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armi les substances émergentes, il est maintenant

admis que les substances actives pharmaceutiques

et leurs métabolites sont impliqués dans la conta-

mination des masses d’eau. Les premiéres publica-
tions démontrant leur présence dans les milieux aquatiques
datent des années quatre-vingt. Depuis, avec les progres de
I'analyse physico-chimique, la présence de nombreuses
classes de médicaments a été mise en évidence dans I'envi-
ronnement, comme les contraceptifs, les bétabloquants, les
antiépileptiques, les anti-inflammatoires, les antibiotiques,
ades concentrations allant dung/L au pg/L dans les eaux de
surface ousouterraines [A]. Plusieurs sources de contamina-
tion sont clairement identifiées incluant les rejets des stations
d’épuration urbaines, des établissements de soin, des éle-
vages ainsi que des établissements industriels [JTtel. Dans
les écosystemes aquatiques, ces substances chimiques
induisent des effets surles especes autochtones en interagis-
sant avec des processus physiologiques variés, comme la
synthese des hormones, la reproduction ou les mécanismes
de défense contre le stress oxydant. Des études récentes
montrent que des expositions chroniques a différents prin-
cipes actifs sont susceptibles d’affecter les populations. On
peut citer par exemple les impacts du diclofénac sur la
population de vautours en Inde [B] ou de I'éthinylestradiol
sur le vairon téte de boule [C]. Les connaissances scienti-
fiques sur ce sujet restent toutefois parcellaires devant la
diversité des molécules et de leurs mécanismes d’action.
Face aux préoccupations grandissantes autour de la conta-
mination des milieux parles médicaments et des effets asso-
ciés, les ministeres en charge de'écologie et de la santé ont
mis en place un plan d’action surles résidus de médicaments
dansl’eau. L'un des objectifs de ce dernier est d’approfondir
les connaissances sur le devenir et les effets des médica-
ments dans 'environnement afin d’'améliorer I'évaluation
des risques sanitaires et environnementaux de ces molé-
cules. LINERIS s’est engagé dans cette thématique a travers
un certain nombre d’études a différents niveaux d’organi-
sation biologique allant de I'’étude du mécanisme d’action
des substances sur des organismes non-cibles jusqu’a des
études d'impact de rejets industriels sur les populations de
poissons.
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Caractérisation in vitro/in vivo des substances
pharmaceutiques sur le systéme endocrinien
Létablissement de modeles in vitro avec gene rapporteur dans
deslignées poisson comme lalignée ZFL (lignée dérivée d'hé-
patocytes de poisson zebre) offre un outil de choix pour cribler
et étudier l'activité de polluants chimiques sur les récepteurs
nucléaires stéroidiens dansle contexte cellulaire spécifique du
poisson zebre. L'intérét de ce modele a précédemment été
montré a travers I'étude de 'activation sélective des récep-
teurs des cestrogenes de poisson zebre (zfER) par desligands
chimiques dans différentes lignées exprimant le géne rappor-
teur luciférase sous controle des différents sous-types de zfER
[D]. LINERIS, en collaboration avec I'équipe de P. Balaguer
(Inserm U896, Montpellier), envisage de développer plus avant
le modele ZFL afin de disposer d'un ensemble cohérent de
lignées « génerapporteur» exprimant des récepteurs de pois-
son. Une fois établis, ces nouveaux modeles in vitro seront
validés avec un panel de substances de référence et d’échan-
tillons environnementaux afin d’évaluer leur application
potentielle, d'une part, pour le criblage de molécules dans un
contexte réglementaire (i.e. en lien avec les lignes directrices
del’OCDE sur'évaluation des perturbateurs endocriniens) et,
d’autre part, pourla détection dansl'environnement de molé-
cules actives sur ces récepteurs.

Alaide delalignée de poisson zebre transgénique cypl9alb-
GFP, développée et caractérisée en partenariat avecl'université
de Taiwan et I'Irset™ [E], 'INERIS a mis au point un test sur
embryon basé sur l'activation de la GFP sous le controle du
promoteur du gene cypl9alb strictement ER-régulé. Ce test
rapide, sensible et spécifique, qui permet de détecter in vivo
l'activation du gene de l'aromatase dans le cerveau des pois-
sons au cours de leur développement, réagit a un large panel
deligands [F]. Ce test sur embryon est utilisé pour caractériser
le potentiel perturbateur endocrinien de polluants aquatiques
émergents. Parmi eux, un projet spécifique a été engagé dans
le cadre du programme ANR-Contaminants environnement
etsanté (ANR PROOFS, coordinateur F. Brion) sur les proges-
tatifs de synthese.

