au cours de la série de préparation d’échantillons. Une aliquote de 

1500 µL de tampon d’extraction HEPES/sucrose est ajouté au fragment de gonade 

préalablement pesé, la masse du fragment variant de 11,7 mg à 67,1 mg. Le contenu 

cellulaire est extrait par lyse au Potter Elvehjem. L’échantillon est broyé pendant 1,5 min 

à 1000 tr.min-1 puis 1,5 min à vitesse maximale (2000 tr.min-1). Le piston est rincé deux 

fois avec 150 µL de tampon d’extraction. Le broyat est transféré dans un tube eppendorfs 

2 mL (qualité « low binding »). L’échantillon est centrifugé à 900 g pendant 20 min. Le 

surnageant est aliquoté en fractions de 200 µL, plongés dans l’azote liquide (quick freeze) 

et est conservé à -80°C. 

 

3.4. Analyse en condition dénaturante : protéomique et Western Blot 

3.4.1. SDS-PAGE 

3.4.1.1. Purification des protéines 

 

Suite à l’extraction des protéines, les extraits ont été nettoyés par « clean-up acide 

trichloroacétique / acétone ». L’objectif de cette étape est de purifier l’extrait protéique 

par précipitation pour éliminer les lipides, acides nucléiques et sucres qui pourraient 

interférer lors du marquage et de la migration des protéines. Cette étape permet 

également de concentrer les protéines et d’inhiber les protéases, actives en l’absence 

d’agents anti-protéases dans le protocole d’extraction non dénaturant. 
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Des kits de clean-up sont disponibles commercialement mais n’ont pas donné entière 

satisfaction pour le type d’échantillon utilisé, avec un taux de recouvrement des protéines 

faible pour un certain nombre d’échantillons. La procédure de clean-up a été adaptée au 

laboratoire. Pour 200 µL d’échantillon, les protéines ont été précipitées par 20 µL d’acide 

trichloroacétique 6,1N (soit 10% du volume d’échantillon). Le culot a ensuite été rincé par 

200 µL de déoxycholate 0,2% (100% du volume d’échantillon) suivi de deux rinçages 

successifs avec 50 µL de solution de déoxycholate 0,2% puis avec 50 µL d’eau ultrapure. 

Enfin, une dernière phase de nettoyage a été réalisée dans 100 µL d’acétone froid (-20°C) 

avant séchage du culot. Les culots protéiques ont ensuite été repris pendant 3 heures à 

température ambiante en tampon UTC à pH non ajusté (urée 9 mol.l-1, thiourée 2 mol.l-1, 

CHAPS 4%) sous agitation (bloc Thermomixer, 1600 rpm). Une aliquote de 20 µg de 

protéines a été concentrée dans 6 µL de tampon. 

 

3.4.1.2. Marquage minimal fluorescent 

 

Les fluorophores cyanine NHS ester ont été reconstitués en solution de travail avec 12,5 µl 

de diméthylformamide (DMF) pour 5 nmol de fluorophores, soit une concentration de 400 

pmol.µL-1. Cette solution est conservée à -20°C, à l’abri de la lumière. Une solution de 

tampon de marquage (« labelling buffer »), a également été préparée avec 30 mmol.L-1 de 

Tris, ajusté à pH 8,72 sur glace. La réaction de marquage a été réalisée par incubation de 

400 pmol de fluorophore pour 50 µg de protéines, sur glace et à l’abri de la lumière 

pendant 30 minutes. La réaction de marquage a été arrêtée par ajout de lysine à 10 

mmol.L-1. 

 

3.4.1.3. Migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide 

 

Une aliquote de 10 µg d’échantillons est préalablement incubée avec 3 µl de tampon de 

charge 5X à 95°C pendant 5 minutes dans un bloc thermomixer sous agitation douce (300 

rpm). 

La migration a été réalisée en cuve d’électrophorèse Mini-Protean (Biorad) selon le 

protocole de migration du manuel d’instruction « Mini-Protean Tetra vertical 
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electrophoresis cell, rev. D » (Biorad). Après focalisation pendant 10 minutes à 100V, les 

protéines ont été mises à migrer pendant 45 minutes à 1 heure à 150V. 

 

 

3.4.1.4. Transfert sur membrane PVDF et immunomarquage 

 

Le transfert des protéines du gel d’électrophorèse sur membrane a été réalisé en phase 

liquide, appelé « transfert humide », par le système « Mini Trans-Blot Cell » (Biorad). Le 

dispositif était lui-même placé dans une enceinte thermostatée à 4°C pour limiter 

l’échauffement de la cellule de transfert et l’éventuelle dégradation du matériel 

biologique. La membrane de PVDF a été préférée à la membrane de nitrocellulose 

classiquement utilisée pour les transferts de protéines mais dont le bruit de fond est plus 

élevé en fluorescence. 

Le transfert a été réalisé selon le protocole extrait du manuel d’instruction « Mini Trans-

Blot, Rev. K » (Biorad). Après activation dans le méthanol, la membrane de PVDF a été 

équilibrée en tampon de transfert (10% de tampon de migration 10X et 20% d’éthanol). Un 

sandwich de gel (papier Whatman / membrane PVDF / gel d’électrophorèse / papier 

Whatman) a été inséré dans une cellule de transfert, maintenue dans une enceinte 

thermostatée à 4°C. Le transfert est opéré à 200V pendant 1h. 

L’immunomarquage fluorescent de la vitellogénine sur membrane a été réalisé par l’action 

de l’anticorps primaire monoclonal anti-vitellogénine JE-10d4 (isotype IgG1, chaîne légère 

κ) produit chez la souris, révélé par un anticorps secondaire fluorescent dirigé contre 

l’anticorps primaire. Les différentes étapes sont réalisées sous agitation douce et à 

température ambiante, à l’exception de l’étape d’incubation avec l’anticorps primaire, 

réalisé à 4°C sous agitation douce. Le protocole est donné dans le Tableau 11 et la 

composition des solutions utilisées dans le Tableau 12. La solution d’anticorps primaire 

peut être réutilisée et conservée à 4°C. 

Tableau 11 : Protocole de marquage par immunofluorescence. 

Etape Description 

Blocage 1x 1h, 15 mL de TBS-BSA 

Rinçage 3x 15 min, 15 mL de TBS-Tween 

Anticorps primaire Nuit, 7 mL de solution anticorps primaire à 4°C 
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Rinçage 3x 15 min, 15 mL de TBS-Tween 

Anticorps secondaire 1h30, 7 mL de solution anticorps secondaire 

Rinçage 2x 15 min, 15 mL de TBS-Tween 

 2x 15 min, 15 mL de TBS 

 

Tableau 12 : Composition des solutions utilisées pour le marquage par immunofluorescence. 

Solution Composition 

TBS Tris HCl 50 mmol.L-1 

NaCl 150 mmol.L-1 

pH 7,6 

TBS-Tween 0,1% de Tween20 dans la solution de TBS 

TBS-BSA 0,5% de BSA dans la solution de TBS 

Anticorps primaire Solution mère d’anticorps JE-10d4 diluée 1000 fois en solution de 

TBS-Tween 

Anticorps secondaire Solution mère d’anticorps anti-souris marquée cydye5 diluée 

6000 fois en solution de TBS-Tween 

 

3.4.1.5. Détection de la fluorescence sur gel ou membrane 

 

La détection de la fluorescence sur les gels d’électrophorèse ou les membranes de 

transfert a été réalisée par scanner laser Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). L’appareil 

dispose d’un jeu de lasers permettant d’émettre 4 longueurs d’onde d’excitation et d’un 

jeu de filtres permettant de sélectionner la longueur d’émission associée au fluorophore. Il 

est donc possible d’analyser plusieurs fluorophores cyanine NHS ester sur un même gel 

(multiplexing). Le signal est amplifié par des photomultiplicateurs avant détection. 

L’utilisation d’un scanner laser permet de réduire le rapport signal sur bruit et 

d’augmenter le nombre de spots protéiques détectés. Les spécifications du constructeur 

indiquent que les limites de détections pour la protéine anhydrase carbonique sont de 0,2 

ng en cyanine 2 (cy2) et cyanine 3 (Cy3) et de 25 pg en cyanine 5 (cy5). 

3.4.2. DIGE 

3.4.2.1. Méthode 
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L’électrophorèse DIGE (difference in gel electrophoresis) est une technique d’analyse 

permettant la comparaison quantitative de protéomes. Les extraits protéiques sont séparés 

en 2 dimensions, en fonction du point isoélectrique et de la masse moléculaire des 

protéines, par focalisation isoélectrique (IEF) et migration en gel de polyacrylamide (SDS-

PAGE), respectivement. Le marquage fluorescent des lysines des protéines en amont de la 

séparation permet la détection et la quantification des spots protéiques. De plus, le 

marquage par différents fluorophores permet de comparer plusieurs échantillons. Un jeu 

de trois fluorophores est classiquement utilisé pour une expérimentation DIGE : deux 

échantillons marqués peuvent migrer simultanément en présence d’un étalon interne 

composé d’un mélange de tous les échantillons marqués par le troisième fluorophore. 

Ainsi, il est par exemple possible de comparer 12 échantillons sur 6 gels, les différences de 

migrations des protéines d’un gel à un autre étant corrigées par l’étalon interne (Cy2) 

(Figure 12). 

 

Figure 12 : Exemple de DIGE. 12 protéomes ont été séparés sur 6 gels. 

 

fluorophores 
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3.4.2.2. Préparation d’échantillons 

 

Les étapes de purification des échantillons et de marquage fluorescent des protéines sont 

identiques à celles décrites dans la partie préparation d’échantillon pour le SDS-PAGE. Les 

fluorophores cyanine NHS ester ont été reconstitués en solution de travail avec 12,5 µl de 

pour 5 nmol de fluorophores, soit une concentration de 400 pmol.µL-1. Chaque échantillon 

(16 au total, 75 µg de protéines par échantillon) a été marqué avec 1,5 µL de cyanine NHS 

ester Cye 3 et Cye 5, soit une concentration de 400 pmol pour 50 µg de protéines. L’étalon 

interne a été constitué par 25 µg de chaque échantillon, puis marqué avec 8 µL de cyanine 

NHS ester cye2 à 400 pmol.µL-1.  

Pour la constitution des groupes d’échantillons (échantillon marqué en cy3, échantillon 

marqué en cy5, étalon interne marqué en cy2), une procédure de « dye swap » a été 

réalisée pour augmenter la robustesse de l’expérimentation DIGE. Les échantillons sont 

répartis entre les différents gels en excluant les échantillons d’un même groupe pour un 

même gel. Les échantillons d’un même groupe sont répartis entre les fluorophores cye3 et 

cye5 afin d’éliminer un éventuel biais lors de l’acquisition du signal de fluorescence entre 

les deux couleurs. De plus, cette procédure évite la perte de deux échantillons provenant 

d’un même groupe en cas de perte d’un gel dû à un défaut de migration ou à une erreur de 

manipulation. Le nombre minimal recommandé d’échantillons par groupe est de 4, pour 

tenir compte d’un éventuel problème lors de l’expérimentation. L’organisation des 

échantillons par gel est présentée dans le Tableau 13. 

Tableau 13 : Répartition des échantillons pour chaque gel. Les femelles témoins non reproduites (6, 7, 8, 
10) sont colorées en bleu, témoins reproduites (12, 13, 14, 15) en vert, contaminées non reproduites (28, 
29, 30, 31) en rouge et contaminées reproduites (32, 34, 35, 37) en orange. L’étalon interne est marqué 
en Cy2. 

N° gel N° strip IEF N° éch Cy3 N° éch Cy5 N° éch Cy2 

1 75530 14 6 EI 

2 75531 30 7 EI 

3 75532 8 28 EI 

4 75533 10 32 EI 

5 75534 31 12 EI 

6 75535 35 13 EI 
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7 75536 15 34 EI 

8 75537 37 29 EI 

 

 

A l’issu du marquage, 50 µg d’échantillon marqué cy3, 50 µg d’échantillon marqué cy5 et 

50 µg d’étalon interne marqué cy2 sont groupés pour chaque numéro de gel. Un volume 

final du pool d’échantillon est ajusté à 150 µl avec la solution de réhydratation Destreack 

(GE Healthcare), utilisée pour la réhydratation des bandelettes IEF afin d’atteindre une 

concentration en protéine de 1 µg.µL-1. 

 

3.4.2.3. Focalisation iso-électrique (IEF) 

 

Avant utilisation, les bandelettes IEF (immobiline dry strip, pH 3-11 NL 24 cm, GE 

Healthcare) ont été réhydratées sur la nuit avec 450 µL de solution « Destreack 

rehadration solution » contenant 0,5% d’ampholytes IPG pH 3-10. 

Les 150 µL d’échantillons à 1 µg.µL-1 de protéines ont été introduits par un système de 

cupule. La séparation isoélectrique, a été réalisée en système électrophorétique (Ettan 

IPGphor IEF system, GE Healthcare) pendant la nuit à 50 µA / bandelettes et à 15°C. Le 

programme d’électrofocalisation est indiqué dans la Figure 13. 

 

 

Figure 13 : Paramètres de focalisation isoélectrique 
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3.4.2.4. Conditionnement des strips IEF et transfert sur gel 

 

Les gels d’acrylamide utilisés sont des gels de 24 cm à 10% (37,5 :1, acrylamide : 

bisacrylamide), préalablement coulés et stockés à 4°C en chambre humide pour éviter tout 

dessèchement. 

Afin de transférer sur le gel les protéines séparées sur bandelette par IEF, une étape de 

conditionnement des bandelettes a été réalisée. 

Les bandelettes ont été plongées pendant 15 minutes à l’abri de la lumière et sous 

agitation douce dans un tampon d’équilibration contenant 1 % de DTT pour dissocier les 

sous-unités protéiques maintenues par liaisons disulfure entre deux cystéines. Les 

bandelettes sont ensuite mises à incuber en tampon d’équilibration contenant 2,5 % d’IAA 

pour alkyler les groupements thiols des cystéines. Le tampon d’équilibration est composé 

de 6 mol.L-1 d’urée, 75 mmol.L-1 de TrisHCl, 29,3 % de glycérol et 2 % de SDS. 

Les bandelettes ont ensuite été déposées sur les gels d’électrophorèse et scellées par un 

gel d’agarose (0,5 % d’agarose en tampon TGS). 

 

3.4.2.5. Migration électrophorétique et détection des spots protéiques 

 

La migration a été effectuée pendant la nuit, à 1 W par gel en cuve d’électrophorèse 

Ettan6 (GE Healthcare) et à l’abri de la lumière. Le tampon de migration a été 

thermostaté à 12°C par circulateur thermostatique MultiTemp IV (GE Healthcare). 

La détection et quantification des spots protéiques a été réalisée par scanneur laser 

Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). 

 

3.4.2.6. Analyse comparative Delta2D 
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L’ensemble des gels a été analysé et comparé par logiciel d’analyse Delta2D (Decodon). 

Après filtrage des traces et impuretés, un alignement de spots protéiques de l’étalon 

interne entre les différents gels a été réalisé. Au sein d’un même gel, les signaux des 

différents fluorophores cy2, cy3 et cy5 ont été ajustés. A l’issue, une image de synthèse a 

été créée à partir de l’ensemble des signaux des échantillons, hormis l’étalon, afin 

d’identifier et d’isoler les spots protéiques. Ces deux étapes, assistées par le logiciel ont 

été révisées manuellement. Enfin, une analyse statistique groupe à groupe par test de 

Student (p<0.05) et sélection en spots surexprimés (ratio > 2) et sous-exprimés (ratio <0,5) 

a permis de déterminer les spots d’intérêt. 

 

3.4.2.7. Excision des spots d’intérêt SpotPicker 

 

Après exportation des coordonnées des spots d’intérêt dans les différents gels, l’excision 

des spots protéiques a été réalisée par piqueur semi-automatique SpotPicker (Proteomics 

Consult). L’image des gels (visuellement incolores) était projetée afin de cibler la bonne 

position dans le gel. Les pièces de gels ont été déposées en microplaque dans 100 µL de 

solution d’éthanol à 10 %. Les gels ont été contre-scannés afin de vérifier le bon 

prélèvement des spots protéiques. 

 

3.4.2.8. Digestion enzymatique et analyse par spectrométrie de masse 

 

La préparation d’échantillon, i.e. l’extraction des protéines des pièces de gels et la 

digestion enzymatique, puis l’analyse spectrométrie de masse haute résolution (MALDI-TOF 

MS Ultraflex, Brucker Daltonics et ESI-FT MS Orbitrap Velos, ThermoFisher Scientific) ont 

été réalisées par l’équipe protéomique du CRCM (Centre de recherche en cancérologie à 

Marseille). Les protéines ont été identifiées par le logiciel SEQUEST par comparaison avec 

la base de données génomique du poisson zèbre (GRCz10). 
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3.5. Détection des complexes en condition non dénaturante 

3.5.1. Chromatographie multiélémentaire par SEC-ICP SF MS 

 

Une aliquote de 80 µL d’échantillon a été injectée sur une colonne d’exclusion stérique 

Superdex 200 10/300 (GE Healthcare, gamme de séparation 4-600 kDa) et a été éluée en 

tampon acétate d’ammonium à 100 mmol.L-1 par une chaîne HPLC 1200 series (Agilent). La 

détection des protéines a été réalisée par UV à 280 nm. La colonne a été calibrée avec un 

mélange de protéines commerciales (thyroglobuline 670 kDa, ferritine 474 kDa, 

transferrine 80 kDa, superoxyde dismutase 40 kDa, myoglobine 16 kDa, métallothionéine 

6,8 kDa et cobalamine 1,3 kDa). 

La détection des métaux a été réalisée par couplage du système HPLC avec un ICP MS 

haute résolution (Element XR, ThermoFisher Scientific). L’uranium (238U) a été analysé en 

basse résolution (R = 300) afin de maximiser la sensibilité de détection, et les métaux 63Cu, 

56Fe, 31P et 64Zn ont été analysés en moyenne résolution (R = 4000) afin de résoudre les 

interférences. Une procédure de rinçage de la colonne a été intégrée au run 

chromatographique. Après 30 minutes, 3 injections successives de 3 minutes de solution de 

carbonate d’ammonium à 200 mmol.L-1 et 40 mmol.L-1 d’EDTA ont été appliquées afin de 

libérer l’uranium de la colonne, ce qui a permis de maintenir un bruit de fond faible pour 

l’uranium (environ 100 coups) (Figure 14). 
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Figure 14 : Effet de la procédure d’élution sur le bruit de fond en uranium. 

3.5.2. Séparation par électrophorèse hors gel 

 

La séparation par électrophorèse hors gel a été réalisée par appareil Microtofor (Biorad). 

