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RESUME

Résumé

Cette étude décrit la mise en place méthodologique et la comparaison de deux bioessais in vitro en
microplaques pour détecter des contaminants à activité toxique analogue à la dioxine (composés
dioxin-Iike ou DL) dans des échantillons complexes comme des extraits organiques de sédiments.
Les bioessais proposés sont basés sur la mesure par fluorescence de l'induction de j'activité 7­
éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) dans des lignées cellulaires (cellules PLHC-1 et H4I1E) qui
expriment de maniére endogéne le récepteur de la dioxine (AhR ou aryl hydrocarbon receplor). La
comparaison des réponses des deux bioessais à des molécules modéles (dioxines, PCS-DL, HAP)
et à différents extraits de sédiments montre que les deux bioessais sont globalement équivalents,
même si des différences de sensibilité à certaines familles de contaminants sont notées.
L'application des outils dans le cadre du réseau de contrôle et de surveillance montre une
corrélation avec les analyses chimiques des HAPs, bien que les composés analysés ne
contribuent que pour une partie de l'ensemble des activités toxiques mesurées par le bioessai. Il
n'existe pas de corrélation quantitative avec les teneurs en PCS indicateurs pour les 10 sites
investigués . L'étude suggére enfin l'occurrence de composés DL sur certains sites du Nord de la
France, composés actuellement non pris en compte par les données analytiques disponibles.

Mots clés---_ ._ .._-------------------------
Composés analogues de la dioxine, bioanalyse, sédiments de riviére, bassin Artois-Picardie, PCS­
DL
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ABSTRACT

Abstracts

Two in vitro bioassays based on induction of 7-ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD) in cultured
cells (PLHC-1 and H411E cell Iines) have been eslablished and compared towards i) the
characterization of dioxin-like potency of several organic contaminants (PAHs, PCBs, dioxins) and
ii) the detection of dioxin-Iike compounds (DLC) in organic extracts of sediments sampied from
various river stations. The comparative study showed that the Iwo bioassays were overall
equivaient to highlight the activity of studied the chemicals and to detect bioactive compounds in
complex mixtures, although some differences in terms of response sensilivity were noted for
certain class of compounds. Application of the bioassays to 10 sediment samples from the RCS
(Réseau de Contrôle et de Surveillance) showed significant correlation be!ween toxic activities of
samples and the analyses of priority PAHs, albeit mass balance calculation indicated that analyzed
PAH contributed only to a part of the activities detected by the bioassays (on a toxic-equivalent
quantities basis). No quantitative correlation was noted be!ween toxic activities and the sum of
concentrations of indicator PCBs. Finally, the bioassays analyses suggested the occurrence of
dioxin-like compounds at some impacted sites, which cornpounds were not included in priority
analyses.

Key words (lhematic and geographical area)
gi~)(Ï!l_:lik~ CO~E~)LJ!1~_s.,~iC:><.l!1<.lII'~_i~c!i\l~~.~.~~!~_~n.~i\_rt.~~~!,ic:<.l!~i~~<l~~rs.~~~L!,ç.~:!J~ _.._.._ ...._
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1. GLOSSAIRE

AhR

Bioanalyse in vitro

CYP1A

Composés « Dioxin­
like» ou DL

EROD

HAP

PCB

PLHC-1 , H411E

TCDD

Récepteur des hydrocarbures (Aryl hydrocarbon Receptor) ou
récepteur de la dioxine

Détection in vitro de molécules cibles sur la base de leur mécanisme
d'action toxique à l'aide de bioessais utilisant des lignées cellulaires
en culture

Cytochrome P450 1A, enzyme responsable du métabolisme oxydatif
de xénobiotiques hydrophobes comme les HAP, dioxines

Molécules ayant le même mécanisme d'action que la TCDD : fixation
au récepteur Ah et activation de ce dernier

7-éthoxyrésorufine-O-<lééthylase, activité enzymatique du CYP1A

Hydrocarbures aromatiques polycycliques

Polychlorobiphényls

Lignées cellulaires issues d'hépatocytes de poisson (PLHC-1) ou de
rat (H4I1E) maintenant une activité EROD inductible par les
activateurs du récepteur Ah

2,3,7,8-tétrachloro-p-dibenzodioxine ou dioxine
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Figure 8 : Comparaison des teneurs de BaP-EO dérivées des analyses chimiques (BaP-EOchem)
et celles dérivées du bioessai PLHC-1 (BaP-EOb io). . 19

3. INTRODUCTION
De nombreuses études font état de la présence dans l'environnement aquatique de substances
toxiques de classes chimiques et d'origines très diverses. En marge des polluants chimiques
toxiques persistants dans l'environnement (e.g. dioxines, HAPs, PCBs, métaux, pesticides
organochlorès...), pour lesquels des méthodes analytiques sont relativement bien établies,
l'émergence de nouveaux types de contaminants, comme les médicaments, les produits
cosmétiques ou les composés issus des activités domestiques, complexifie l'évaluation de la
qualité chimique des milieux aquatiques. La surveillance en routine de ces substances est
confrontée à différents problèmes , en particulier quelles substances et comment les surveiller? La
directive européenne sur l'Eau (DCE) a partiellement répondu au problème en définissant une liste
de 41 substances prioritaires . Toutefois , au regard des milliers de substances présentes dans le
milieu, scientifiques et gestionnaires de l'environnement s'accordent à penser que les approches
purement analytiques, bien que performantes en terme de sensibilité de détection , restent
insuffisantes pour établir une èvaluation réaliste du risque pour l'environnement [e.g. voir réseaux
européens NORMAN (http://www.norman-network.netlindex_php .php); MODELKEY
(http://www.modelkey.org/)] .

