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Caractérisation du danger
des substances a I’aide d’outils

bIO|OquueS invitro et in vivo et application
a la biosurveillance de I’environnement aquatique

SELIM AiT-aissA,

U n tres grand nombre de substances
chimiques issues des activités
humaines agricoles, urbaines ou indus-
trielles, est rejeté dans les milieux aqua-
tiques et contribue a une contamination
croissante des ressources en eau. Ces
polluants sont retrouvés a des concentra-
tions parfois tres faibles, ce qui rend diffi-
cile leur détection et I'évaluation de leurs
impacts. Un des défis actuels en écotoxi-
cologie consiste a développer des outils
sensibles qui permettent une évaluation
du devenir et des effets des polluants
chimiques dans la biospheére. Les outils
biologiques basés sur le mécanisme d'ac-
tion toxique des substances apparaissent
particulierement adaptés pour répondre a
ces exigences. A travers I'exemple des
polluants perturbateurs endocriniens (PE),
nous décrivons ici les outils in vitro et
in vivo mis en place a I'INERIS et leur uti-
lisation combinée pour caractériser le
danger des substances, les niveaux de
contamination des milieux ainsi que les
effets biologiques chez le poisson in situ.

Etudes in vitro et

in vivo des meconlsmes
d’action des PE

Les perturbateurs endocriniens sont des
substances chimiques d’origine naturelle
ou anthropique, susceptibles de modi-
fierle fonctionnement du systeme endo-
crinien et de provoquer des effets néfas-
tes sur la santé d’un organisme ou de sa
descendance. Les PE appartiennent a des
classes chimiques diverses (stéroides
naturels et synthétiques, alkyl phénols,
dioxines, pesticides, plastifiants, etc.) et
sont présents dans les eaux de surface,
les sédiments ou les rejets de stations
d’épuration. L'un des mécanismes primai-
res importants qui initie leur toxicité
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Principe des tests

in vitro utilisés pour
mesurer l’activité PE
des substances ou
de mélanges

réside dans leur capacité a se lier aux
récepteurs des hormones et a perturber
I'expression des genes médiée par ces
récepteurs.
Des modeles cellulaires utilisant des
génes rapporteurs luminescents ou fluo-
rescents ont été développés, en partie
en collaboration avecI'unité INSERM 540.
Ces testsin vitro permettent une mesure
simple de la capacité des substances a
se lier aux récepteurs nucléaires et a
induire/inhiber une réponse génique
(Fig. 1). Les récepteurs ciblés dans nos
études sont les récepteurs des cestro-
génes (ER), des androgénes (AR) et de
la dioxine (AhR). Du fait de leur simpli-
cité d'utilisation, ces tests sont tout a
fait adaptés au criblage de substances
ou d’'échantillons environnementaux.
D’autres mécanismes de perturbation
endocrinienne sont liés a une altération
de certaines enzymes impliquées dans la
synthese des hormones stéroidiennes. Des
systemes in vitro plus ou moins complexes
(fractions microsomales de cerveau et
d’ovaires de poisson, lignée cellulaire
@ @ @ suite page 26
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Le graphique montre I'effet

de l'cestradiol, la testostérone

et la dioxine sur l’activation

des récepteurs des cestrogenes
(ER), des androgenes (AR) et

de la dioxine (AhR) respectivement
dans les cellules MELN, MDA-kb2

et PLHC-1.
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humaine) sont ainsi utilisés pour évaluer
I'effet des polluants sur I'activité d’aroma-
tisation des androgenes en cestrogénes
(activité P450 aromatase).

Un criblage systématique de 30 pesticides
a l'aide des modeles cellulaires a ainsi
permis d'identifier des substances capables
d’interagir avec différentes cibles molé-
culaires comme les récepteurs des cestro-
genes, des androgenes et de la dioxine
et/ou de moduler I'activité aromatase
dans les cellules JEG-3 (Laville et al, 2004).
Une cinquantaine de substances envi-
ronnementales de natures diverses (pesti-
cides, métaux, HAPs...) ont également été
testées sur microsomes pour leur capacité
a inhiber Iactivité aromatase de poisson
(Brion et al, 2004b). Parmi les produits
testés, les pesticides a noyau imidazole
(ex. propiconazole, prochloraz, clotrimazole)

Cibles moléculaires et tissulaires
des PE chez le poisson.
L’exposition in vivo permet de
prendre en considération I’effet
direct des molécules sur
I’expression des genes au sein des
tissus cibles (ex. vitellogénine
(Vtg) dans le foie) et/ou leurs
effets indirects via une altération
de la synthése des hormones
gonadotropes (GTHs)

ou stéroidiennes (cestradiol E2) en
modulant par exemple I’activité
aromatase (Aro) dans le cerveau
et les ovaires.

et le mercure apparaissent les plus actifs
dans ce test. Ces résultats montrent que ces
polluants sont des PE potentiels via diffé-
rents mécanismes d’action et soulevent
la question de leurs effets in vivo.