Outrele géne del'aromatase B, 'Instituta d’ores et déja démon-
tré que d’autres genes cibles de la stéroidogenese, impliqués
dans la biosynthese des androgenes et des cestrogenes gona-
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diques, étaient des cibles moléculaires de composés PE. C'est
le cas des génes cypl7al [G], cypllcl [H] oucypl9ala[I]. A ce
jour, trois lignées de poissons zebres exprimant des rappor-
teurs fluorescents respectivement sous le contréle du promo-
teur du gene cypllcl, cypl7al etcypl9alaont été développées
et sont en cours de caractérisation afin de déterminer dans
quelle mesure ces lignées peuvent étre utilisées pour étudier
I'impact de composés chimiques, dont certains pharmaceu-
tiques. Au cours del'année 2013, deuxlignées exprimantla GFP
sous le controle du promoteur cypl7al et sous le contrdle du
gene gsdf (un gene régulé par les androgenes) devraient étre
construites. A terme, 'INERIS devrait disposer de cing lignées
complémentaires de poissons zebres transgéniques.

Les effets des médicaments mis en évidence sur des orga-
nismes modeles dansle cadre d’étude de recherche oude pro-
cédures d’évaluation des substances médicamenteuses
peuvent étre confrontés aux effets évalués sur des organismes
non modeles dans des conditions plus réalistes d’exposition.
C’est 'un des objectifs du programme DOREMIPHARM
financé parl’Agence nationale de sécurité dumédicament, qui
vise a évaluer, en laboratoire mais également en mésocosmes,
les effets de molécules médicamenteuses préoccupantes vis-
a-vis de différentes fonctions physiologiques (i.e. reproduction,
gestion del'’énergie, immunité, transmission del'information),
chez I'épinoche (Gasterosteus aculeatus) et la moule zébrée
(Dreissena polymorpha).

Comprendre la contamination

des milieux et ses effets

Parallelement, les bio-essais développés initialement dans le
cadre deI'évaluation du danger des substances (lignées cellu-
laires etlignées de poissons transgéniques) sontintégrés dans
une démarche bioanalytique en couplage avec des outils
physicochimiques, dans un contexte de biosurveillance des
milieux aquatiques. Un axe important de développement
concerne 'utilisation de ces bio-essais dans une démarche
EDA et pour la détection de composés perturbateurs endocri-
niens sur des extraits organiques issus de matrices environne-
mentales complexes (sédiments, extraits de POCIS)
(programmes européens EDA-EMERGE et SOLUTIONS).
Limplication de 'INERIS dans différents projets collaboratifs
lui a permis d’appliquer ses outils et sa démarche dans dif-
férents contextes environnementaux: caractérisation de
I'état de contamination de différents sites et stations d’épu-
rations urbaines (P190-ECOPI), efficacité de traitements
tertiaires et de stations pilotes pour le traitement d’eaux
usées (ANR-ECOTECH ECHIBIOTEB, ANR-CD2I PANACEE),
effet du rayonnement UV et solaire sur la contamination
d’effluents (Anses-TOXSTEP). Parmi les résultats significa-
tifsissus de ces projets, notons I'identification de nouveaux
types de PE tels que les androgeénes dans des stations d’épu-
ration urbaines [J] ou encore des stéroides synthétiques
dans uneriviere en aval d'un rejet industriel [K].

Suite alamise en évidence d’effets de type perturbateurs endo-
criniens chez des poissons vivants dans un cours d’eau rece-
vant les effluents d’'un établissement impliqué dans la
fabrication de matieres premieres pharmaceutiques [L], une

Figure 1
Sources potentielles de contamination
des milieux par des substances pharmaceutiques.
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actionaétéinitiée afin d'évaluerlesimpacts potentiels autour
d’autres sites industriels. Les campagnes d’échantillonnages
réalisées dans ce contexte ont mis en évidence des effets bio-
chimiques ou histologiques en adéquation avec l'activité des
sites étudiés. Cette étude se poursuit afin de proposer, in fine,
une stratégie de surveillance des effluents intégrant une
dimension relative aux effets biologiques.

Conclusion

Les résultats obtenus par I'INERIS et ses partenaires contri-
buentaunemeilleureidentification des dangersliés aux subs-
tances médicamenteuses et pourront ainsi nourrirles travaux
qui seront menés au niveau européen pour la mise en ceuvre
d’'une approche stratégique de la pollution de l'eau parles pro-
duits pharmaceutiques.
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ABSTRACT

Recently, considerable interest has developed regarding
the presence of pharmaceuticals in the environment, but
so far the potential ecological effects associated with the
presence of these compounds have been largely ignored.
The information available on the ecotoxicology of these
compounds is weak, and traditional endpoints in current
test regimes do not capture the typical mode of action

of these biologically active substances. INERIS Risk Chronic Division is
engaged in this area through different programs from mechanistic studies

of the mode of action of certain class of contaminants to evaluation of the
impact of industrial effluents to the ecosystem, especially fish populations.
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