Un mélange de 3 mL d’échantillons (mélange à volume équivalent d’échantillons et dont la 

concentration protéique finale a été ajustée à 0,5 mg.mL-1) et de solution d’ampholytes 

porteurs est introduit dans la chambre de focalisation. Cette chambre est constituée de 10 

compartiments semi-perméables et est en contact avec deux solutions d’électrolytes 

cathodique (0,1 mol.L-1 NaOH) et anodique (0,1 mol.L-1 H3PO4) (Figure 15). La séparation a 

été obtenue par application d’une tension (jusqu’à 1000 V à 1 W contant). Après 

génération du gradient de pH par la solution d’ampholytes porteurs, les protéines ont été 

focalisées en fonction de leur point isoélectrique. 

 

Figure 15 : Chambre de focalisation (au centre) et les deux réservoirs cathodiques et anodiques 
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A l’issu de la séparation OGE, les fractions ont été prélevées par aspiration sous vide et 

récupérées dans un tiroir de récolte compartimenté. Dix fractions de 250 à 300 µL ont été 

collectées. Ces fractions sont disponibles pour des analyses de mesures de pH, de dosages 

de protéines (section 3.3.2) et de métaux par ICP MS (section 3.3.1.1). De plus, il est 

possible de réaliser un couplage hors ligne avec la SEC – ICP MS décrite précédemment 

(section 3.5.1), ce qui permet de séparer les protéines et les complexes uranium-protéine 

selon deux dimensions (point isoélectrique et masse moléculaire), décrit en section 3.5.3. 

Enfin, il est également possible, d’identifier les protéines de ces fractions par 

spectrométrie de masse moléculaire (section 3.6). 

 

 

 

 

3.5.3. Cartographie multiélémentaire par OGE x SEC – ICP SF MS 

 

Les cartographies des métaux et protéines ont été réalisées par fusion des 

chromatogrammes issus de de chaque fraction OGE dont le pH a été mesuré. C’est 

l’interpolation linéaire de l’ensemble des points de coordonnées (pH, temps d’élution, 

intensité) par le logiciel Origin qui permet d’obtenir une cartographie telle que présentée 

en Figure 16. Cette représentation graphique par construction mathématique est à 

distinguer des cartographies pouvant être obtenues par d’autres méthodes analytiques 

d’imagerie telles que l’ablation laser où un pixel correspond à un point de mesure. Par 

conséquent, dans la représentation proposée, il est important de noter que la résolution 

selon l’axe x (pH) correspond au nombre de fractions OGE, c’est-à-dire 10, et non pas au 

nombre de pixels visuellement observables. Ainsi, la forme d’un même spot peut être 

différente d’une analyse à une autre, suivant le pH mesuré de la fraction. 
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Figure 16 : Construction de la cartographie (pI x MM) à partir des chromatogrammes issus de chaque 

fraction OGE via logiciel Origin. 

 

3.6. Identification des protéines par spectrométrie de masse 

3.6.1. Préparation d’échantillon 

 

Une aliquote de 50 µL de fraction OGE a été prélevée. Les échantillons ont préalablement 

été filtrés (filtre 10 kDa, Vivacon) sous centrifugation (14 000 g, 15 minutes) afin de retirer 

les ampholytes porteurs présents en abondance et qui pourraient contaminer le 

spectromètre de masse. Les protéines ont été récupérées du filtre par centrifugation à 

2 500 g pendant 2,5 min. 20 µL de tampon NH4CO3 à 50 mmol.L-1 pH 8 ont été ajoutés. 

L’échantillon a été mis à incuber après ajout de 5 µL de DTT 45 mmol.L-1 pendant 15 min à 

50 °C. Après retour à température ambiance, 5 µL de IAA à 100 mmol.L-1 ont été ajoutés et 

le mélange est incubé pendant 15 min à l’abri de la lumière. L’échantillon a ensuite été 

incubé pendant la nuit à 37°C en présence de 1 µL de trypsine à 1µg.µL-1. A l’issu, les 

peptides ont été récupérés après filtration (filtre 10 kDa, Vivacon) sous centrifugation à 
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14 000 g pendant 15 minutes. Le cas échant, les échantillons ont été concentrés sous vide 

(SpeedVac) pendant 30 minutes à 30°C. 

3.6.2. Paramètres d’analyse LC-ESI MS 

 

Une aliquote de 8 µL d’échantillon a été injectée sur colonne C18 (300SB-C18 150 mm x 1 

mm i.d. x 3.5 µm Zorbax) et a été éluée à 50 µL.min-1 en gradient 0,05 % acide formique / 

acétonitrile par une chaîne chromatographique capillaire (Agilent 1100 capillary HPLC 

system, Agilent). L’analyse des peptides a été réalisée par spectromètre de masse 

moléculaire à haute résolution (Velos Orbitrap, ThermoFisher Scientific). L’acquisition des 

spectres a été définie en mode MS et MS/MS : suite à un premier scan MS, les 20 ions les 

plus intenses sont collectés et fractionnés pour une analyse des fragments (MS/MS). La 

limite minimale de sélection des ions a été fixée à 5000 coups afin de limiter la 

fragmentation d’ions non pertinents. De plus, la méthode a été programmée avec une liste 

noire dynamique afin d’accroître le nombre d’identification de peptides : à mesure de 

l’analyse, les ions analysés en MS/MS ne sont pas à nouveau retenus lors d’un nouveau scan 

MS. Ainsi, les éventuelles impuretés et les protéines abondantes ne sont pas détectées 

plusieurs fois au détriment de peptides moins abondants. 

 

3.6.3. Traitement des données : PEAKS et bases de données des protéines 

 

L’analyse des spectres a été réalisée par le logiciel de spectrométrie de masse PEAKS 6.5 

(Bioinformatics Solution Inc.). La séquence en acides aminés des peptides a été 

déterminée à partir des spectres de masse MS et MS / MS. La recherche de modifications 

post-traductionnelles a également été ajoutée. Les paramètres utilisés pour le séquençage 

de novo des peptides sont indiqués dans le Tableau 14. 

Les peptides identifiés ont ensuite été comparés avec la base de données de protéines 

UniProtKB, générée à partir de la base de données génomiques du poisson zèbre GRCz10 et 

annotée. 
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Tableau 14 : Paramètres fixés pour la détermination de la séquence en acide aminés des peptides 

Paramètre Décision 

Enzyme Trypsine 

Biais de masse de l’ion 5 ppm 

Biais de masse fragment 0,5 Da 

Nombre de misclivage 0 à 4 

Nombre de charges de l’ion 2 à 5 

Nombre de peptides uniques 2 minimum 

Modifications post-traductionnelles Oxydation, déamidation, carboxyméthylation, 

phosphorylation, déshydratation, dihydroxylation 

 

3.7. Etude in vitro de complexation de l’uranium par mesure de fluorescence 

 

Les expériences de fluorescence ont été réalisées en microplaques par spectrofluorimètre 

(Infinite 1000, Tecan). 

Dans un premier temps, les longueurs d’onde d’émission et d’excitation optimales des 

solutions commerciales d’ampholytes porteurs ont été déterminées par scan 2D (intensité 

de fluorescence en fonction du couple longueur d’onde d’excitation – longueur d’onde 

d’émission). La linéarité de réponse de l’intensité de fluorescence en fonction de la 

concentration en ampholytes porteurs a ensuite été vérifiée. 

Dans un second temps, l’intensité de fluorescence a été mesurée pour chaque solution 

(ligand) en présence d’uranium, susceptible de provoquer une extinction de la 

fluorescence du ligand. L’effet de l’uranium sur l’émission de fluorescence des solutions 

d’ampholytes a été décrit par environ 15 points de mesure correspondant à une 

concentration croissante en uranium (de 0,5 à 600 µmol.L-1) pour une concentration en 

ligand. Plusieurs courbes (4 à 5) d’extinction de fluorescence (quenching) à différentes 

concentrations en ligand ont ainsi été obtenues. L’uranium a été mis à réagir avec les 

solutions commerciales d’ampholytes en tampon HEPES 50 mmol.L-1 à pH 7,4.  

Les mélanges ont été réalisés par injecteur automatique. Chaque point de mesure a été 

réalisé en triplicat, et chaque courbe a été réalisée en duplicat. De plus, la mesure de la 

fluorescence a été réalisée en enceinte thermostatée à des températures variant de 15 °C 

à 35 °C, par incrément de 5 °C. La microplaque en quartz a été fermée par un couvercle 

en quartz également afin de limiter l’évaporation des échantillons au cours de la mesure. 
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Après mesure de fluorescence, le pH des mélanges a été vérifié par un pH-mètre muni 

d’une électrode de verre et 50 µL de mélange ont été prélevés pour vérifier la 

concentration en uranium par ICP MS. 
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Chapitre IV 

Résultats et discussions (partie 1) : Développements 

analytiques 
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4. Résultats et discussions (Partie 1) : développements analytiques pour l’analyse des 
complexes U-protéine 

4.1. Optimisation de l’extraction de complexes dans la gonade de poisson zèbre 

4.1.1. Extraction des protéines et complexes en tampon non dénaturant 

 

Le protocole de préparation d’échantillon a été déterminé sur la base de développements 

précédemment réalisés au laboratoire pour l’extraction et le fractionnement subcellulaire 

des complexes uranium-protéine en condition non dénaturante (Frelon et al. 2013). 

Suite à la problématique mise en évidence dans la bibliographie sur les ovaires, leur 

hétérogénéité cellulaire et l’important rôle de la vitellogénine, plusieurs questions 

émergent et notamment celle de l’existence dans l’ovocyte d’un compartiment sub-

cellulaire (organite, vésicule, …) particulièrement concentré en protéines potentiellement 

enrichi en uranium après exposition, ou celle d’une distribution distincte des protéines 

entre des femelles « reproduites » et « non reproduites ». Ainsi, l’objectif des mises au 

point présentées dans ce chapitre a été de déterminer une fraction enrichie en protéines, 

en particulier en vitellogénine, candidate à la complexation du fait de ses nombreux 

groupements phosphorylés. De plus, le protocole devait être déterminé de sorte à limiter 

les risques de dénaturation des complexe uranium-protéine, à savoir une extraction en 

tampon physiologique, à faible température et un nombre d’étapes limité. L’extraction 

étant basée sur une lyse cellulaire suivie d’une centrifugation, les paramètres sur lesquels 

l’optimisation s’est portée et qui seront discutés par la suite sont principalement la vitesse 

de centrifugation et le nombre d’étapes nécessaires pour obtenir la fraction d’intérêt. 

Cependant, le mode d’extraction et le choix du tampon sont tout de même brièvement 

traités ci-après. 

Le choix du tampon a été déterminé par deux contraintes : le besoin de préserver les 

complexes dans un tampon faiblement complexant pour l’uranium et celui de maintenir 

l’échantillon dans un tampon ayant des propriétés physico-chimiques proches des 

paramètres physiologiques (pH, osmolarité). L’extraction des protéines en tampon HEPES / 

sucrose a donc été choisie, sur la base des développements (Frelon et al. 2013) et 

applications précédents (Xu et al. 2014). La libération du contenu cellulaire par broyage à 

piston Potter-Elvehjem a été choisie à partir de la comparaison des différents moyens 

d’extraction protéiques, physiques, chimiques et enzymatiques et la possibilité 

d’extraction dans la glace (Bucher 2013). 
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Le fractionnement subcellulaire a été réalisé par centrifugation à 4°C. Trois protocoles ont 

été comparés sur la base d’informations d’études précédentes (Frelon et al. 2013) et 

d’informations extraites de la littérature plus spécifiquement focalisées sur la gonade 

(Kondo et al. 1997; Tan et al. 2009; Hanna and Zhu 2011). Les protocoles testés ont été 

appliqués aux 6 mêmes échantillons non contaminés (provenant du groupe de poissons 

dédié à la mise au point des techniques analytiques), 3 femelles reproduites et 3 femelles 

non reproduites, afin de prendre en compte d’éventuelles différences entre les fractions, 

du fait de la différence de degré de maturation du contenu ovocytaire. Les 

caractéristiques de reproduction et la masse des gonades sont présentés dans le Tableau 

15. 

Tableau 15 : Caractérisation du succès reproducteur et masse des gonades des femelles utilisées pour la 
mise au point des protocoles. Le nombre d’œufs et le taux de fertilisation a été déterminé à 3 heures 
post-fertilisation. R, femelle reproduite ; NR femelle non reproduite. 

N° femelle Nb. œufs pondus % œufs fertilisés m gonades 

R 5 642 93,5 33,0 mg 

R 6 304 83,2 45,8 mg 

R 12 241 32,8 34,0 mg 

NR 4 - - 53,7 mg 

NR 5 - - 86,9 mg 

NR 6 - - 83,5 mg 

 

4.1.2. Détermination de la fraction subcellulaire d’intérêt 

 

Tout d’abord, chaque échantillon de gonade a été divisé en 3 fractions, un pour chaque 

protocole, afin de comparer ces protocoles entre eux et ainsi limiter la variabilité due à la 

diversité interindividuelle. Les protocoles issus de l’étude bibliographique n’étaient pas 

applicables en l’état du fait de la présence, dans les procédures d’extraction, d’agents 

dénaturants des protéines (Wang and Ge 2003) comme le thiocyanate de guanidine ou 

d’éléments chimiques complexants de l’uranium tels que les ions phosphates dans la 

solution de Hank. Différents protocoles de fractionnement subcellulaires ont été comparés 

pour déterminer la fraction d’intérêt. En particulier, une étude a mis en évidence le 

fusionnement des vésicules vitellines dans l’ovocyte à 10 000 g, à 4°C et en tampon Ficoll 

(Kondo et al. 1997). Cette vitesse de centrifugation à 10 000 g a donc été retenue pour 

l’un des protocoles (Tableau 16 - Protocole 1). Les autres fractions subcellulaires 

considérées ont été les lysosomes isolés à 29 700 g, qui éliminent notamment les protéines 
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dégradées et les agrégats métalliques, (Nordberg et al. 1994; Frelon et al. 2013) et le 

cytosol (Bucher et al. 2014), sensible aux métaux (Geffard et al. 2010) et précédemment 

investigué à 100 000 g (Protocole 2). Enfin, il a été choisi pour le protocole 3, le plus 

court, une première centrifugation à 900g afin de sédimenter les débris cellulaires et 

tissulaires suivi d’une centrifugation à 100 000 g. 

Tableau 16 : Protocoles testés pour la détermination de la fraction d’intérêt. 

Protocole 1 : Protocole 2 : Protocole 3 : Fraction isolée 

Broyage Broyage Broyage  

Centrifugation 

(4°C, 900g, 15min) 

Centrifugation 

(4°C, 900g, 15min) 

Centrifugation 

(4°C, 900g, 15min) 

Cytoplasme 

(surnageant) 

Centrifugation 

(4°C, 10 000g, 20min)  

 

Vésicules vitellines 

(fusion) 

 

Centrifugation 

(4°C, 29 700g, 20min)  

Lysosome (culot) 

Centrifugation 

(4°C, 100 000g, 1h) 

Centrifugation 

(4°C, 100 000g, 1h) 

Centrifugation 

(4°C, 100 000g, 1h) 

Cytosol (surnageant) 

Afin de comparer ces protocoles, les différentes fractions ont été caractérisées par dosage 

protéique, chromatographie liquide non dénaturante SEC-UV et gel d’électrophorèse 

dénaturant SDS-PAGE suivi d’un transfert sur membrane et de l’immunodétection de la 

vitellogénine. Un exemple de schéma des analyses effectuées est proposé pour le 

protocole 1 (Figure 17). Les analyses SDS-PAGE n’ont pas pu être menées pour les phases 

lipidiques du fait de la faible quantité en protéines présentes dans la fraction. 
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Figure 17 : Analyses menées pour caractériser les différentes fractions, exemple pour le protocole 1. 

Le dosage des protéines a été réalisé dans l’ensemble des fractions. Les résultats pour le 

protocole 1 sont donnés dans la Figure 18. Le dosage des protéines montre que le contenu 

protéique est principalement retrouvé dans le surnageant après centrifugation à 900 g et 

dans la phase supérieure à 29 700 g, pour les femelles reproduites (panneau A) et non 

reproduites (panneau B). A 100 000 g, environ la moitié de la quantité initiale en protéine 

est mesurée dans la phase supérieure. La perte en matériel peut s’expliquer par la 

multiplication des étapes de centrifugation et prélèvement du protocole. 

La concentration en protéines varie fortement d’un individu à un autre, notamment entre 

les femelles reproduites et non reproduites. Lors des différentes centrifugations, un faible 

contenu protéique est présent dans le culot ou la phase inférieure. Ainsi, il semblerait que 

le contenu vitellogénique, prédominant dans l’ovocyte n’ait pas sédimenté lors des 

différentes centrifugations. 

 

Figure 18 : Répartition des protéines entre les différentes fractions subcellulaires du protocole 2 (broyat, 
après centrifugations à 900 g, 10 000 g et 100 000 g) pour une femelle reproduite (panneau A) et non 

B : 260±60 µg 

S : 260±50 µg 

PS : 225±15 µg 

PS : 140±13µg PI : 1,0±0,4 µg 

PI : 6,4±0,5 µg 

C : 50±30 µg 

1300±120 µg 

1060±50 µg 

900±60 µg 

700±300µg 30±2 µg 

26±3 µg 

47±1 µg 

A- B- 
900 g 900 g 

29 700 g 29 700 g 

100 000 g 
100 000 g 
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reproduite (panneau B). Abréviations : B broyat, S surnageant, C culot, PS phase supérieure, PI phase 
inférieure. 

 

Ces mêmes fractions ont été analysées par SEC-UV afin de comparer la distribution des 

protéines en condition non dénaturante. La comparaison des chromatogrammes obtenus 

pour les trois protocoles après analyse d’un échantillon issu de femelle non reproduite est 

donnée dans la Figure 19. 

L’une des premières observations concerne la comparaison des broyats. Bien que 

provenant du même poisson, les trois fragments préparés séparément présentent des 

différences, en particulier un pic à 12 min, correspondant à des agrégats protéiques 

présents dans le volume mort, d’intensité plus faible pour le broyat du protocole 3. Ceci 

reflète l’hétérogénéité du contenu cellulaire de la gonade. En effet, l’échantillon congelé 

de gonade a été coupé en 3 fragments qui correspondent donc à trois localisations de la 

gonade dont la composition en ovocytes à différents stades de développements et en 

cellules de soutien peut ne pas être tout à fait homogène. 

Pour les trois protocoles, en comparant le broyat et le surnageant de la première 

centrifugation (cytoplasme), peu de différences sont observées entre les 

chromatogrammes. De plus, la différence d’intensité des pics entre l’extrait protéique et 

la fraction subcellulaire est faible. Le contenu protéique des cellules est donc 

principalement dans les différents compartiments du cytoplasme. 
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Figure 19 : SEC-UV de fractions subcellulaires de femelle non reproduite : broyat, surnageant à 900 g, 

phases aqueuses (en noir) et lipidiques (en bleu) à 29 700 g et 100 000 g). Colonne SEC GE Healthcare 200 

Increase, 100 mmol.L-1 acétate d’ammonium pH 7,4, 0,7 ml.min-1, UV 254 nm. 