In vivo, la mesure de |'expression de genes
et de protéines hormono-régulés permet
d’évaluer et de caractériser le potentiel
cestrogénique des substances chimiques
(Brion et al, 20043). Il s'agit en particulier
d’étudier les effets des polluants sur
I'induction d’une protéine hépatique, la
vitellogénine (Vtg), et I'expression des cyto-
chromes P450 aromatases (Aro) dans le
cerveau et les ovaires qui jouent un role
prépondérant dans le développement et
la reproduction des poissons (Fig. 2). Cette
approche in vivo permet en outre de

prendre en compte des facteurs biologiques
importants (métabolisme, bio-accumula-
tion, stade de développement et sexe de
I'organisme) dans le cadre de I'évaluation
des effets. Des essais en cours menés
chez le poisson zébre ont ainsi permis de
confirmer les effets de certaines substan-
ces identifiées actives par les essais in vitro.
C'est le cas, par exemple, d'un fongicide, le
clotrimazole, qui est capable de perturber
les activités aromatases dans le cerveau
et les ovaires du poisson zébre adulte.

Evaluation des PE in situ
Les outils in vitro et in vivo développés au
laboratoire trouvent également leur applica-
tion dans la biosurveillance de I'environne-
ment en permettant :

® de caractériser les sources de pollution
(e.g. effluents) et le devenir des polluants
dans 'eau et les sédiments,

® d'étudier leur biodisponibilité et leurs
effets chez les populations de poissons a I'aide
de mesures de biomarqueurs. Par exemple,
la présence de molécules cestrogéniques
au sein de mélanges environnementaux
comme des effluents de stations d'épuration
ou des extraits organiques d’eaux et de sédi-
ments de rivieres a été mise en évidence sur
des sites impactés par différents types de
pollution : agricole, industrielle et/ou urbaine
(Ait-Aiissa et al, 2004 ; Michallet-Ferrier et al,
2004 ; Pillon et al, 2005). Ces effets biolo-
giques sont également retrouvés chez des
poissons (chevaine, épinoche) capturés sur
les sites étudiés (Brion et al, 2002).

Cette approche bio-analytique est actuelle-
ment envisagée a plus large échelle pour
le suivi de la qualité de I'eau, notamment
dans le cadre du réseau hydrobiologique
piscicole en collaboration avec le Conseil
Supérieur de la Péche (CSP). Par ailleurs, si
les tests in vitro s'averent efficaces pour
détecter la présence de molécules actives
dans les mélanges, ils ne sont pas suffisants
pour identifier précisément les polluants
responsables des activités mesurées. Dans
ce but, I'utilisation conjointe de méthodes
de fractionnement d’échantillons ou de
concentration bio-spécifique de ces molé-
cules (Pillon et al, 2005) couplées & des
méthodes d'analyses physico-chimiques
est envisagée.



Conclusion

Les outils biologiques basés sur le méca-
nisme d’action toxique des substances
répondent aux besoins actuels d’évaluation
de la contamination des milieux dont le
suivi et I'amélioration de la qualité des eaux
potables et la préservation des ressources
en eau (actions prioritaires du Plan National
Santé Environnement et de la Directive
cadre sur I'Eau). Leur capacité de criblage
et de détection des polluants d'intérét
(éco)toxicologique et de leurs effets sur les
écosystemes en font des outils intéressants

UN DES DEFIS ACTUELS
EN ECOTOXICOLOGIE
CONSISTE A DEVELOPPER
DES OUTILS SENSIBLES

QUI PERMETTENT UNE

EVALUATION DU DEVENIR
ET DES EFFETS DES
POLLUANTS CHIM\IQUES
DANS LA BIOSPHERE.

tant pour une évaluation du risque a
priori des substances (au laboratoire)
que pour la biosurveillance de la qualité
des milieux aquatiques. e
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