Après centrifugation à 10 000 g, l’ensemble des pics chromatographiques de la fraction de 

la phase aqueuse (Figure 19, 3ème ligne, en noir) est retrouvé par rapport au surnageant à 

900 g, mais l’intensité de ces pics est globalement plus faible. Le chromatogramme de la 

phase lipidique (Figure 19, 3ème ligne, en bleu) présente des pics chromatographiques 

d’intensité plus faible, indiquant qu’une faible proportion des protéines est présente dans 

cette fraction. Ainsi, par rapport à Kondo et al. ayant montré la fusion des vésicules 

vitellines et leur séparation du cytoplasme dans un ovocyte entier, il semble qu’après 

extraction des protéines, cette vitesse de centrifugation ne permet pas d’isoler les 
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vésicules vitellines. A des vitesses de centrifugations plus élevées, 29 700 g (Figure 19, 4ème 

ligne) et 100 000 g (Figure 19, 5ème ligne, colonne 3), il semble que les protéines sont 

partagées entre les deux phases. En effet, les deux chromatogrammes des deux phases 

lipidiques et aqueuses présentent des pics d’intensité proche pour les mêmes temps de 

rétention. 

Par conséquent, sur la base de ces observations, il semblerait que la fraction cytosolique 

(100 000 g) et la fraction appauvrie en lysosome (29 700 g) ne soient pas les plus 

pertinentes pour notre étude. Peu de différences sont observées entre le cytoplasme (900 

g) et la fraction subcellulaire à 10 000 g qui aurait pu contenir les vésicules vitellines. Des 

analyses complémentaires ont été menées par SDS-PAGE et WB avec immunodétection 

anti-vitellogénine afin d’observer d’éventuelles différences sur gel et plus spécifiquement 

pour cette protéine, d’intérêt dans le développement ovocytaire. Les résultats de la 

répartition des protéines et de la vitellogénine sont présentés dans la Figure 20 pour un 

échantillon de femelle non reproduite dans différentes fractions subcellulaires. Six bandes 

protéiques sont principalement observées, à 100 kDa, 66 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 27 kDa et 24 

kDa. Les quatre pistes de migrations, correspondant aux fractions subcellulaires obtenues 

suite aux centrifugations à 900 g, 10 000 g, 29 700 g et 100 000 g, ne présentent pas de 

différences notables pour les six bandes protéiques principales (pistes de gauche, en 

jaune). Après immunodétection anti-vitellogénine (pistes de droite, en blanc), deux 

bandes principales autour de 25 kDa sont observées ainsi qu’une série de quatre bandes 

protéiques de plus faible intensité pour les fractions subcellulaires issues des 

centrifugations à 900 g, 10 000 g et 100 000 g. Après centrifugation à 100 000 g en 

revanche, des fragments de la vitellogénine de tailles plus importantes (50, 66 et 100 kDa) 

sont observés.  

Cette expérimentation nous permet de remarquer qu’à 900, 10 000 et 29 700g, les bandes 

de protéines détectées par l’anticorps anti-vitellogénine sont présentes à une masse 

moléculaire bien plus faible que celle de la vitellogénine totale (150 kDa). Cette 

observation suggère que la vitellogénine serait lysée en plusieurs fragments (de 27 kDa et 

moins) dans l’ovocyte. Les différences observées à 100 000 g par rapport aux autres 

vitesses de centrifugation pourraient être due à une proportion différente des protéines, 

et en particulier des fragments de la vitellogénine (les fragments de taille plus faible (26 

kDa et inférieurs à 20Kda) étant moins intenses). En revanche, ni la vitellogénine de 

poisson zèbre, ni ses fragments ne sont disponibles commercialement pour poursuivre 

cette étude. 
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Figure 20 : Séparation par SDS-PAGE des protéines pour les fractions subcellulaires après centrifugation à 

900 g, 10 000 g, 29 700 g et 100 000 g. Exemple pour un échantillon de gonade de femelle non 

reproduite. Piste de gauche : protéines totales, piste de droite : signal anti-vtg. 

Ainsi, l’absence de raffinement de l’extrait protéique suite au fractionnement 

subcellulaire est confirmée par deux approches analytiques différentes. Sur cette base, il a 

donc été choisi de ne conserver que la première centrifugation à 900 g dans le protocole 

de préparation d’échantillon afin de réduire le temps de préparation de l’échantillon et 

éviter la dénaturation des complexes protéiques. 

 

4.2. Optimisation des paramètres OGE 

4.2.1. Choix de l’ampholyte porteur 

 

Lors des développements menés dans le cadre du programme ST MALO, un faible taux de 

recouvrement avait été observé pour la séparation OGE (environ 25%). Sur la base de la 

littérature, il a été remarqué que les ampholytes porteurs pouvaient constituer une source 

d’agents complexants, du fait de la présence de groupements acides carboxyliques, 

phosphoniques ou aminés. Dans la mesure où il n’est pas possible de constituer un cocktail 

d’ampholytes porteurs dédiés à l’analyse des complexes uranium-protéines, trois solutions 

commerciales (Servalyt, Biolyte, Pharmalyte) ont été comparées. Pour ce faire, trois 

paramètres ont été étudiés pour évaluer le potentiel complexant des ampholytes 

porteurs : i) la quantification de l’U et des métaux en solution par dosage ICP MS, ii) la 

détermination de constantes apparentes de complexation des ampholytes porteurs pour l’U 

par extinction de fluorescence (également appelé quenching de fluorescence par la suite) 
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et iii) l’évaluation du pouvoir déplaçant des ampholytes porteurs pour les complexes des 

échantillons par SEC-ICP MS. 

4.2.1.1. Dosage de métaux dans les solutions mères d’ampholytes porteurs 
par ICP MS 

 

La teneur en métaux (238U, 56Fe, 63Cu et 64Zn) a été évaluée par dosage ICP MS pour 

chacune des trois solutions commerciales d’ampholytes porteurs. Les résultats sont 

reportés dans le Tableau 17. Ce dosage permet de mettre en évidence l’apport en métaux 

à l’échantillon lors de la séparation par OGE et de son analyse élémentaire. Il est 

intéressant de noter que, selon la solution commerciale utilisée, les concentrations en 

métaux varient fortement (d’un facteur 100 environ entre Biolyte et Pharmalyte pour 

l’uranium). Ces variations sont dues à la composition chimique de la solution d’ampholytes 

porteurs ainsi qu’aux processus chimiques par lesquels cette solution a été synthétisée et 

conditionnée. 

 

Tableau 17 : Teneur en métaux (U, Fe, Cu, Zn) dans les solutions commerciales d’ampholytes porteurs 

Biolyte, Servalyt et Pharmalyte. 

Métal Biolyte Servalyt Pharmalyte 

238U (µg.L-1) 0,11 ± 0,02 4,68 ± 0,14 13,08 ± 0,24 

56Fe (mg.L-1) 1,21 ± 0,03 1,95 ± 0,05 4,50 ± 0,29 

63Cu (mg.L-1) 2,12 ± 0,06 0,49 ± 0,02 0,86 ± 0,04 

64Zn (mg.L-1) 2,43 ± 0,09 1,33 ± 0,08 2,07 ± 0,08 

 

Ainsi, pour le cas d’une concentration en ampholytes porteurs à 1,5 %, qui sera définie 

comme concentration optimale pour réaliser la séparation OGE en tampon HEPES / sucrose 

(section 4.2.4.2), l’apport en uranium de chacune des solutions d’ampholytes porteurs est 

de 0,012 ; 0,53 et 1,5 ng pour Biolyte, Servalyt et Pharmalyte, respectivement. A titre de 

comparaison, la quantité en uranium apportée par l’échantillon utilisé pour le 

développement OGE (0,5 mg.ml-1 en protéines) est de 1,97 ng. A noter que la contribution 

en uranium apportée par le tampon HEPES / sucrose est négligeable, la concentration en 

uranium de la solution mère étant inférieure à la limite de détection de l’ICP MS. Sur la 
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base de ces dosages, Biolyte semble donc la solution commerciale la plus adaptée. 

Toutefois, cette information seule n’est pas suffisante et il est important d’évaluer le 

potentiel de complexation des ampholytes porteurs pour l’uranium. 

 

4.2.2. Détermination de Kd apparent des ampholytes porteurs par quenching de 
fluorescence 

 

Une expérience par quenching de fluorescence pour trois ampholytes porteurs a été 

réalisée afin d’évaluer la constante de complexation des ampholytes porteurs pour 

l’uranium. Cependant, les ampholytes porteurs étant constitués d’un mélange complexe de 

molécules (Simo et al. 2006), seule une constante apparente de complexation globale est 

susceptible d’être déterminée. Cette approche ne prend donc pas en compte chaque type 

de ligand potentiel de l’uranium. De plus, cette approche ne permet pas de mesurer de 

façon exhaustive la complexation de l’uranium, puisque seuls les mécanismes de fixation 

de l’uranium qui entrainent une extinction de la fluorescence sont pris en compte. 

L’hypothèse de travail pour la détermination de cette constante est que, malgré la 

diversité des molécules présentes dans la solution, les sites d’affinité pourraient être les 

mêmes : acides carboxyliques, phosphoniques et aminés pour Biolyte, Servalyt et 

Pharmalyte respectivement et que l’approche de fluorescence devrait permettre de 

donner une caractérisation qualitative des solutions d’ampholytes. Une courbe d’extinction 

de fluorescence est présentée dans la Figure 21 : la fluorescence de la solution 

d’ampholytes porteurs diminue avec une concentration croissante d’uranium. 
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Figure 21 : Quenching de fluorescence de solutions d’ampholytes porteurs Biolyte, Servalyt et Pharmalyte 
par l’uranium. Intensité de fluorescence en ordonnée, concentration en U divisé par le pourcentage en AP 
en abscisse. La concentration en U varie de 0,8 à 600 µmol.L-1 
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Une première approche pour déterminer la constante de complexation a été réalisée par 

résolution graphique (Figure 22). Cette approche suppose qu’il n’y a qu’un seul type de 

fluorophore en solution. Ce fluorophore est susceptible d’être complexé par une petite 

molécule appelée quencher (Q). Dans ce cas, la fluorescence émise est dite quenchée. 

Deux types de quenching sont possibles : le quenching statique et le quenching dynamique 

(Lakowicz 1983). Dans les deux cas, l’équation de Stern-Volmer associée est linéaire et de 

la forme : 

F0

F
= 1 + KSV [Q] 

avec F0 fluorescence initiale, F fluorescence en présence de quencher, [Q] concentration 

en quencher et KSV constante de Stern-Volmer. 

Dans le cas d’un quenching dynamique, KSV = kq τ0 avec kq constante de quenching 

bimoléculaire et τ0 temps de vie de fluorescence en présence de quencher, il n’est pas 

possible de déterminer la constante de complexation uranium-ligand. En revanche, dans le 

cas d’un quenching statique, KSV est la constante de complexation uranium-ligand. 

Seul le quenching de fluorescence observé pour la solution d’ampholytes de Pharmalyte 

peut être décrit par l’équation de Stern-Volmer. L’influence de la température sur le 

quenching de fluorescence (Figure 23) montre que KSV augmente avec la température. En 

conséquence, le type de quenching est dominé par des phénomènes dynamiques, et ne 

peut donc pas être relié à une constante de complexation entre l’uranium et les mélange 

d’ampholytes (Lakowicz 1983). La constante globale de complexation ne peut donc pas 

être calculée pour Pharmalyte. 

Les résultats de fluorescence obtenus pour les solutions d’ampholytes porteurs Servalyt et 

Biolyte ne peuvent pas être décrits par l’équation de Stern-Volmer, le quenching de 

fluorescence semble combiné : statique et dynamique. En conséquence, le quenching de 

fluorescence est décrit par l’équation modifiée de Stern-Volmer : 
F0

F
= (1 + KD [Q])( 1 +

 KS [Q]), avec KD constante de quenching dynamique et KS constante de quenching statique. 

La représentation linéaire est de la forme : 

F0
F

[Q]
= a[Q] + b, avec l’ordonnée b = KS+KD et la pente a = KS KD. 

Les courbes de quenching de fluorescence des ampholytes porteurs Biolyte et Servalyt sont 

bien décrites par l’équation de Stern-Volmer modifiée mais les calculs ne permettent pas 

de déterminer KS et KD ; le système d’équations n’admet pas de solutions. Il ne semble 
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donc pas possible de déterminer une constante d’affinité apparente pour les solutions 

Biolyte et Servalyt, ce qui pourrait indiquer plusieurs types de sites de complexations.  

 

Figure 22 : Représentation de Stern-Volmer pour la détermination de constante de complexation. 

 

 

Figure 23 : Influence de la température sur le quenching de fluorescence de Pharmalyte par l’uranium, à 

15°C (en bleu) et 35°C (en rouge) 
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En conclusion, l’approche de quenching de fluorescence nous a permis de démontrer qu’il 

existe une interaction entre ampholytes et uranium mais il n’a pas été possible de 

déterminer une constante d’affinité apparente avec l’U pour les solutions Biolyte et 

Servalyt, sans doute à cause de la variété des composants de ces solutions et des ligands 

potentiels de l’uranyle. 

4.2.3. Evaluation de la complexation des ampholytes porteurs (AP) par SEC-
ICPMS 

 

En complément de l’expérience par quenching de fluorescence, cette expérience a été 

réalisée afin d’évaluer le déplacement potentiel de l'uranium des complexes U-protéine 

des échantillons contaminés par les ampholytes porteurs. A partir des résultats précédents 

(dosage et quenching de fluorescence des solutions d’ampholytes porteurs), seules les 

solutions de Pharmalyte (témoin « positif » de complexation) et de Biolyte (solution la plus 

dépourvue en U), ont été testées. Un même échantillon a été analysé par SEC-ICP MS en 

absence et en présence d’ampholyte porteur. Les concentrations en protéines et en 

ampholytes porteurs ont été déterminées sur la base des développements OGE décrits dans 

le paragraphe suivant, à savoir 0,5 mg.ml-1 de protéines en tampon HEPES / sucrose et 1,5 

% de solution commerciale d’ampholytes porteurs Biolyte et Pharmalyte. 

 

Figure 24 : SEC d’un extrait protéique de poissons zèbres contaminés non reproduit en absence (à gauche) 

et en présence d’ampholytes porteurs (à droite) Biolyte 1,5 % en haut, pharmalyte 1,5 % en bas. 
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La Figure 24 montre les chromatogrammes obtenus pour un extrait protéique de gonade 

de poissons zèbres après contamination, avant et après ajout d’ampholytes porteurs 

Biolyte et Pharmalyte. La comparaison des aires de pics de l’échantillon seul ou en 

présence d’ampholytes porteurs permet de remarquer que la solution Biolyte a moins 

d’effet sur les complexes protéine-uranium que la solution pharmalyte. En effet, le pic 

principal d’uranium (pic 3) ne présente pas de variation d’amplitude suite à l’ajout de 

Biolyte alors que son aire décroit de 64 % en présence de Pharmalyte à concentration 

équivalente. En revanche, l’effet complexant des ampholytes porteurs est observé avec les 

deux solutions pour les deux pics de plus faible intensité au temps de rétention 11 et 15 

min (pics 1 et 2), avec une diminution de 52 % et 40 % respectivement pour Biolyte et de 

83 % et 64 % respectivement pour Pharmalyte. De plus, l’aire du pic 4, correspondant au 

volume d’exclusion stérique (29 min) est nettement plus important pour Pharmalyte par 

rapport à Biolyte. L’uranium présent dans ce pic est dû en partie à la complexation de 

l’uranium de l’échantillon mais également à l’uranium apporté par la solution d’ampholyte 

porteur (section 4.2.1.1). 

En conclusion, sur la base du dosage des solutions et de l’évaluation de la complexation 

des échantillons par les ampholytes porteurs, il a été choisi de mener les analyses par OGE 

avec la solution commerciale Biolyte. 

 

4.2.4. Optimisation des paramètres IEF sur des mélanges protéiques 
synthétiques 

4.2.4.1. Influence du tampon sur la séparation électrophorétique 

 

Dans cette partie, les développements ont été initialement menés sur Pharmalyte. Les 

paramètres ajustables étaient les suivants : la nature de la solution d’ampholyte porteur, 

le type de tampon, la concentration en ampholytes porteurs, la concentration en tampon, 

la concentration en protéines. 

L’effet du tampon a tout d’abord été évalué sur la capacité de l’instrument à focaliser les 

protéines. En effet, initialement, deux schémas de séparation pouvaient être envisagés : 

1) séparation de l’échantillon par SEC suivi de la séparation par OGE des pics 

chromatographiques collectés ou 2) séparation par OGE de l’extrait protéique suivie de la 

séparation chromatographie de chaque fraction OGE. Ainsi, dans le premier cas, les 

échantillons sont présents en tampon d’élution de la chromatographie liquide, à savoir un 
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tampon 100 mmol.L-1 d’acétate d’ammonium, à pH 7,4 ; dans le second cas, l’échantillon 

est présent dans son tampon d’extraction 25 mmol.L-1 HEPES, 250 mmol.L-1 sucrose, à pH 

7,4. Or, dans les deux cas, la concentration en tampon est plus élevée que les 

recommandations du fournisseur, qui fixe la limite de concentration en sels à 10 mmol.L-1.  

Cette limitation en concentration de tampon est basée sur le fait que les ampholytes 

porteurs tamponnent et focalisent l’ensemble des molécules présentes en solution, à 

savoir protéines et molécules de tampon. Une expérience de focalisation du tampon 

(acétate d’ammonium ou HEPES/sucrose), en l’absence de protéines, avec une 

concentration élevée en ampholyte porteur (Pharmalyte 2%) a été réalisée afin d’évaluer 

la possibilité de l’utilisation des deux tampons. 

 

Figure 25 : Influence du tampon sur la qualité de séparation OGE : tension en fonction du temps de 

focalisation (panneau A) et pH mesuré dans les fractions (panneau B). En carrés rouges, tampon acétate 

d’ammonium ; en losanges bleus, tampon HEPES / sucrose. 

La focalisation du tampon et la génération d’un gradient de pH sont possibles en HEPES / 

sucrose. La courbe de tension en fonction de pH (Figure 25, panneau A, en losanges bleus) 

est caractéristique de la focalisation OGE, à savoir une première phase d’augmentation de 

la tension dans les premières minutes suivi d’un plateau. A l’inverse, cette même courbe 

pour le tampon acétate d’ammonium (Figure 25, panneau A, en carrés rouges) ne présente 

pas de pH croissant avec le numéro de fraction : la focalisation du tampon n’a pu être 

réalisée en 90 minutes.  

La mesure du pH dans les fractions OGE à la fin de la séparation permet de confirmer les 

observations issues du suivi régulier de la tension en cours d’expérimentation. Le pH croit 

régulièrement avec le numéro de fraction croissant pour le tampon HEPES / sucrose (Figure 

25, panneau B, en losanges bleus). En revanche, en présence de tampon acétate 

d’ammonium, un gradient de pH n’a pas été obtenu avec une décroissance du pH dans 

fractions 1 à 3 suivi d’une croissance pour les fractions 4 à 10 (Figure 25, panneau B, en 

carrés rouges). 
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Cette expérience montre que la présence de tampon HEPES / sucrose est tolérée par les 

ampholytes porteurs. Ainsi, les extraits protéiques en tampon HEPES/sucrose, peuvent a 

priori être séparés directement par OGE. Concernant l’acétate d’ammonium, des fractions 

issues d’une SEC ne pourraient être directement exploitées comme précédemment observé 

par Bucher et al qui n'avait pas dépassé une concentration de 10 mmol.L-1, préconisé par le 

fournisseur (Bucher 2013). C’est donc la concentration en tampon qui est limitante pour 

l’acétate d’ammonium. 

Sur la base de ces expérimentations, il a donc été choisi de travailler avec le tampon 

HEPES / sucrose pour préserver les complexes en tampon d’extraction physiologique non 

dénaturant. 

4.2.4.2. Détermination d’un équilibre concentration « protéines – tampon - 
ampholytes porteurs » 

 

Après avoir montré qu’il est possible d’utiliser le tampon HEPES / sucrose pour la 

focalisation, la suite des développements a été réalisée avec un mélange de protéines 

standards en présence de tampon puis avec des extraits protéiques contaminés de gonade. 

Pour cette étape du développement, deux contraintes opposées sont à prendre en 

compte : tout d’abord, avec pour but de détecter in fine les traces d’uranium dans les 

fractions issues des échantillons biologiques faiblement contaminés, par dosage puis par 

SEC-ICP MS, il est préférable d’introduire un extrait protéique le moins dilué possible. 

Cependant comme la concentration en tampon peut perturber la séparation OGE un 

compromis entre la dilution de l’échantillon et la sensibilité de détection du signal doit 

être trouvé. Ensuite, la concentration en ampholytes porteurs doit être minimale pour 

limiter le risque de rupture des complexes uranium-protéines. Or, limiter la concentration 

en ampholytes porteurs est une contrainte pour l’établissement de la gamme de pH en 

présence d’une concentration élevée en protéines et en molécules organiques constituant 

le tampon. 

Les développements présentés ci-dessous visent à trouver un point d’équilibre entre les 

concentrations en protéines, tampon et ampholytes porteurs afin de permettre la 

séparation par OGE sans compromettre la détection des complexes par ICP MS. Une 

première série d’expérience a été réalisée afin d’évaluer, sans échantillon, la limite 

supérieure de concentration en tampon pour une concentration en ampholytes porteurs 

permettant d’obtenir une séparation par OGE. 
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Figure 26 : Focalisation OGE du tampon HEPES / Sucrose en fonction de la concentration en ampholytes 

porteurs (Pharmalyte à 2 % en bleu, 1 % en vert et 0,5 % en rouge) 

Pour une séparation d’échantillons en concentrations analytiques (environ 1 mg.ml-1 de 

protéines), le fournisseur recommande d’ajouter une concentration en ampholytes 

porteurs variant de 0,5 % à 2 %. En plus de la concentration à 2 % précédemment 

présentée, des expériences de focalisation du tampon en présence de concentration plus 

faible en ampholytes porteurs (0,5 % et 1 %) ont été testées. La Figure 26 montre que la 

présence d’ampholytes porteurs à 0.5 % n’est pas suffisante à la génération du gradient de 

pH. La condition de séparation avec 1 % est un cas limite où le gradient de pH est bien 

réalisé mais présente un plateau à pH 5,4 pour les fractions 3 à 6. Le nombre de fractions 

utiles à la séparation est par conséquent réduit de 10 à 7, les fractions 3 à 6 pouvant être 

considérées comme une seule et même fraction. Bien que sur un nombre plus faible de 

fractions, la séparation est toutefois bien réalisée. 

La série d’expériences suivante a été réalisée afin d’évaluer l’impact de la concentration 

en protéines. Afin de limiter la consommation d’échantillon biologique, ces essais ont été 

initialement menés sur un mélange équimolaire de protéines commerciales (ferritine, 

transferrine, albumine, phosvitine) avant d’être réalisés sur des extraits protéiques de 

poissons zèbres. 

La Figure 27 présente le gradient de pH obtenu après différentes séparations OGE testées 

pour déterminer un optimum entre les concentrations en protéines et en tampon d’une 

part et la concentration en ampholyte porteur d’autre part. Dans cette expérimentation 

sur un mélange de protéines, il a été choisi, pour simplifier, de diluer dans les mêmes 

proportions les concentrations en protéines et en tampon. 
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Deux conditions ont été initialement choisies : 

1) 0,5 mg.ml-1 de protéines en tampon 12,5 mmol.L-1 HEPES et 125 mmol.L-1 sucrose 

(Figure 27, panneau A) et 

2) 0,25 mg.ml-1 de protéines en tampon de 6,25 mmol.L-1 HEPES et 62.5 mmol.L-1 

sucrose pour (Figure 27, panneau B). 

Ces concentrations en tampon ont été choisies pour être représentatives de concentrations 

pouvant être retrouvées dans les échantillons préparés pour le fractionnement OGE. Une 

première comparaison entre les deux concentrations en protéines permet de noter que le 

gradient est mieux généré pour la concentration la plus faible en protéines (et donc en 

tampon) pour l’ensemble des concentrations en ampholytes porteurs. Pour une 

concentration en protéines de 0,25 mg.ml-1, une concentration à 1% en ampholytes 

porteurs est suffisante pour réaliser la séparation. La qualité du gradient de pH est 

meilleure pour une concentration à 1,5 % en ampholytes porteurs. En revanche, pour une 

concentration plus élevée en protéines, une concentration en ampholytes porteurs à 2% 

semble nécessaire pour limiter l’effet de plateau visible pour 1 % et 1,5 % d’ampholytes 

porteurs qui réduit le nombre de fractions OGE ayant un point isoélectrique (pI) distinct.  

Sur la base de cette deuxième série d’expérimentations, le fractionnement OGE a été 

testé sur des échantillons de gonades de poissons zèbres contaminés. Cette troisième série 

d’expérience avait pour objectif d’intégrer les contraintes liées aux complexes en évaluant 

i) le taux de recouvrement de la méthode dans les nouvelles conditions de séparation et ii) 

les effets des ampholytes vis-à-vis des complexes natifs, observés en SEC. Un échantillon 

de poisson zèbre a été séparé par OGE avec 1,5% d’ampholytes porteurs Pharmalyte pour 

deux concentrations en protéines (0,5 mg.ml-1 et 0,25 mg.ml-1). La concentration en 

tampon a été ajustée à 12,5 mmol.l-1 HEPES 125 mmol.l-1 sucrose et 6,25 mmol.l-1 HEPES 

62,5 mmol.l-1 sucrose, respectivement, pour être cohérent avec les expérimentations 

menées sur le mélange protéique. 
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Figure 27 : Gradient de pH généré après séparation d’un mélange synthétique de protéines à 0,25 mg.ml-1 

(panneau A) et 0,5 mg.ml-1 (panneau B) avec 1 % (en rouge), 1,5 % (en vert) et 2% (en bleu) d’ampholytes 

porteurs Pharmalyte. 

 

 

Figure 28 : Distribution de l’uranium dans les fractions OGE pour un extrait protéique de poisson zèbre 

contaminé de concentration 0,25 mg.ml-1 (panneau A) et 0,5 mg.ml-1 (panneau B), concentration en AP = 

1,5%. La masse d’uranium, dosée par ICP MS, est représentée sous forme d’histogramme et le gradient de 

pH par la courbe. 

La Figure 28 permet de constater que le gradient de pH est mieux généré pour la 

condition à 0,25 mg.ml-1 (courbe du panneau A), la condition à 0,5 mg.ml-1 présente un 

plateau de pH aux fractions 4 à 6 (courbe du panneau B). Cette observation est cohérente 

avec la série d’expériences réalisée sur un mélange de protéines. Ainsi, pour une 

séparation optimale, une concentration en protéines fixée à 0,25 mmol.l-1 est préférable. 

Toutefois, une séparation avec une concentration plus élevée en protéines est possible en 

diminuant la qualité de la séparation OGE. Ceci pourrait s’avérer nécessaire pour éviter 

d'appliquer une trop grande dilution à l'échantillon et pouvoir détecter des complexes 

uranium-protéines présents à l’état de traces. 
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Concernant le profil de distribution protéique des extraits de poisson zèbre, l’uranium est 

principalement distribué dans les fractions de pH 6,0 à 8,5 pour les deux séparations OGE. 

L’effet du plateau observé pour un pH entre 5,2 et 5,4 n’est donc a priori pas préjudiciable 

pour la détection du complexe par SEC-ICP MS dans ces extraits. Les faibles concentrations 

en uranium détectées dans les fractions OGE présentées dans la Figure 28, panneau A, qui 

varient de 70 à 250 ng pourraient être proches des limites de détections suite à la seconde 

séparation par SEC. Dans la Figure 28, panneau A, la fraction 1 est probablement un 

artefact, dans la mesure où l’uranium est plus faiblement détecté dans l’autre 

expérimentation pour laquelle la concentration en protéines est plus élevée. 

Dans les fractions 7 à 10, la concentration en uranium pour l’échantillon de concentration 

0,5 mg.ml-1 est plus importante que pour l’échantillon de concentration 0,25 mg.ml-1. Suite 

à ces observations, il a donc été choisi de travailler avec une concentration à 0,5 mg.ml-1 

en protéines pour maximiser la quantité de complexe et la probabilité de leur détection au 

détriment de la qualité de la séparation par OGE (dans la mesure où le plateau de pH n’est 

pas tout à fait présent dans les fractions OGE riches en uranium). 

La contribution en uranium de la solution d’ampholytes porteurs et de l’échantillon après 

séparation OGE a été évaluée sur un extrait protéique de gonade femelle de poisson zèbre 

contaminé et est présenté dans la Figure 29 pour la solution Pharmalyte. La contribution 

en uranium des ampholytes porteurs est non négligeable, notamment dans les fractions 

basiques, fractions qui paraissent d’intérêt pour notre échantillon. 

 

Figure 29 : Apport d’uranium par les ampholytes porteurs (histogramme jaune) dans la distribution de 

l’uranium dans échantillon protéique de femelles contaminées non reproduites (histogramme bleu). 

Exemple de la séparation de 0,5 mg.ml-1 d’échantillon avec 1,5 % Pharmalyte. 
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En conclusion, ces développements ont permis de mettre en évidence que la séparation 

OGE est possible en tampon HEPES / sucrose, faiblement complexant de l’uranium et plus 

proche des conditions physiologiques de l’échantillon que le tampon acétate d’ammonium 

à 10 mmol.L-1. Pour les extraits protéiques de gonades, jusqu’à 0,5 mg.mL-1 de protéines 

ont pu être séparés en tampon 12,5 mmol.L-1 HEPES et 125 mmol.L-1 sucrose et en 

présence de 1,5 % d’ampholytes porteurs. La solution commerciale d’ampholytes porteurs 

utilisée pour les échantillons de gonades femelles est Biolyte, qui présente des propriétés 

plus intéressantes vis-à-vis des complexes U-protéine (constante de complexation et 

concentration en U plus faible). 

Le taux de recouvrement en uranium suite au fractionnement OGE a été évalué à 29 % et 

34 % pour les expérimentations à des concentrations en protéines de 0,25 mg.ml-1 et 0,5 

mg.ml-1, respectivement. Ce rendement correspond à une augmentation  de 10% par 

rapport aux travaux précédemment menés (Bucher et al. 2014), et ce, en combinant 

Biolyte et le tampon d’extraction HEPES/sucrose. 
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Chapitre V 

Résultats et discussions (partie 2) : Ecotoxicologie 
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5. Résultats et discussions (Partie 2) : Ecotoxicologie 

5.1.  Paramètres biologiques et bioaccumulation 

5.1.1. Indice de condition et indice gonado-somatique 

 

Les indices de condition et gonado-somatique ont été déterminés pour chaque poisson 

utilisé dans l’expérience afin de déterminer les femelles non reproduites dans le groupe 

des femelles reproduites, après reproduction. Les résultats sont présentés dans la Figure 

30. Pour cette expérience, les femelles et les mâles ont été mis à reproduire dans un 

même aquarium pour chacune des conditions témoins et contaminées. Les données de 

reproduction (nombre d’œufs pondus, taux de fertilisation et de survie des larve) n’ont pas 

pu être déterminés individuellement. Des travaux précédemment réalisés dans le cadre de 

la thèse de S. Bourrachot ont montré qu’il n’y avait pas de différence pour ces paramètres 

entre les conditions témoins et contaminés à 20 µg.L-1 (Bourrachot 2009). 

Une première observation est l’absence de différence pour ces deux indices entre les 

groupes témoins et contaminés de chaque condition étudiée (5j, 20j NR et 20j R). De plus, 

pour une même condition, une grande variation peut être notée pour les deux indices. Bien 

que les paramètres d’exposition aient été les plus homogènes possibles, cette variation 

montre la diversité interindividuelle des poissons. L’écart important de cet indice entre les 

poissons d’un même groupe est cohérent avec la stratégie de reproduction du poisson 

zèbre qui ne dépose qu’une partie des ovocytes matures, en quantité variable, lors d’une 

ponte. Suite à la période de fraie, l’indice gonado-somatique n’est pas significativement 

plus faible pour les femelles reproduites par rapport aux femelles non reproduites. 

Ces observations sont cohérentes avec des expériences précédemment réalisées dans des 

conditions similaires (Bourrachot 2009). Dans cette étude aussi, aucune différence pour les 

indices de condition et gonado-somatique n’avait été notée entre les femelles témoins et 

contaminées pendant 20 jours à 20 µg.L-1. De plus, suite à une période de reproduction de 

15 jours, l’indice gonado-somatique était plus faible pour les femelles reproduites, sans 

être significativement différent. 
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Figure 30 : Indice de condition (panneau A) et indice gonado-somatique (panneau B) pour chaque individu 

dans chaque groupe. Abréviations : T témoins, C contaminées, NR non reproduites et R reproduites. 

 

5.1.2. Dosage protéique dans les gonades 

 

Le dosage des protéines a été réalisé pour chaque individu sur l’extrait utilisé pour les 

analyses métallomiques et ne représentant donc que le contenu cytoplasmique, dépourvu 

des débris membranaires et du noyau. Les résultats, exprimés en concentration de 

protéines par masse de tissu, est donné dans la Figure 31. 

Les observations sont similaires à celles qui ont été dressées pour les indices de condition 

et gonado-somatique. La variation de concentration en protéines au sein d’un même 

groupe reflète la variation entre les individus, même dans des conditions expérimentales 

pouvant être considérées comme homogènes. De même, une concentration plus faible en 

protéine pouvait être attendue suite à l’évènement reproducteur du fait de la libération 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

T 5j NR T 20j NR T 20j R C 5j NR C 20j NR C 20j R

In
d

ic
e

 d
e

 c
o

n
d

it
io

n
 (

K
) 

A- 

0

5

10

15

T 5j NR T 20j NR T 20j R C 5j NR C 20j NR C 20j R

In
d

ic
e

 g
o

n
ad

o
-s

o
m

at
iq

u
e

 

B- 



 

128 
 

des ovocytes matures, riches en contenu protéique. Toutefois, du fait de la présence de la 

variété cellulaire au sein de l’organe d’une part et de la variation du nombre d’œufs 

pondus d’autre part, la différence entre les concentrations en protéines pour les femelles 

reproduites et non reproduite est faiblement notable pour les deux groupes, témoins et 

contaminées. 

 

Figure 31 : Concentration protéique (en µg de protéines par mg de gonades) pour chaque échantillon 

réparti par groupe. 

 

5.1.3. Accumulation de l’uranium dans les organes du poisson zèbre 

 

L’accumulation de l’uranium a été déterminée pour 7 parties du corps du poisson : 

l’épithélium branchial, l’arc branchial, le rein, l’ovaire, le muscle dorsal, le tube digestif 

et le reste du corps. La branchie a été divisée en deux parties, épithélium et arc branchial, 

car l’accumulation de l’uranium est différente entre ces deux tissus (Bucher 2013). Le 

dosage de l’uranium a pu être réalisé pour l’ensemble des individus, soit un nombre de 

réplicas biologiques par conditions de 5, minimum.  

Pour l’ensemble des organes, l’accumulation de l’uranium est significativement plus 

importante pour les individus contaminés (Figure 32), à l’exception de la condition 5j NR 

pour le rein. Les conditions contaminées 5j NR et 20j NR présentent une dispersion des 

valeurs de concentrations plus importante que la condition contaminées 20j R. Les 

différences statistiques (p < 0,05) ont été déterminées par tests Kruskal-Wallis et Wilcoxon 

post hoc par comparaison groupe à groupe pour chaque organe. Les différences sont 

indiquées pour p <0,05. Cette observation peut être expliquée par la différence entre les 
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populations de poissons zèbres utilisées pour l’expérimentation. En effet, le groupe des 

femelles non reproduites était constitué de femelles matures sexuellement. Le groupe des 

femelles reproduites était constitué de femelles matures sexuellement et ayant déjà été 

mise à reproduire une fois chez le fournisseur de poissons. Les deux groupes, bien que 

provenant de la même ponte, n’ont pas tout à fait les mêmes histoires de vie.   

Concernant l’accumulation de l’uranium dans les ovaires, les concentrations mesurées pour 

les témoins sont de 0,016 ± 0,006 µg.g-1, 0,054 ± 0,042 µg.g-1 et 0,043 ± 0,016 µg.g-1 pour 

les conditions d’exposition 5j NR, 20j NR et 20j R, respectivement. Aucune différence 

statistique n’a été observée sur l’ensemble des conditions témoins. Pour les poissons 

zèbres femelles contaminés, les concentrations mesurées sont significativement plus 

élevées avec 0,19 ± 0,19 µg.g-1, 2,1 ± 1,4 µg.g-1 et 0,96 ± 0,38 µg.g-1 pour les conditions 

d’exposition 5j NR, 20j NR et 20j R respectivement. Les concentrations mesurées sont en 

accord avec d’autres expériences réalisées pour la contamination de poissons zèbres à 20 

µg.L-1 d’uranium (Gombeau et al. 2016). Une dispersion importante des valeurs pour les 

conditions non reproduites peut être due à l’hétérogénéité des stades de maturation des 

ovocytes. En moyenne, le contenu en uranium de la condition « C 20j R » est 55% plus 

faible que celui de la condition « C 20j NR », mais cette différence n’est pas significative. 

Cette diminution est probablement due à une forme d’élimination consécutive à 

l’évènement de reproduction a déjà été montrée par Bourrachot et al, dans des conditions 

d’expositions similaires pour lesquelles la présence d’uranium a également été observée 

dans les embryons (Bourrachot 2009). 
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Figure 32 : Accumulation de l’uranium (µg/g, ps) dans les organes de poissons zèbres femelles. 

Abréviations : T témoins, C contaminée, 5j prélevée à 5 jours, 20j prélevée à 20 jours, R reproduite, NR 

non reproduite. n>5. Statistiques réalisées par tests Kruskal-Wallis et Wilcoxon post hoc groupe à groupe 

pour chaque organe. Les différences sont indiquées pour p <0,05. 
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5.2. Distribution de l’uranium dans les protéines de la gonade : une analyse SEC-ICP 
SFMS multi-élémentaire globale 

 

Les analyses par chromatographie d’exclusion stérique couplée à la spectrométrie de 

masse atomique à secteur magnétique, ont été menées sur l’ensemble des individus, sur 

une période consécutive de 2 semaines afin de limiter les variations instrumentales. La 

préparation non dénaturante des échantillons a systématiquement été réalisée individu par 

individu, à faible température (broyage sur glace et centrifugation à 4°C), 30 minutes 

avant le début de l’injection en chromatographie afin de limiter les risques de 

déstabilisation et dénaturation des complexes. Les métaux ont été mesurés par ICP SF MS 

(238U, 31P, 56Fe, 63Cu, 66Zn) et les protéines par absorbance UV à 280 nm. 

Ainsi, la répartition de l’U dans les protéines, pour les échantillons de gonades des 6 

groupes étudiés, a été comparée. Un exemple de chromatogramme pour chacune des 

conditions d’exposition « 5j NR », « 20j NR » et « 20j R est présenté dans les Figure 33, 

Figure 34 et Figure 35, respectivement. Les chromatogrammes des femelles témoins et 

contaminées sont disposés en vis-à-vis pour chaque condition d’exposition. L'analyse des 

chromatogrammes uranium (figures Figure 33-Figure 35, panneau A) permet de déterminer 

4 fractions en fonction de la masse moléculaire (MM) : haute MM > 600 kDa, 150-400 kDa, 

moyenne MM 10-40 kDa et faible MM <4 kDa. Les complexes de plus de 600 kDa sont plus 

susceptibles d'être des agrégats de protéines tandis que les complexes de moins de 4 kDa 

sont constitués de peptides ou de petites molécules organiques susceptibles d'interagir 

avec la phase stationnaire de la colonne (> volume total de la colonne) et de ne plus être 

éluées par rapport à leur masse moléculaire. 

En comparant les chromatogrammes de chaque métal pour l’ensemble des conditions, très 

peu de différences sont observées entre les différents échantillons. En effet, seul le pic 

des agrégats (> 600 kDa) n’est pas présent pour certains échantillons (exemple pour le fer : 

Figure 33-C’) mais cette observation n’est pas constante au sein d’une même condition. De 

plus, les conditions témoins 5j NR, 20j NR et 20j R présentent un bruit de fond plus élevé 

pour le cuivre (Figure 33-D, Figure 34-D et Figure 35-D) phénomène probablement dû à une 

contamination interne du spectromètre de masse, éliminée progressivement. 

Ces deux points mis à part, aucun pic supplémentaire, déplacement de pic ou disparition 

de pic, n’est observé suite à la contamination pour l’uranium ou pour les autres métaux 

étudiés. Ainsi, il semblerait notamment que, dans notre expérience où les poissons ont été 

exposés à des concentrations environnementales d’uranium, les protéines complexant 

l’uranium soient les mêmes chez les poissons témoins et contaminés. 
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Figure 33 : Exemple de chromatogrammes d’un extrait protéique de femelle témoin (panneau de gauche) 

et contaminée (panneau de droite) non reproduite contaminée pendant 5 jours. Chromatogrammes en U, 

P, Fe, Cu, Zn et UV pour les individus témoins (A à F respectivement) et contaminées (A’ à F’) 
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Figure 34 : Exemple de chromatogrammes d’un extrait protéique de femelle témoin (panneau de gauche) 

et contaminée (panneau de droite) non reproduite contaminée pendant 20 jours. Chromatogrammes en U, 

P, Fe, Cu, Zn et UV pour les individus témoins (A à F respectivement) et contaminées (A’ à F’) 
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Figure 35 : Chromatogrammes d’un extrait protéique de femelle témoin (panneau de gauche) et 

contaminée (panneau de droite) reproduite contaminée pendant 20 jours. Chromatogrammes en U, P, Fe, 

Cu, Zn et UV pour les individus témoins (A à F respectivement) et contaminées (A’ à F’). 
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En parallèle, une comparaison quantitative de la distribution des complexes uranium-

protéines a été réalisée pour l’ensemble des conditions. Pour ce faire, du fait de la 

dispersion de l’uranium accumulé dans les ovaires, la comparaison a été faite en utilisant 

la répartition relative de l’uranium sur l’ensemble des pics, c’est-à-dire en utilisant l’aire 

du pic divisée par l’aire totale du chromatogramme. Les résultats sont présentés dans la 

Figure 36. 

 

Figure 36 : Distribution relative des complexes U-protéine dans les extraits protéiques d’ovaires. Les 

groupes de rectangles ①, ②, ③, et ④ correspondent fractions de masses moléculaires >600 kDa, 150-

400 kDa, 10-40 kDa et <4 kDa respectivement. 

 

Pour l’ensemble des échantillons analysés, la fraction 3 concentre la majorité de 

l’uranium. La mesure du rapport de l’aire du pic sur l’aire du chromatogramme total 

permet de montrer que 87 ± 8 % de l’uranium est retrouvé dans cette fraction.  

En outre, une diminution de l’aire relative est observée pour les femelles témoins 

reproduites (81 ± 9 %) par rapport aux femelles témoins non reproduites 5j et 20j (87 ± 7 % 

et 88 ± 5 % respectivement). La même observation est obtenue pour les femelles 

contaminées reproduites (77 ± 10) par rapport aux femelles contaminées non reproduites 

5j et 20j (92 ± 2 % et 93 ± 3 % respectivement). Il semblerait donc que l’évènement de 

reproduction ait eu un effet sur la répartition de l’uranium. Une hypothèse permettant 

d’expliquer cette observation serait que le complexe (ou un des complexes) de la fraction 

3 serait principalement présent dans les ovocytes matures, libérés lors de la ponte. Les 

complexes présents dans les autres fractions seraient alors plutôt présents dans le tissu de 

soutien de la gonade ou dans des ovocytes non matures. 
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La répartition de l’uranium au sein de la gamme de masse moléculaire des protéines est 

différente de celle observée dans l’épithélium branchial de poissons zèbres contaminés 

dans des conditions similaires. Dans cette étude, l’uranium était principalement présent 

sous forme liée à de petites molécules <4 kDa, e.g. des peptides (fraction 6, Figure 37). 

Cette fraction pourrait être considérée comme peu toxique pour la cellule car des 

protéines détoxifiantes, telles que les métallothionéines (MT), sont présentes à ces faibles 

masses moléculaires (Geffard et al. 2010), même si la constante d’affinité U-MT n’est pas 

des plus élevées (Michon et al. 2010). Dans notre étude, l’uranium est lié à des protéines 

de masses moléculaires plus élevées, de 10 à 40 kDa, ce qui pourrait suggérer une toxicité 

de l’uranium dans les gonades par interaction directe avec ces protéines. De plus, de la 

même façon que dans notre étude, les cibles de l’uranium entre les poissons contrôles et 

contaminés à 20µg.L-1, semblent être les mêmes. Seule la concentration 250 µg.L-1 a 

entraîné une augmentation significative de la proportion de l’aire de la fraction 2 et une 

diminution significative de l’aire de la fraction 6.. 

 

Figure 37 : Distribution de l’uranium parmi six fractions de masses moléculaires définies à partir des 
chromatogrammes d’exclusion stérique d’extrait protéiques d’épithélium branchial de poissons zèbres 
contaminés à 20 µg.L-1 et 250 µg.L-1 pendant 3 jours (3d) et 30 jours (30d) (extrait de Bucher 2013, thèse 
de doctorat). 
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Figure 38 : Description des fractions et coélution. Exemple de chromatogrammes d’un extrait protéique de 

femelle contaminée reproduite. Chromatogrammes en U, P, Fe, Cu, Zn et UV (A à F respectivement). 

 

Ainsi, à partir des chromatogrammes en 238U, 4 fractions ont été déterminées (Figure 38, 

panneau A). La fraction 1 correspond à des complexes de haute masse moléculaire ou des 

complexes multiprotéines, supérieurs à 600 kDa, qui sont élués dans le volume mort. La 

fraction 2 est constituée de complexes de masse moléculaire comprise entre 150 et 400 

kDa. La fraction 3, composée de complexes de masse moléculaire de 10 à 40 kDa, 
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représente la fraction la plus riche en uranium pour l’ensemble des échantillons analysés. 

En fin de chromatogramme, la fraction 4 correspond à des complexes de petite taille, 

inférieure à 4 kDa, composée de peptides ou de petites molécules organiques. 

La détection multi-élémentaire par ICP SF MS permet d’observer une coélution de 

l’uranium avec le phosphore, le fer, le cuivre et le zinc. Le phosphore (Figure 38, panneau 

B) est présent exclusivement dans les 4 fractions définies sur la base du chromatogramme 

en uranium ce qui semble montrer une bonne correspondance entre les protéines 

contenant du phosphore et celles contenant de l’uranium. Cette observation est en accord 

avec la littérature : des études par chromatographie d’affinité sur métal immobilisé (IMAC) 

ont permis de montrer l’affinité de l’ion uranyle pour les protéines phosphorylées (Basset 

et al. 2008; Li et al. 2010). En revanche, il faut également noter que la fraction 3, 

majoritaire en uranium, n’est pas la plus riche en phosphore. Inversement la fraction 2, 

minoritaire en uranium, est la plus riche en phosphore. Ainsi, pour la fraction 3, la 

chelation pourrait être réalisée sur des sites non phosphorylés. En outre, la présence de 

groupement phosphorylées n’implique pas nécessairement la chélation avec l’uranium, le 

site doit également être accessible à la chelation. 

Le fer (Figure 38, panneau C) est principalement détecté dans la fraction 2, peu riche en 

uranium. Dans la fraction 3, le temps de rétention du pic d’élution du fer présente un 

décalage d’une minute par rapport au pic d’élution de l’uranium, avec des apex respectifs 

de 21,6 min et 22,6 min. 

Le chromatogramme du cuivre (Figure 38, panneau D) présente 6 pics au total dont 2 sont 

présents dans les fractions définies par la présence d’uranium avec des temps de rétention 

correspondant à ceux des pics d’uranium (fractions 2 et 3). 

Le chromatogramme du zinc (Figure 38, panneau E) montre que le zinc n’est pas détecté 

dans les fractions 2 et 3. Le métal est en revanche plus largement détecté dans la fraction 

4. Cette observation peut être expliquée par l’utilisation de l’HEPES en tant que tampon 

non dénaturant pour l’uranium mais qui présente une affinité pour le zinc. Le zinc des 

métalloprotéines aurait ainsi pu être complexé par l’HEPES lors de la préparation 

d’échantillon et élué dans le volume total lors de la chromatographie d’exclusion stérique 

(fraction 4). 

Le chromatogramme UV (Figure 38, panneau F) montre que les protéines sont 

principalement présentes dans la fraction 2, pour des masses moléculaires comprises entre 

150 et 400 kDa. Cette observation est en accord avec la littérature sur la biologie de 

l’ovaire chez le poisson zèbre. En effet, des auteurs ont montré que la vitellogénine, dont 



 

139 
 

la masse moléculaire correspond assez bien avec la fraction 2 (monomère 150 kDa et forme 

native 400 kDa), peut représenter jusqu’à 80% en masse du contenu protéique d’un 

ovocyte mature (Thompson and Banaszak 2002). Il est intéressant de remarquer que la 

fraction 3, la plus riche en uranium, ne présente pas de pic protéique dans ces conditions 

d’analyse. Deux hypothèses permettent d’expliquer cette observation : soit la 

concentration en protéines dans la fraction 3 est plus faible que la limite de détection de 

l’UV, soit les protéines de cette fraction ne possèdent pas d’acides aminés tryptophane ou 

tyrosine et ne sont par conséquent pas détectées à 280 nm. La détection UV à 225 nm, 

basée sur la détection des liaisons peptidiques n’a pas non plus permis d’observer de pic 

dans cette fraction. Elle a simplement conduit à la mise en évidence d’une augmentation 

du niveau basal du signal (Figure 39). L’uranium contenu dans la fraction 3 pourrait par 

conséquent être complexé par une protéine présente en « faible » concentration, 

possédant une forte constante d’affinité et un grand nombre de sites de complexation. 

 

Figure 39 : Détection UV à 225 nm (à gauche) et 280 nm (à droite) pour un échantillon « C 20j NR ». 

 

En conclusion, ces analyses SEC-ICP MS ont permis de définir un certain nombre de 

caractéristiques des complexes uranium-protéine (gamme de masse moléculaire, possible 

coélution avec des métaux). Toutefois, du fait de la faible résolution de la SEC, il a été 

choisi d’utiliser une seconde dimension de séparation afin de mieux séparer les complexes 

et ainsi pouvoir déterminer des protéines candidates à la complexation de l’uranium. Cette 

étude a été réalisée pour les deux conditions « C 20j R » et « C 20j NR » pour lesquelles la 

concentration en uranium est la plus importante afin de maximiser les chances d’observer 

des complexes. 
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5.3.  Analyse couplée OGE x SEC - ICP MS 

5.3.1. Cartographie des complexes métal-protéine chez le poisson zèbre 

 

Ainsi, les cartographies élémentaires ont été réalisées pour les conditions « C 20j NR » et 

« C 20j R » (Figure 40). Les cartographies « poissons zèbres contaminés reproduits » 

(Figure 40, partie gauche) et « poissons zèbres contaminés non reproduits » (Figure 40, 

partie droite) ont été obtenus respectivement pour un groupe de 7 et 6 échantillons. Le 

pool a été constitué par volume équivalent des échantillons et ajusté à une concentration 

en protéine de 0,5 µg.µL-1 pour les deux conditions. Ainsi, il est possible de comparer les 

cartographies pour les conditions contaminées reproduites et contaminées non reproduites. 

Cependant, la comparaison selon l’axe x (pH, fractionnement OGE) doit être prudente. En 

effet, entre les conditions « C 20j R » et « C 20j NR », de légères variations de pH 

(inférieur à 0.5 pH) peuvent être observées en raison de la composition protéique distincte 

des échantillons et donc de l’abondance relative de certaines protéines. De plus, la 

séparation en fonction du pH ayant permis d’obtenir 10 fractions en tout, il n’est pas 

possible de mesurer le volume des spots afin de comparer les concentrations en protéines 

et métaux des deux conditions. En conséquence, les comparaisons seront déterminées à 

partir de l’apex des spots (c’est-à-dire de l’apex du pic chromatographique correspondant 

au spot considéré dans la fraction OGE d’intérêt) ; les variations de pH inférieures à la 

différence entre deux fractions OGE consécutives ne seront pas considérées. 

Comme précédemment pour l’analyse 1D, deux comparaisons ont été menées : entre les 

cations métalliques, au sein d’une même condition expérimentale, pour étudier la 

coélution métallique, et entre les conditions, R et NR, pour un même élément (phosphore 

et uranium notamment) ou pour les protéines, afin d’observer l’impact de l’évènement de 

reproduction sur les complexes. Les cartographies du cuivre et du zinc ne sont pas 

présentées car aucun spot n’a pu être détecté. Deux raisons principales peuvent expliquer 

cette observation. Tout d’abord, les métaux ont pu être complexés par les ampholytes 

porteurs (Simo et al. 2006). De plus, la concentration en protéine est ajustée à 0,5 µg.µL-1 

avant injection pour le fractionnement OGE, ce qui représente une dilution de 

l’échantillon d’un facteur 4,2 et 4,6 pour les conditions femelles contaminées reproduites 

et femelles contaminées non reproduites, respectivement. Par conséquent, le signal du 

cuivre et du zinc, déjà proche du bruit de fond lors de l’analyse par chromatographie 

d’exclusion stérique n’est peut-être plus détectable. 
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Pour l’ensemble des cartographies élémentaires, une bande plus ou moins intense est 

observée dans la 2ème dimension à 28-30 min ; elle correspond au volume total de la SEC. 

Le signal correspond donc, comme précédemment, à des ions métalliques libres ou liés à 

de petites molécules (solvants, ampholytes porteurs, peptides, …). Cette bande n’a pas 

été considérée comme une zone d’intérêt pour les cartographies présentées. 

Trois spots « a », « b » et « c » sont visibles sur la cartographie de l’uranium pour la 

condition « femelles contaminées reproduites » (Figure 40 - A).  

Le spot « a », correspondant à la fraction 2 en SEC (Figure 38, panneau A), est caractérisé 

par un point isoélectrique (pI) variant de 6 à 8 et une gamme de masse moléculaire allant 

de 150 kDa à 400 kDa. Ce spot correspond au signal le plus intense en phosphore et en UV 

(Figure 40 - B et Figure 40 – D, respectivement). En revanche, alors que le 

chromatogramme SEC indiquait une possible coélution entre l’uranium et le fer dans la 

fraction 2 (Figure 38, panneaux A et C), les complexes métalliques du fer sont focalisés 

dans une fraction de pH plus acide par OGE et deux spots « d » et « f » (Figure 40– C), 

distincts du spot « a » de l’uranium, sont observés. 

Le spot « b » est le plus intense en uranium, il est caractérisé par un pI variant de 6 à 8, 

comme le spot « a » et une gamme de masse moléculaire de 10 à 40 kDa (Figure 40 – A). Ce 

spot coexiste avec le phosphore (Figure 40 – B) mais ne correspond à aucun signal UV 

(Figure 40 – D), comme observé par analyse SEC (Figure 38, panneau F). Pour ce spot 

également, comme préalablement suspecté lors de l’analyse SEC, le fer ne coélue pas avec 

l’uranium et est focalisé à un pH plus acide (spot « e », Figure 40 – C). 

Le spot « c » est caractérisé par un pI autour de 4 – 5 et une gamme de masses 

moléculaires variant de 80 à 150 kDa. Le signal en U est proche du bruit de fond pour la 

condition « femelles contaminées reproduites ». L’uranium coélue avec le phosphore mais 

pas avec le fer, le spot « f » du fer, présent dans les mêmes fractions OGE n’est pas 

localisé au même endroit que le spot « c », avec un temps de 17 min et 19 min, 

respectivement. 
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Figure 40 : Cartographies (pI x MM) des métaux (U, P, Fe) et des protéines (UV 280 nm) pour des poissons 

zèbres contaminés reproduits (panneaux A à D) et contaminés non reproduits (panneaux E à H) 

 

Pour l’uranium, l’intensité maximale du spot « b », le plus riche en uranium, est réduite 

d’un facteur 5 pour la condition « femelles contaminées reproduites » par rapport à la 

condition « femelles contaminées non reproduites » (Figure 40, cartographies A et E, 

respectivement). La même observation peut être faite pour les cartographies du phosphore 

(B et F). Ainsi, en plus de la coélution 2D de l’uranium avec une protéine contenant du 

phosphore, l’intensité du signal en uranium et en phosphore varie dans les mêmes 
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proportions en fonction de l’évènement de reproduction. Ceci conforte l’existence d’un 

complexe uranium-protéine de faible masse moléculaire contenant du phosphore, impliqué 

dans l’évènement de reproduction. 

L’intensité du spot « a » pour l’uranium est faible et constante entre les deux conditions. 

En revanche, le signal en phosphore et en UV décroit d’environ 40% pour la condition 

« femelle contaminée reproduite » par rapport à la condition « femelle contaminée non 

reproduite ». La forte intensité du signal en UV et phosphore dans la condition non 

reproduite ainsi que la variation d’intensité entre les conditions reproduites et non 

reproduites, permettent de supposer que la vitellogénine pourrait être l’une au moins des 

protéines constituant ce spot. En revanche, en l’absence de variation d’intensité du signal 

de l’uranium entre les conditions reproduites et non reproduites par rapport à celle du 

phosphore ou de l’UV, aucun lien entre l’uranium et cette protéine contenant du 

phosphore ne peut être directement établi. Deux hypothèses peuvent être formulées pour 

expliquer cette différence. La première hypothèse serait que l’uranium est complexé par 

une protéine différente de celle contenant du phosphore, le complexe uranium-protéine 

pourrait alors contenir ou non du phosphore. La seconde hypothèse serait que la protéine 

complexant l’uranium est bien la même protéine que celle contenant du phosphore mais 

que celle-ci existerait sous 2 formes, avec ou sans U, en fonction du type ou du 

compartiment cellulaire. La protéine et le complexe uranium-protéine ne seraient alors 

simplement pas présents au même endroit dans la cellule et ne subiraient donc pas le 

même devenir. 

Le signal en uranium pour le spot « c », observé pour la condition « C 20j R » n’est pas 

détecté pour la condition « C 20j NR » De même, le signal en phosphore n’est pas observé 

pour la condition « C 20j NR ». Cette absence de détection de spot pourrait être expliquée 

par un faible signal de départ et par la différence de contribution de ces protéines à 

l’extrait, en raison de la nature de la composition intrinsèque des deux types d’extraits 

dont la concentration a été ajustée. Ainsi, la proportion de protéine plus importante pour 

le spot « a » contrebalancerait celle pour le spot « c ». La condition « C 20j R », appauvrie 

en protéines du spot « a », permettrait de détecter les protéines présentes dans le spot 

« c ». Enfin, d’après ce résultat, on peut penser que les protéines présentes sous ce spot 

ne sont pas impliquées dans l’évènement de reproduction, comme par exemple des 

protéines de structure de la gonade ou présentes dans le tissu de soutien de la gonade. 

A l’issue de cette analyse, la caractérisation des cibles potentielles a été réalisée par 

spectrométrie de masse moléculaire ESI-FT MS à partir des fractions OGE afin d’optimiser 

le nombre de protéines identifiées. Cette étape n’a pas pu être directement réalisée sur 



 

144 
 

les fractions chromatographiques post OGE, du fait d’une incompatibilité entre la 

concentration protéique des fractions de SEC et l’analyse en spectrométrie de masse 

moléculaire, d’une part, et d’une incompatibilité entre le tampon d’élution de SEC et 

l’analyse en spectrométrie de masse moléculaire, d’autre part. Cette analyse a donc été 

réalisée sur chaque fraction OGE préalablement concentrée et digérée enzymatiquement. 

 

5.3.2. Détermination des protéines cibles potentielles de l’uranium dans les 
fractions OGE 

 

La détermination des protéines potentiellement complexantes de l’uranium a été 

effectuée sur la base d’un screening de l’ensemble des protéines détectées pour chaque 

fraction OGE ayant servi à produire les cartographies. Le nombre de candidats a ensuite 

été restreint sur la base de leur masse moléculaire théorique par rapport aux gammes de 

masse moléculaire d’intérêt, à savoir ceux des spots « a », « b » et « c » de la 

cartographie, riches en uranium. Dans un second temps, les protéines candidates retenues 

ont été comparées entre les conditions reproduites et non reproduites et discutées au 

regard des données de la littérature : soit des expérimentations précédemment réalisées 

sur les cibles de l’uranium, soit des informations sur la fonction biologique en lien avec des 

données d’études écotoxicologiques sur la contamination par l’uranium. 

 

Dans l’ensemble des fractions OGE, pour les conditions contaminées reproduites et 

contaminées non reproduites, plus de 200 protéines ont été identifiées. La liste complète 

des protéines identifiées dans les fractions OGE est présentée en Annexe 2. Dans cette 

liste, la vitellogénine a été identifiée dans la plupart des fractions OGE, cette observation 

est cohérente avec l’analyse protéomique sur gel décrite par la suite dans laquelle des 

spots identifiés vitellogénine sont présents sur la gamme de pH 3 à 10. Après séparation 

OGE, le plus grand nombre de peptides uniques attribués à la vitellogénine a été retrouvé 

pour les fractions les plus basiques. La liste des candidates, après restriction comme défini 

ci-dessus, est donnée dans le Tableau 18. 
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Tableau 18 : Identification des protéines par LC-ESI FT MS après digestion trypsique des fractions OGE. Les 

protéines ont été discriminées en fonction de leur masse moléculaire théorique. 

 

Dans le spot « a », deux familles de protéines ont été retenues comme candidates à la 

complexation de l’U. Les types I et II de la vitellogénine ont été identifiés par un grand 

nombre de peptides (142 à 268) pour un taux de couverture élevé (54 à 78%). Le nombre 

de peptides uniques, nettement plus faible (0 pour la vitellogénine 4 et 1 pour la 

vitellogénine 5) s’explique par la grande similarité entre les séquences en acides aminés 

des différentes isoformes de la vitellogénine de type I qui regroupe les vitellogénines 1, 4, 

5, 6 et 7. La vitellogénine 2, de type II, homologiquement moins proche des vitellogénines 

1, 4, 5, 6 et 7, notamment du fait de la présence d’un fragment supplémentaire (le facteur 

de Von Willebrand) (Finn and Kristoffersen 2007), présente un nombre plus important de 

peptides uniques. L’identification de la vitellogénine est également supportée par les 

informations de la cartographie : la coélution uranium/phosphore est cohérente avec la 

présence d’acides aminés phosphorylés au niveau de la sous-unité phosvitine de la vtg (MM 
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~ 11 kDa). De plus, la diminution de l’intensité du spot pour la cartographie des femelles 

reproduites par rapport à celle des femelles non reproduites est en accord avec 

l’accumulation de la vitellogénine dans les ovocytes matures, libérés lors de la ponte. 

Dans le spot « a », l’α-macroglobuline (A2M) a également été retenue comme candidate. 

Plusieurs isoformes de la protéine sont présentes chez le poisson zèbre, regroupées en 

deux lignées phylogénétiques. Des études ont montré que l’α-macroglobuline est un acteur 

de la défense immunitaire en tant qu’inhibiteur de protéase (Padhi et al. 2008). Son rôle a 

par ailleurs été prouvé dans le développement du foie durant l’embryogénèse (Hong and 

Dawid 2008). 

Dans le spot « b », plusieurs protéines et enzymes candidates identifiées ont été 

rapportées dans des études précédentes. Les enzymes superoxyde dismutase (SOD) et 

gluthation-S-transférase (GST) sont notamment impliquées dans les équilibres redox et 

peuvent être exprimées pour lutter contre le stress oxydant. Une superoxyde dismutase à 

Mn (SOD) et la GST ont également été proposées comme candidates à la complexation dans 

des études précédentes dans les branchies du poisson zèbre (Bucher et al. 2016) et 

l’hépatopancréas de l’écrevisse (Xu et al. 2014). La superoxyde dismutase identifiée ici est 

la superoxyde dismutase à Cu,Zn qui a un site métallique et des propriétés différentes. La 

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) est une enzyme impliquée dans le 

catabolisme énergétique et la production de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH). Le 

coenzyme NADH peut être utilisé pour régénérer la GST oxydée. La GAPDH peut ainsi 

également contribuer aux défenses cellulaires contre le stress oxydant. La GAPDH a été 

proposée comme candidate à la complexation dans une étude sur l’écrevisse (Xu et al. 

2014). Enfin, l’hémoglobine (Hb) a également été identifiée à deux reprises dans des 

études précédentes (Xu et al. 2014; Bucher et al. 2016). Cette protéine de transport de 

l’oxygène pourrait contribuer au transfert de l’uranium du sang vers les organes. La 

protéine identifiée « globine » n’est pas assez caractérisée biologiquement pour 

déterminer son activité. En effet, la famille des globines englobe des protéines telles que 

l’hémoglobine, la myoglobine ou la neuroglobine (Vinogradov et al. 2007). 

Parmi les nouvelles protéines identifiées, la malate déshydrogénase (MDH) est impliquée 

dans le métabolisme énergétique et la production de NADH (Minárik et al. 2002). Ainsi, au 

même titre que la GAPDH, la MDH peut également participer aux mesures antioxydantes de 

la cellule. En revanche, le facteur d’initiation 5A2, participant à la production des 

protéines, semble plus spécifique de la gonade et du développement embryonnaire. En 

effet, son implication a été mise en évidence dans la différenciation des organes chez la 

souris (Parreiras-E-Silva et al. 2010). La peptidylprolyl cis-trans isomérase (PPIase) fait 
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également partie des enzymes contribuant à la différenciation cellulaire (Schiene-Fischer 

2015). La protéine CNBPA (nucleic acid binding protein A) participe au développement de 

la tête et à la formation de la crête neurale du poisson zèbre (Weiner et al. 2011). 

Dans le spot « c », 2 protéines candidates ont été retenues. L’actine (actn) a été identifiée 

sur la base d’un seul peptide unique, au lieu de deux comme recommandé. Toutefois, 

après des investigations complémentaires, 6 des 11 peptides attribués à l’actine sont 

uniquement retrouvés parmi ses différentes isoformes. Ainsi, l’actine a été considérée 

comme complètement identifiée. Lors de l’étape de sélection des candidats, les masses 

moléculaires de la molécule seule, du dimère et du trimère ont été considérées. En effet, 

in vivo, l’actine est présente sous ces trois formes ou sous forme de filament (Sjöblom et 

al. 2008), les masses 42 kDa, 83 kDa et 125 kDa ont donc été prises en compte pour la 

détermination des candidats. Or, les masses du dimère et du trimère sont en bon accord 

avec la gamme de masse moléculaire du spot « c ». L’actine a déjà été proposée comme 

une cible possible de l’uranium dans les branchies du poisson zèbre (Bucher et al. 2016) et 

de l’écrevisse (Xu et al. 2014) après contamination ainsi qu’après criblage in vitro parmi 

des protéines de cellules rénales humaines (Dedieu et al. 2009). De plus, le cytosquelette, 

notamment composé de filaments d’actine est fortement remodelé lors du développement 

de l’ovocyte (Nukada et al. 2015) et des défauts dans la structure du cytosquelette de 

l’ovocyte ont déjà été mis en évidence par microscopie électronique chez des poissons 

zèbres exposés à une concentration élevée en uranium (Bourrachot et al. 2014). Cette 

cible est donc un candidat sérieux. Enfin, la dipeptidylpeptidase 3 identifiée pour ce spot 

constitue une nouvelle protéine candidate à la complexation. Cette enzyme dispose dans 

son site catalytique d’un domaine pouvant lier le zinc (Bateman et al. 2015). Un tel site 

pourrait aussi lier l’uranium (Basset et al. 2013). 

 

5.3.3. Conclusion partie métallomique 

 

A partir des cibles protéiques potentielles identifiées, plusieurs processus biologiques 

pourraient a priori être perturbés par la contamination même si la complexation de 

l’uranium n’induit pas nécessairement une perte d’activité de la protéine : lutte contre le 

stress oxydant (SOD, GST), transport de l’oxygène (Hb), cycle énergétique (MDH, GAPDH), 

structure (actn, A2M) ou développement embryonnaire (PPIA, CNBPA). 

De plus, parmi les protéines retenues comme candidates, plusieurs ont déjà été proposées 

dans des expérimentations précédentes (GST, Hb, …). Cette observation pourrait illustrer 
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un mécanisme générique de toxicité associé à une exposition à l’uranium avec en 

particulier la génération d’un stress oxydant. De nouvelles protéines candidates, plus 

spécifiques à la biologie de la gonade, pourraient, quant à elles, illustrer un mécanisme de 

toxicité plus spécifiquement lié à la reproduction. 

Cette étude a permis d’étudier la spéciation de l’uranium parmi les protéines de la gonade 

et de rechercher un effet direct de la contamination via la modification de la 

fonctionnalité des protéines complexées (métalloenzymes, …), perturbations de 

l’homéostasie des métaux essentiels mais aussi une possible transmission de ces complexes 

à l’embryon (spot b sur les cartographies de l’uranium).  

Toutefois, l’effet de l’uranium peut être indirect, une protéine complexant l’uranium, ne 

jouant plus son rôle, pourrait perturber les processus moléculaires dans lesquels elle est 

impliquée. Pour déterminer l’ensemble des processus biologiques impactés par une 

contamination en uranium, une analyse différentielle des protéomes des ovaires des 

femelles Danio rerio après les différentes conditions d’exposition a été réalisée. 

 

5.4. Etude protéomique des effets de l’uranium sur la gonade 

5.4.1. Analyse différentielle des protéomes de 4 groupes de poissons, témoins 
vs contaminées et reproduites vs non reproduites 

 

L’étude protéomique a été menée sur 16 individus, soit 4 réplicas biologiques pour les 4 

conditions d’exposition « T 20j NR », « T 20j R », « C 20j NR » et « C 20j R ». Parmi les 900 

spots détectés, 40 ont été choisis après analyse statistique (test de Student groupe à 

groupe). La sélection des spots a été réalisée à partir de l’intensité de chacun des spots. 

Ainsi, lors de la comparaison entre deux groupes, les spots présentant un ratio d’intensité 

supérieur à 2 (ou inférieur à 0,5) associé à une statique significative p<0.05 ont été 

sélectionnés. La position de ces spots dans le gel d’électrophorèse est indiquée dans la 

Figure 41. Les tendances associées pour chaque spot sélectionné sont reportées pour les 4 

conditions d’exposition dans le Tableau 19. 
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Figure 41 : Gel d’électrophorèse pour une femelle contaminée reproduite après analyse DIGE. Illustration 

des 40 spots d’intérêt (annotés en bleu) sélectionnés pour analyse par LC-ESI-FT MS. 
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Tableau 19 : Comparaison de l’expression des protéines groupes à groupes pour les 40 spots sélectionnés. 

(Symboles : ++ > 3 ; + > 2 ; - < 0,5 ; -- < 0,33) 

 

 

Les protéines d’intérêt ont été analysées par spectrométrie de masse haute résolution et 

identifiées par deux logiciels complémentaires SEQUEST et PEAKS, en utilisant la base de 

données Danio rerio GRCz10. SEQUEST a été utilisé pour une première identification, 

raffinée par l’analyse de novo des peptides par PEAKS pour augmenter le taux 

d’identification des protéines. Ainsi, 34 spots sur 40 ont pu être annotés, les spots n° 1, 2, 

30-32 et 40 n’ont pu être identifiés par spectrométrie de masse. Le spot est annoté à 

partir de l’identification croisée par les deux logiciels. La protéine identifiée avec la valeur 

de décision -logP la plus élevée est considérée comme la protéine principale du spot. Les 

identifications fondées sur l’identification d’un seul peptide n’ont pas été prises en 

compte et sont laissées à titre indicatif. Les résultats sont présentés dans le Tableau 20. 

Les variations différentielles de l’expression des protéines sont discutées par famille 
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protéique. Compte-tenu de l’existence de plusieurs fragments de la vitellogénine, la masse 

moléculaire théorique n’a pas été retenue. 

 

Tableau 20 : Protéines identifiées par LC-ESI FT MS pour les spots d’intérêt de l’expérimentation DIGE 

Spot Nom protéine 
Ref 

UniProt 
-10lgP 

Couverture 

(%) 

Nb 

Peptides 

Peptide 

Unique 

MM 

(kDa) 
Commentaire 

1         

2 
 

 
    

- 

 3 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 125.44 5 6 1 - vtg 

 
Phosphorylase, glycogen, liver (pygl) F8W5B8 65.61 4 2 2 98.5 

 4 Elongation factor 1 alpha (eef1a) F1QQW9 111.25 27 10 10 53.6 

 
 

Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 80.15 5 5 4 - 

 
 

Y box binding protein 1 A1A605 54.93 11 2 2 34.9 

 5 Elongation factor 1 alpha (eef1a) F1QQW9 111.76 22 8 8 53.6 

 
 

Vitellogenin 5 (vtg5) F1QHH9 107.69 6 7 1 - 

 
 

Y box binding protein 1 A1A605 68.41 11 2 2 34.9 

 
 

DEAD box helicase 6 (ddx6) E7FD91 56.23 6 2 2 53.9 

 6 Actin beta 1 (actb1) Q7ZVI7 158.03 47 14 1 41.8 
 

 
Vitellogenin 7 (vtg7) Q1MTC6 58.50 1 2 2 - 

 
7 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 194.01 12 16 2 - vtg dégradée 

 
Phosphoglycerate kinase 1 E9QF19 72.36 13 2 2 24.1 

 8 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 168.26 13 18 1 
 

vtg dégradée 

9 Actin beta 2 (actb2) Q7ZVF9 141.88 45 14 1 41.8 

 10 Zona pullicida glycoprotein 2 (Zp2) F1QJ26 53.75 6 2 2 47.4 

 11 Glycogenin 1a (gyg1a) Q6NV37 71.60 9 3 3 37 

 
12 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(gapdh) Q5XJ10 
110.42 16 4 4 35.8 

 
 

Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 90.26 4 5 1 - 

 13 Zona pullicida glycoprotein 2 (Zp2) F1QUS3 123.89 14 5 5 46.8 

 14 Ribosomal protein L6 (rpl6) Q567N5 88.27 11 2 2 30.5 

 
 

Guanine nucleotide binding protein (gnb2l1) O42248 76.93 20 4 4 35.1 

 15 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 106.56 6 8 8 - LvL 

 
RAN binding protein 1 (ranbp1) Q6NWK3 45.11 9 2 2 24.6 

 16 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 147.97 9 11 4 - LvL 

 
Actin beta 2 (actb2) Q7ZVF9 142.51 34 12 12 41.8 

 17 Vitellogenin 5 (vtg5) F1QHH9 112.75 5 7 0 - LvL 

18 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 128.59 9 10 2 - LvL 

19 Gluthation S-transferase mu (gtsm) A8KBR8 79.25 19 5 2 26.1 

 20 Vitellogenin 4 (vtg4) E9QFD8 63.23 4 5 4 - 

 21 Protein phosphatase 2 A beta (ppp2r1b) Q642H5 182.24 25 12 5 65.2 
 

 
Heat shock 60 protein 1 (hspd1) Q803B0 71.91 7 3 3 61.2 

 
22 Actin beta 1 (actb1) E9QD59 56.88 11 2 2 42 

 23 Vitellogenin 7 (vtg7) A0A0R4IUA0 101.72 5 7 7 - LvL 

24 Elongation factor 1 alpha 1 like 1 (eef1a1l1) Q92005 157.43 36 14 4 50 

 
 

Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 127.05 4 5 0 - 

 25 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 133.67 8 10 10 - LvL 

26 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 123.13 6 8 8 - LvL 

27 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 105.32 7 9 5 - LvL 

28 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 193.11 19 26 3 - LvH 

29 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 226.80 28 41 5 - LvH 
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5.4.2. Discussion autour des protéines identifiées 

 

Les activités biologiques des protéines sont présentes dans les sections suivantes. Des 

hypothèses quant aux effets de l’uranium sont proposées sur la base de l’expression des 

protéines. La vitellogénine et l’actine ont été identifiées à plusieurs reprises, 22 et 9 fois 

respectivement, dans les spots différentiellement exprimés. Une section est consacrée à 

chacune des deux protéines. La présentation des autres protéines a été organisée en 

fonction de leurs fonctions biologiques. 

 

5.4.2.1. La vitellogénine 

 

Des peptides spécifiques de la vitellogénine ont été identifiés dans 22 des 40 spots. 

Compte tenu des résultats de protéomique et de métallomique et du rôle majeur de cette 

protéine, une étude détaillée des séquences en acides aminés a été réalisé pour la 

vitellogénine. 

Dans notre expérimentation, la vitellogénine de type I est principalement observée, ce qui 

est en accord avec la littérature, sur gel d’électrophorèse (Tay et al. 2006; Gündel et al. 

2007) comme en phase liquide  (Groh et al. 2011). La vitellogénine est une protéine qui a 

été peu modifiée au cours de l’évolution, il y a très peu de modifications entre les 5 

vitellogénines de type I et donc peu de peptides uniques associés aux isoformes des 

vitellogénines de type I. Il est par conséquent difficile d’affiner davantage l’identification 

de la protéine (Finn et al. 2002). 

30         

31 
 

 
    

- 

 32         

33 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 196.54 28 37 3 - vtg 

34 Unknown - actin alpha F1RCB6 66.14 11 3 3 42 
 

35 Unknown - actin alpha F1RCB6 68.92 12 3 3 42 

 36 Actin beta 2 (actb2) Q7ZVF9 106.30 18 4 4 42 

 37 Vitellogenin 1 (vtg1) Q1LWN2 91.37 6 7 1 - LvH dégradée 

 
DEAD box helicase 6 (ddx6) E7FD91 62.80 11 3 3 53.9 

 
 

Actin alpha 2 (actn2) F8W3L1 41.72 17 4 4 37.5 

 38 Vitellogenin 4 (vtg4) F1RBA0 89.09 3 4 3 - LvH dégradée 

39 Actin alpha 2 (actn2) F8W3L1 89.87 18 4 4 37.5 

 40 
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Par ailleurs, le mode d’identification des protéines par spectrométrie de masse, via la 

détection de peptides uniques et la comparaison à une base de données traduites in silico 

des séquences ADN, ne permet d’obtenir que l’identification de la protéine entière mais 

pas de tenir compte des éventuels processus enzymatiques que la protéine aurait pu subir. 

En effet, chez le poisson zèbre, il existe 7 formes de la vitellogénine, codées par 7 

séquences d’ADN (Howe et al. 2013), synthétisées dans le foie (Wang et al. 2005; Hara et 

al. 2016). Après incorporation dans l’ovocyte, la vtg est clivée et dégradée par des 

enzymes. Chez le poisson zèbre, les sous-unités sont les lipovitellines lourdes (LvH) et 

légères (LvL) et la phosvitine (Pv) (Wang et al. 2005). Ainsi, pour l’identification 

« vitellogénine », l’ensemble des données ont été raffinées sur la base de la couverture 

peptidique de la séquence en acides aminés et de la masse moléculaire évaluée sur la base 

de la migration au sein du gel d’électrophorèse. Ce travail a permis de raffiner les 

identifications déterminées comme « vitellogénine » en première approche (Figure 42). 

 

Figure 42 : La vitellogénine et les 5 fragments déterminés par la couverture peptidique et l’évaluation de 

la masse moléculaire des spots. 

 

La protéine est identifiée « vtg » si sa masse moléculaire est proche de 150 kDa et lorsque 

des peptides couvrant l’ensemble de sa séquence en acides aminés ont été identifiés. La 

dénomination « vtg dégradée » indique que des peptides couvrent les séquences LvL et LvH 

de la vtg mais que la masse moléculaire est plus faible (environ 40 kDa) que celle de la 

protéine entière (150 kDa). La protéine est identifiée LvL ou LvH si les peptides identifiés 

couvrent uniquement la séquence en acides aminés correspondante et que la masse 

moléculaire déterminée à partir du gel est en accord avec la masse moléculaire théorique. 

L’identifiant « LvH dégradée » indique que les peptides identifiés sont uniquement 

retrouvés dans la séquence de la LvH mais que la masse moléculaire est plus faible 

qu’attendue. L’identification raffinée est donnée dans le Tableau 21 et est reportée dans 

la Figure 43. 
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Tableau 21 : Raffinement de l’identification des vitellogenines 

Spot Identification 

3 LvH 

7 Vtg dégradée 

8 Vtg dégradée 

15 LvL 

16 LvL 

17 LvL 

18 LvL 

23 LvL 

Spot Identification 

25 LvL 

26 LvL 

27 LvL 

28 LvH 

29 LvH 

33 Vtg 

37 LvH dégradée 

38 LvH dégradée 

 

Figure 43 : Identification de la vitellogénine et de ses fragments parmi les spots d’intérêts. Le signe « - » 

indique que la protéine est sous-exprimée dans les conditions contaminées par rapport aux témoins, le 

signe « + » que la protéine est surexprimée. En orange la comparaison pour les conditions reproduites et 

en rouge pour les conditions non reproduites. 
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L’image du gel d’électrophorèse, ici celle obtenue à partir d’un échantillon de femelle 

contaminée reproduite, a été comparée avec les données de la littérature sur l’étude 

protéomique des différents stades de développement de l’ovocyte (Ziv et al. 2008), 

ovocytes primaires et prévitellogéniques, ovocytes vitellogéniques et ovocytes matures, 

Figure 44). Cette comparaison permet de montrer que le contenu protéique étudié est 

principalement composé de protéines d’ovocytes vitellogéniques (C). En conséquence, les 

différences observées par l’étude protéomique sont principalement présentes au niveau 

des ovocytes aux stades de développements les plus avancés. 

 

 

Figure 44 : Comparaison de protéomes : extrait de gonades (présente étude, A) et extrait d’ovocytes 

primaires et prévitellogéniques (B), vitellogéniques (C) et matures (D) extrait de (Ziv et al. 2008). 

 

La plupart des spots « vtg » de faible masse moléculaire, i.e. LvL (n° 15, 16, 17, 18 25, 26, 

Figure 43) et vtg dégradée (n° 7 et 8) sont plus faiblement exprimés chez les femelles 

contaminées par rapport aux témoins. En revanche, les spots « vtg » de haute masse 

moléculaire « vtg» (n° 3) et LvH (n° 28, 29) sont plus fortement exprimés pour les femelles 

contaminées. Ces deux observations vont dans le même sens où moins de « dégradation » 

de la vtg aurait lieu après une contamination à l’uranium. Une activité enzymatique 
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pourrait être perturbée chez les poissons contaminés impactant les étapes de maturation 

de la vtg, c.à.d. leur coupure enzymatique. 

Les spots 37 et 38, correspondant à de la « LvL dégradée » sont plus intenses chez les 

femelles contaminées reproduites par rapport aux échantillons de femelles contaminées 

non reproduites mais ne présentent pas de différence d’intensité entre les conditions 

d’exposition témoin et contaminé. Ils ne semblent donc pas liés à un effet observable suite 

à la contamination. 

 

Chez le poisson zèbre, la vitellogénine est présente dans le sang sous forme d’un dimère 

protéique chargé en lipides, phosphore, sucres et cations (Tyler et al. 1996; Arukwe and 

Goksøyr 2003). Après l’internalisation dans l’ovocyte, la vitellogénine subit une série de 

coupures enzymatiques qui libère son contenu et ses sous-unités protéiques (Figure 45). 

Elle est réalisée par la cathépsine D, qui libère les fragments protéiques lipovitelline 

chaîne lourde, lipovitelline chaîne légère et phosvitine (Hara et al. 2016). L’uranium 

pourrait entrainer une performance moindre de cette lyse enzymatique de la vtg au niveau 

du lysosome de la gonade chez les femelles contaminées. Ce défaut d’activité enzymatique 

peut être expliqué par interaction de l’uranium avec le site catalytique de l’enzyme ou 

avec le site de coupure de la vtg. 

 

 

Figure 45 : Incorporation et lyse de la vitellogénine au niveau de l’ovocyte. D’après (Hara et al. 2016) 
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L’observation d’une perturbation de la maturation de la vitellogénine est cohérente avec 

celle d’une mortalité accrue chez les juvéniles à la même concentration en uranium (S. 

Bourrachot, thèse 2009). La vitellogénine, ressource nutritionnelle principale chez la larve, 

pourrait être moins disponible, car insuffisamment dégradée lors de la maturation de 

l’ovocyte. Autrement dit, un ovocyte contaminé pourrait ne pas être aussi mature qu’un 

ovocyte témoin pour une même période de temps de maturation. D’autre part, les produits 

de dégradation de la vitellogénine ne sont pas seulement des apports nutritifs. En effet, la 

LvH présenterait par exemple des propriétés antibactériennes chez les larves de poissons 

zèbres en se liant aux bactéries et activant la phagocytose (Liang, Hu et al. 2016). L’étape 

de maturation de la vitellogénine est donc particulièrement importante pour le 

développement de l’embryon. 

Cependant, le nombre de spots de vitellogénine modifiés entre les femelles contaminées 

et témoins est relativement faible devant l’abondance de spots protéiques (encadrés 

Figure 44) présents et changeant au cours de la maturation des ovaires du poisson zèbre. Il 

semblerait que l’effet de l’uranium, à la concentration d’exposition utilisée, soit plutôt 

ténu sur l’expression des protéines. Il parait donc difficile d’attribuer uniquement les 

effets reprotoxiques de l’uranium à un défaut de maturation de la vitellogénine. 

 

5.4.2.2. L’actine 

 

Des peptides de l’actine ont été identifiés dans 9 spots. Deux spots sont différentiellement 

exprimés entre les femelles contaminées reproduites par rapport aux témoins : le spot n°6 

est plus intense pour les femelles contaminées, à l’inverse, le spot n°9 est moins intense. 

La masse moléculaire des protéines correspondant à ces deux spots, évaluée à partir de la 

migration dans le gel, est en accord avec celle de la protéine entière (42 kDa). La 

différence de migration entre ces deux spots pourrait être due à des modifications post-

traductionnelles. Parmi les femelles non reproduites, un spot est plus intense chez les 

contaminées par rapport aux témoins (n°22). La masse moléculaire de la protéine du spot 

est inférieure à 26 kDa, ce qui signifie que la protéine identifiée pourrait en fait être un 

fragment de l’actine. Quatre spots sont plus intenses chez les femelles contaminées 

reproduites par rapport aux non reproduites (n° 34, 35, 36, 39). Sur la base de la migration 

dans le gel, ces spots correspondraient à des fragments de l’actine (n°34 et 39) ou bien à 

de l’actine liée à d’autres protéines (n°35 et 36). Enfin, l’actine a été identifiée dans deux 

spots en commun avec la vitellogénine (n°16 et 37). Cette observation pourrait indiquer 
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une interaction entre ces deux protéines. Cependant, l’homologie de séquence entre les 

différentes formes d’actines ne permet pas l’identification précise des isoformes d’actine 

et par conséquent la détermination exacte des mécanismes perturbés. 

Au niveau des cellules d’une manière générale, la polymérisation et la dépolymérisation 

des filaments d’actine sont des processus biologiques importants pour le maintien de la 

structure cytoplasmique ou dans les échanges de signaux intracellulaires. Pour l’ovocyte en 

particulier, lors de sa croissance vitellogénique, la structure des filaments d’actine est 

considérablement remodelée, surtout à proximité de la membrane cellulaire où les 

échanges moléculaires avec les cellules folliculaire sont importants. 

Les mécanismes impliquant l’actine sont assez mal compris mais les variations de la 

structure ont pu être montrées par imagerie par fluorescence en temps réel (Nukada et al. 

2015). Les auteurs montrent que dans les stades prévitellogéniques (I et II), le réseau 

d’actine est organisé en une fine couche visible dans la région corticale, qui constituera le 

futur chorion. Ce réseau se réorganise lors de la croissance vitellogénique avec une 

distribution plus large des filaments d’actine dans la zone sous-corticale où les vésicules 

vitellines s’accumulent. Ce remodelage de la structure de l’ovocyte est directement lié à 

la génération des vésicules vitellines. Ainsi, lors de cette étape où l’ovocyte absorbe un 

contenu maternel important (vtg du sang mais aussi facteurs de croissances et signaux 

hormonaux via les cellules folliculaires), le réseau d’actine subit des modifications 

importantes. Or, des défauts dans la structure des ovocytes, en particulier à l’interface 

« ovocyte-cellules folliculaires » ont été identifiés après exposition à l’U (250 µg.L-1 en 

uranium) par microscopie électronique (Bourrachot et al. 2014). 

L’actine peut également provenir des cellules de soutien. En effet, au niveau des cellules 

folliculaires, le cytosquelette d’actine est également très développé. Zampolla et al ont 

montré un maillage hexagonal des filaments d’actines servant d’encrage aux mitochondries 

(Zampolla et al. 2011) qui participent à l’effort énergétique important de l’ovocyte dans 

sa production de protéines et de mARN. La structure externe de l’ovocyte est 

particulièrement importante pour sa croissance car elle est le lieu d’intense échange de 

protéines et d’hormones via les microvillosités. Une modification dans cette structure 

pourrait donc perturber ces échanges énergétiques, nutritifs, protéiques et hormonaux. 
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5.4.2.3. Enzymes GST et GAPDH 

 

La glutathion S-transférase, présente dans les compartiments cytosolique, mitochondrial et 

microsomal, possède une activité détoxifiante via sa capacité à lier le glutathion (Habig et 

al. 1974). Une quantité élevée en glutathion S-transférase peut par conséquent être 

considérée comme un indicateur de dommages cellulaires. La GST est considérée comme 

un biomarqueur et a été récemment utilisée pour étudier les effets de polluants chimiques 

sur des poissons zèbres adultes et dans les stades précoces de développement (Oliveira et 

al. 2009). Dans notre expérimentation DIGE, la « glutathion S-transférase µ3 » est 

surexprimée d’un facteur 3 chez les poissons zèbres contaminés reproduits par rapport aux 

témoins reproduits. L’activation de la GST est un mécanisme de détoxification qui pourrait 

intervenir au niveau de l’ovocyte et/ou des cellules folliculaires en réponse au stress 

métallique de l’uranium. 

La GAPDH est surexprimée d’un facteur 2 (spot n°12) chez les femelles contaminées 

reproduites par rapport aux témoins. L’action de cette enzyme impliquée dans le 

catabolisme énergétique, résulte en la production de NADH utilisé dans le cycle de la 

glycolyse. Lors d’une contamination métallique, le NADH peut être utilisé pour la 

régénération des enzymes réductrices impliquées dans la lutte contre le stress oxydant, 

notamment la glutathion S-transférase (Agarwal, Zhao et al. 2012). 

Ainsi, la double observation d’une surexpression de la GST et de la GAPDH va dans le sens 

de l’hypothèse d’un stress oxydant généré par l’uranium. 

 

5.4.2.4. Autres protéines 

 

La sérine/thréonine phosphatase, i.e. phosphatase PP2A, est surexprimée chez les 

femelles contaminées reproduites par rapport au témoin. La phosphatase PP2A joue un 

rôle important dans le développement, la prolifération cellulaire et dans la régulation d’un 

grand nombre de voies de signalisation (Shi 2009). Des effets délétères, comme 

l’observation d’une déstructuration du cytosquelette, ont été montrés dans le cas d’une 

sous-expression de cette enzyme (Carneiro et al. 2015; Zhou et al. 2015). En revanche, le 

cas d’une surexpression de cette phosphatase n’a pas été rapporté. Cette surexpression 

peut être expliquée par deux hypothèses : soit l’enzyme est surproduite suite à un 
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stimulus, soit le taux de dégradation de l’enzyme est plus faible chez les individus 

contaminés. 

La protéine ZP2 est surexprimée d’un facteur 2,4 chez les femelles contaminées 

reproduites par rapport aux témoins. Cette glycoprotéine est présente au niveau la zone 

pellucide (ZP), à l’interface entre l’ovocyte et les cellules folliculaires. Les protéines de la 

famille des « egg envelope ZP » sont impliquées dans l’intégrité de la membrane de l’œuf 

et comme récepteur des spermatozoïdes. Cependant, il n’y a pas d’étude ayant montré un 

effet d’une contamination métallique sur cette protéine. Ainsi, comme pour l’enzyme 

PP2A, il est difficile de relier la surpression de la protéine avec un effet de l’uranium. 

La protéine Ef1α a été identifiée dans le spot n°24 et présente une expression plus faible 

chez les femelles contaminées non reproduites par rapport aux témoins. Cette protéine est 

une sous-unité du complexe facteur d’élongation 1 qui est impliqué dans la synthèse de 

polypeptides au niveau des ribosomes et qui régule son activité (Sims Iii et al. 2004). Des 

auteurs ont par ailleurs montré que le facteur d’élongation 1-alpha interagit avec l’actine 

et sert de point d’ancrage, de nœud dans le réseau d’actine. La protéine est très 

conservée au cours de l’évolution ce qui montre son importance tant au niveau de 

l’activité traductionnelle que dans le maintien de l’intégrité du cytosquelette (Deschamps 

D. et al. 1991; Pittman et al. 2009). 

La protéine Ef1α1α 42sp50 identifiée dans les spots 4 et 5 est un facteur d’élongation 

spécifiquement retrouvé dans les ovocytes. Ces spots sont surexprimés chez les femelles 

contaminées reproduites par rapport aux femelles témoins (facteur 2,6 et 2,4 

respectivement). L’activité ribosomale de cette protéine est plus faible que Ef1α et la 

protéine est en théorie uniquement présente dans les stades prévitellogéniques 

(Deschamps D. et al. 1991), non matures. Ainsi, la surexpression de cette protéine chez les 

individus contaminés pourrait être cohérente avec l’hypothèse d’un défaut de maturation 

des ovocytes, évoqué pour la vitellogénine. 

Les protéines qui n’ont pas été présentées en gras ont été identifiées en commun avec une 

autre protéine pour le spot considéré. En l’absence d’analyse quantitative par 

spectrométrie de masse, il n’est pas possible de déterminer l’abondance de ces protéines 

dans le spot. Une description de ces protéines est proposée dans le paragraphe suivant. 

Ces protéines sont regroupées en trois fonctions biologiques : développement, synthèse 

protéique et production d’énergie. HSP60 (« heat shock protein 60 ») a été mise en 

évidence dans les activités de développement cellulaire et de régénération tissulaire (Qin 

et al. 2009). RANBP1 (« RAN binding protein 1 ») est impliquée dans le développement 
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embryonnaire et son activité a pu être localisée dans les organes lors des premières heures 

de développement (Mangos et al. 2001). Deux protéines, « phosphoglycerate kinase » 

(PGK1) et « glycogen phosphorylase » (PYGL) intervenant dans le cycle de production 

d’énergie par glycolyse (Breton et al. 2006) ont été identifiées. Enfin, plusieurs protéines 

impliquées dans la synthèse des protéines ont été mises en évidence. La protéine « Y-box 

binding protein » (YBX1) intervient dans la transcription de l’ADN. La « guanine nucleotide 

binding protein » (GNB2l1) est une protéine ribosomale qui agit en tant que récepteur à la 

protéine kinase C pour la signalisation du ribosome (Nilsson et al. 2004). La « glycogenin 

1a » (GYG1a) intervient dans la biosynthèse des protéines en catalysant la liaison de sucres 

(Breton et al. 2006). La protéine « DEAD box helicase » (DDX6) est principalement 

exprimée lors de l’ovogénèse et intervient en réprimant la traduction de protéines. Cette 

protéine est activée pour permettre l’accumulation des ARNm maternels dans l’ovocyte 

qui seront traduits plus tard pendant le développement embryonnaire. 

 

5.5. Synthèse des approches métallomiques et protéomiques 

5.5.1. Cas de la phosvitine 

 

Les deux approches, protéomique et métallomique, ont été mises en œuvre afin 

d’observer les effets de l’uranium au niveau de l’expression des protéines d’une part et au 

niveau de la complexation de l’uranium par les protéines d’autre part. Ces deux approches 

complémentaires ont mis en évidence un certain nombre de cibles protéiques pouvant être 

regroupées en plusieurs fonctions biologiques principales : réserve physiologique, lutte 

contre le stress oxydant, protéine de structure, catabolisme énergique, biosynthèse ARN et 

protéines, transport de l’oxygène et développement embryonnaire (Tableau 22). Il est 

intéressant de remarquer que plusieurs protéines ont été identifiées par les deux 

approches (VTG, GST, ACTN, GAPDH), ce qui permet de supposer que ces protéines 

pourraient être perturbées par la contamination à l’uranium. De plus, plusieurs protéines 

ont également été identifiées dans deux études métallomiques précédentes de la 

contamination par l’uranium (SOD, GST, ACTN, GAPDH, Hb). 

En revanche, ces approches bien que complémentaires semblent omettre une des cibles 

privilégiées de l’étude. En effet, sur la base de l’approche métallomique (l’uranium se 

lierait principalement à une ou plusieurs protéines de masse moléculaire variant à 10 à 40 

kDa, contenant du phosphore et principalement présente dans des ovocytes matures), il 

est possible de proposer la phosvitine, un fragment richement phosphorylé de la 
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vitellogénine, en tant que candidate principale à la complexation de l’uranium. De plus, 

des études in vitro de quenching de fluorescence ont mis en évidence que la phosvitine de 

poulet est effectivement susceptible de lier l’uranium. Toutefois, malgré les différentes 

techniques analytiques utilisées, il n’a pas été possible d’identifier formellement la 

phosvitine. Cette protéine possède en effet la caractéristique de contenir environ 50% de 

sérines phosphorylées, ce qui réduit le nombre d’acide aminés communément retrouvés 

dans les protéines et dont les caractéristiques sont utilisées pour la détection non 

spécifique de ces protéines (Figure 46) (Howe et al. 2013). 

AFLLKLREILDTEAKNAPVSSESSSSRNSRSSSSRSTSTSTSSSSSSSSSSSSSSSSSMSSSRMSKTATIIEPFRKFHKDRYL

AHHSATKDTSSGSAAASFEQMQ 

Figure 46 : Séquence en acides aminés du fragment phosvitine de la vitellogénine 1 de poisson zèbre. 

La séquence en acide aminés de la phosvitine ne contient pas de tryptophane, acide aminé 

généralement présent dans les protéines et dont la longueur d’onde d’absorbance λ = 280 

nm est utilisée pour la détection des protéines en spectrométrie UV. Le tryptophane 

présente également les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission (λexcitation = 280 nm et 

λémission = 325 nm) utilisées en spectrométrie de fluorescence. Cette protéine ne peut pas 

non plus être marquée par les cyanines NHS ester pour les expériences sur gel du fait de 

l’absence d’acide aminés lysine. Enfin, la phosvitine n’est pas détectable par 

spectrométrie de masse conventionnelle (Tay et al. 2006). En effet, le grand nombre de 

modifications post-traductionnelles (ici de groupements phosphorylés) donne une charge 

globale négative à la protéine. Or, les protéines sont détectées en mode positif le plus 

souvent. De plus, le nombre de modifications post-traductionnelles est trop important pour 

être pris en compte par le logiciel d’identification de protéines, les nombres de 

modifications étant généralement limités à un maximum de 5. La détection et 

l’identification de cette protéine requerrait donc l’utilisation de techniques de 

spectrométrie de masse dédiées telles que la phosphoprotéomique. En conclusion, malgré 

l’absence d’identification formelle par spectrométrie de masse, la phosvitine reste une 

candidate probable à la complexation de l’uranium car les absences de détection sont 

cohérentes avec la structure de la protéine. 

 

 

5.5.2. Complémentarité des approches métallomique et protéomique dans le 
cadre du projet 
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A partir de ces deux approches et du support de la littérature, plusieurs mécanismes 

biologiques impliqués dans la toxicité de l’uranium peuvent être proposés. L’uranium 

semble présenter un mécanisme assez générique de stress oxydant mis en lumière dans 

plusieurs études métallomique (Xu et al. 2014; Bucher et al. 2016) ou toxicologiques 

(Barillet et al. 2007; Gagnaire et al. 2014). De plus, en fonction de l’organe, plusieurs 

fonctions biologiques semblent être affectées du fait de l’affinité que l’uranium peut avoir 

pour certaines protéines ou enzyme. L’uranium pourrait ainsi perturber directement ou 

indirectement des fonctions biologiques (biosynthèse, transport de l’oxygène, 

développement embryonnaire). 

 

Tableau 22 : Comparaison des cibles identifiées dans la gonade de poisson zèbre par approches 
protéomique et métallomique, mise en évidence des cibles également identifiées lors des études menées 
sur la branchie du poisson zèbre (Bucher et al. 2016)(a) et la branchie et l’hépatopancréas de l’écrevisse 
(b) (Xu et al. 2014) 

Fonction biologique Gonade (protéomique) Gonade (métallomique) Autres organes 

Réserve physiologique VTG VTG 
 

Stress oxydant GST SOD, GST SODab, GSTab 

Structure ACTN, ZP2 ACTN ACTNab 

Energie GAPDH, PGK1, PYGL GAPDH, MDH GAPDHb 

Biosynthèse 
 

Ef1α, Ef1α1α, YBX1, 
DDX6, GYG1a, GNB2l1 

 
Transport oxygène 

 
Hb Hba 

Développement 
embryonnaire 

PP2A, RANBP1, HSP60 
 

A2M, FI5A2, PPIase, 
CNBPA 

  

Sur la base des données métallomiques et protéomiques, un schéma de synthèse est 

proposé en Figure 47. Synthétisée dans le foie, la vitellogénine, très phosphorylée, 

pourrait complexer l’uranium lors du transport de la protéine par le sang et permettre 

l’entrée de l’uranium, comme le calcium et le fer, dans l’ovocyte (Arukwe and Goksøyr 

2003). Suite à l’entrée médiée par des récepteurs spécifiques, la vitellogénine est 

séquestrée dans les vésicules vitellines où elle subit une maturation enzymatique libérant 

ses sous-unités protéiques et son contenu lipidique et ionique (Hara et al. 2016). Cette 

étape pourrait également libérer l’uranium au sein de la cellule. Deux voies de toxicité de 

l’uranium pourraient alors être mises en œuvre, l’une via le stress oxydant comme dans le 

cas de contaminant métallique (Goulet et al. 2011), l’autre plus spécifique des processus 

biologiques nécessaires au développement et à la maturation de l’ovocyte. L'existence de 

cette seconde voie est supportée par les observations combinées des protéines impliquées 

dans ces processus, candidates à la complexation (métallomique) dont l’expression est 
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modifiée (protéomique) suite à la contamination. La complexation de l’uranium pourrait 

donc perturber trois processus biologiques : maintien de la structure, production d’énergie 

et lutte contre le stress oxydant. De plus, ces trois processus peuvent s’influencer 

indirectement. En effet, l’intégrité du réseau d’actine est importante pour les échanges 

protéiques et hormonaux entre l’ovocyte et les cellules folliculaires. Le réseau de ces 

dernières est étroitement lié aux capacités de production d’énergie nécessaires au 

développement de l’ovocyte (Zampolla et al. 2011). Une partie de la production d’énergie 

est également utilisée pour la lutte contre le stress oxydant. De plus, lors d’un stress 

oxydant, des voies de production d’énergie moins efficaces sont activées pour augmenter 

la production de substrats (NADH) nécessaire au fonctionnement des enzymes de lutte 

contre le stress oxydant (Agarwal et al. 2012). Ces mécanismes pourraient être activés au 

détriment des besoins énergétiques consacrés à la biosynthèse des ARNm et des protéines, 

très sollicitée pour constituer les réserves de l’ovocyte. En retour, la perturbation de 

l’activité de synthèse peut avoir des effets indirects sur l’ensemble des fonctions 

biologiques de l’ovocyte, notamment la production d’enzymes et protéines nécessaires à la 

maturation de l’ovocyte et au développement de l’embryon. Une mauvaise qualité des 

réserves nutritives en plus d’un contenu protéique insuffisant pourraient ainsi être à 

l’origine de la reprotoxicité (Drevnick and Sandheinrich 2003) avec une possible 

répercussion sur la mortalité des embryons futurs. 
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Figure 47 : Hypothèse de mécanismes moléculaires liés à la contamination de l’uranium. 
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Conclusions générales et perspectives 
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Ces travaux de thèse ont permis d’étudier plus finement la spéciation biologique de 

l’uranium ainsi que les effets moléculaires associés, après internalisation dans les ovaires 

de poissons zèbres exposés par voie directe à des concentrations environnementales 

réalistes rencontrées dans des milieux aquatiques sous influence de rejets de mines 

uranifères. 

Pour ce faire, à partir des développements précédemment réalisés dans le cadre du 

programme ST MALO pour l’étude des complexes uranium-protéines en condition non 

dénaturante, de nouveaux développements analytiques complémentaires ont été menés. 

Au niveau de la préparation d’échantillon, l’objectif était d’identifier la fraction enrichie 

en protéines, en particulier en vitellogénine contenue dans les vésicules vitellines. 

L’ensemble des optimisations a montré que la centrifugation à 900 g était la plus 

pertinente dans notre étude. Au niveau de la technique OGE, des développements 

analytiques pour le fractionnement par focalisation isoélectrique ont permis une 

augmentation du taux de recouvrement en uranium d’une part (~ 30 % contre ~ 20 % dans 

les études précédentes (Bucher et al. 2014)), et l’utilisation du même tampon 

physiologique et non dénaturant que pour l'extraction des protéines, d’autre part. 

Les études de distribution de l’U ont été menées, à l’échelle individuelle, dans les organes 

et dans les protéines du cytoplasme des ovaires. Au niveau de l’organe, le dosage de 

l’uranium a permis de montrer que la gonade est un organe bioaccumulateur, avec une 

concentration significativement plus élevée chez les femelles contaminées par rapport aux 

témoins. L’étude de la distribution de l’uranium sur les protéines par SEC-ICP MS a montré 

que près de 90 % de l’uranium est complexé par des protéines de masse moléculaire 

comprise entre 10 et 40 kDa, quelles que soient les conditions d’expositions. Cette 

protéine impliquée dans le complexe pourrait également être principalement présente 

dans les ovocytes matures. De plus, la coélution entre l’uranium et des protéines 

contenant du phosphore a été mise en évidence. Enfin, d'après les différences R/NR, ces 

protéines pourraient être plus abondantes dans des ovocytes matures, libérés lors de la 

reproduction. 

L’approche métallomique a permis d’identifier des protéines susceptibles de complexer 

l'uranium et de mettre en évidence que certaines d'entre elles (SOD, GST, GAPDH, …) 

avaient déjà été proposées comme cibles de l’uranium dans d’autres organes (branchies de 

poisson zèbre (Bucher et al. 2016), hépatopancréas d’écrevisse (Xu et al. 2014)) ; ceci 

semblerait suggérer un mécanisme générique de toxicité de l’uranium, en particulier via la 

génération de stress oxydant, déjà mis en évidence chez le poisson zèbre par d'autres 

méthodes (Gagnaire et al. 2014). Cette étude a également permis d’identifier de nouvelles 
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cibles (VTG, MDH, …), ce qui pourrait indiquer une autre voie de toxicité plus spécifique de 

la gonade. 

De façon complémentaire, les résultats issus de l’approche protéomique ont pu montrer 

que plusieurs processus biologiques étaient perturbés : réserve physiologique, lutte contre 

le stress oxydant, structure, production d’énergie, biosynthèse des protéines et 

préservation des ARNm et développement embryonnaire. De plus, près des deux tiers des 

protéines dont l'expression est modulée ont également été proposées comme cibles 

potentielles de l’uranium par l’approche métallomique, ce qui suggèrerait un effet direct 

par complexation de l’uranium, qui pourrait entraîner une perturbation de la fonction de 

ces protéines. 

En synthèse, une proposition de mécanisme impliquant les différentes fonctions 

biologiques perturbées a été présentée. Dans ce mécanisme, la vitellogénine jouerait un 

rôle important dans l’entrée de l’uranium dans la cellule, ce qui pourrait affecter d’autres 

fonctions biologiques directement par complexation de l’uranium avec les protéines ou 

indirectement en perturbant les interactions entre les protéines et produisant des espèces 

réactives de l’oxygène. Cette perturbation liée à la contamination pourrait résulter en une 

maturation incomplète de l’ovocyte, ce qui pourrait conduire à un défaut de reproduction 

et expliquerait la reprotoxicité de l’uranium. 

 

En perspectives, il pourrait être intéressant de transposer cette double approche, 

métallomique et protéomique, aux embryons. Ainsi, il pourrait être possible de déterminer 

si les cibles protéiques et les mécanismes proposés (perturbation du développement 

embryonnaire, faible qualité des réserves vitellogéniques) sont effectivement la cause de 

la reprotoxicité observée chez le poisson zèbre après contamination. L’identification de 

ces mécanismes de reprotoxicité, de l’ovocyte à l’embryon, pourrait permettre de 

comprendre les effets de l’uranium sur la génération suivante, et d’appréhender les 

conséquences à l’échelle d'une population. 

Un autre point de recherche pourrait être de comparer les résultats de ces études en 

laboratoire menées sur un poisson modèle avec des études sur des poissons autochtones 

contaminés in situ, dans leur environnement sous influence de mines uranifères. En effet, 

si les mécanismes biologiques principaux de reprotoxicité peuvent être retrouvés parmi les 

différentes espèces de poissons, le mode de reproduction peut être différent (reproduction 

synchrone ou asynchrone) ; c’était le 3ème volet du projet NEEDS-TARGETS qui n’a pas pu 

être abordé (hormis la collecte d’échantillons de gardons rutilus rutilus et quelques 
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analyses préliminaires). Dans le cas d’une étude de contamination chronique in situ sur 

plusieurs générations d’individus, des mécanismes d’adaptation des organismes à la 

contamination seraient également à prendre en compte. 

En perspective analytique, il serait intéressant d’étudier la détection et l’identification 

des complexes uranium-protéines par spectrométrie de masse non dénaturante. En plus du 

défi de la préservation des complexes dans le vide de l’appareil, cette analyse 

nécessiterait une forte sensibilité afin de détecter des traces de complexes dans un 

échantillon protéique. Toutefois, les informations telles que la preuve de complexation de 

l’uranium par la protéine, la possibilité de déterminer la stœchiométrie du complexe voire 

sa constante de complexation, pourraient s’avérer utile pour comprendre le devenir de 

l’uranium au sein de la cellule et élucider des mécanismes de toxicité associés. 
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Annexe 2 : liste des protéines OGE 
 

Liste des protéines identifiées dans les fractions OGE d’un mélange d’extrait de poissons zèbres 

contaminés non reproduits. 

Les protéines sont regroupées par famille et sont identifiées par leur numéro d’accession à partir de 

la base de données Ensembl. Les fractions sont numérotées 1 à 10 avec leur pH associé, les nombres 

indiqués dans les colonnes correspondantes correspondent au nombre de peptides identifiées dans 

la protéine. 
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Les protéines sont regroupées par famille et sont identifiées par leur numéro d’accession à partir de 

la base de données Ensembl. Les fractions sont numérotées 1 à 10 avec leur pH associé, les nombres 

indiqués dans les colonnes correspondantes correspondent au nombre de peptides identifiées dans 

la protéine. 
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