Actuellement, l'évaluation de la quatité chimique des milieux fait appel aux analyses chimiques et
aux bioessais d' écotoxicité, lesquels se complémentent mais présentent également certaines
limites. Les méthodes analytiques en vigueur dans les laboratoires d'analyses de routine font le
plus souvent appel à des méthodes multi-résidus avec des seuils de détection de l'ordre du lJglL
(variable selon les polluants recherchés) sans relation avec l'écotoxicité des substances. Les
récents développements en chimie analytique montrent qu'il est actuellement possible, d'un point
de vue technique, de mesurer nombre de ces molécules à l'état de trace avec des seuils de
sensibilité très performants. Toutefois, cette approche fait appel à un appareillage conséquent (e.g.
méthodes chromatographiques couplèes à la spectrométrie de masse) et reste encore trés
coûteuse dans une optique de surveillance en routine, particuliérement dans le cas des dioxines et
composés analogues de la dioxine (composés dioxin-Iike ou DL). À l'interface entre approche
analy1ique et bioessais d'écotoxicité, l'utilisation de nouvelles méthodes bio-analytiques basées sur
les mécanismes de toxicitè peut avantageusement complémenter les outils existants (Aïl-AJssa
2009).

Parmi les familles de substances organiques contaminant les cours d'eaux français , les composés
à activités dioxin-Iike tels que les PCBs, dioxines, furanes etc... sont particulièrement
préoccupantes du fait de leur forte rémanence dans le milieu et leur toxicité élevée. Leur
surveillance est toutefois confrontée à des problèmes de coût et le développement de méthodes
alternatives aux analyses chimiques apparaît comme une perspective intéressante pour la
surveillance de ces molécules in SITU . Parmi ces méthodes, les tests biologiques basés sur
l'induction du cy1ochrome P450 1A (CYP1A) dépendante du récepteur de la dioxine (AhR ou aryl
hydrocarbon receptor) apparaissent très pertinent pour quantifier des activités toxiques (exprimées
en TEO ou toxique-équivalent) au sein de mélanges complexes (voir revues de (Behnisch et al.,
2001; Hahn 2002». En particulier, les tests basés sur l'utilisation de cultures cellulaires s'avèrent
particulièrement adaptés au criblage. En effet, ils sont très sensibles, spécifiques du mécanisme
intracellulaire étudiè, et relativement peu couteux car miniaturisés (tests en microplaque, faible
volume d'échantillon nécessaire). Cependant la bibliographie fait état de nombreuses lignées
cellulaires disponibles, issues de divers organismes (humain, rat, poisson, poulet...) et
potentiellement utilisables dans cette optique. Si beaucoup de ces lignées sont appliquèes à la
détection environnementale des composés DL, il existe encore un besoin de caractériser les
différences inter-mod èles, souvent liées aux différences inter-espèces de l'affin ité du AhR, qui
peuvent exister et influer sur les réponses des tests.

L'objectif de cette étude est de mettre en place une méthode de biodétection de composés dioxin­
Iike dans des extraits environnementaux. La méthode est basée sur l'utilisation de lignées
cellulaires exprimant le récepteur Ah fonctionnel et une activité enzymatique CYP1A inductible par
ce récepteur.
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Les objectifs spécifiques sont: 11 de comparer deux lignées cellulaires en terme de sensibilité à
différents ligands environnementaux de AhR (dioxines, HAPs, PCBs-DL) et pour la détection de ce
type de molécules dans des échantillons contaminés, 21 de fournir une première évaluation des
niveaux de contamination par les composés DL dans différents sites du bassin Artois-Picardie et
de comparer les données fournies par Je bioessais avec des mesures analytiques de composés
prioritaires indicateurs de ces familles de polluants : ies 16 HAPs prioritaires et les 7 PCBs
indicateurs.

Il est attendu de cette étude i) de pouvoir statuer sur le choix d'un modèle cellulaire qui serait le
plus adapté pour établir le bioessai de criblage d'échantillons, et il) de montrer l'intérêt de ce type
de bio-outil pour la surveillance de molécules dioxin-like en comparaison aux analyses chimiques
de polluants prioritaires, tout en apportant de nouvelles informations sur les niveaux de
contamination de sites du Nord de la France par ces polluants.

4. MISE EN PLACE DU TEST EROD DANS LES LIGNEES
CELLULAIRES HEPATOCYTAIRES PLHC-1 ET H411E

4.1 PRINCIPE

La méthode repose sur la mesure intracellulaire de l'activité enzymatique 7-éthoxyrésorufine-G­
dééthylase (EROD). L'activité enzymatique EROD est portée par Je cytochrome P450 1A (CYP1A)
dont l'expression est directement régulée par le récepteur Ah (Figure 1). En présence de ligands
agonistes de ce récepteur dans le milieu de culture (amenés par l'échantillon test par exemple), le
CYP1A est induit de manière proportionnelle à la concentration en ligands actifs. L'établissement
de courbes dose-réponse permet de déterminer des concentrations actives en échantillon qui,
rapportées a celles du toxique de référence (ex. benzo[a]pyrène BaP ou dioxine TCDD),
permettent de quantifier des toxique-équivalents (ex. BaP-EQ ou TCDD-EQ) au sein de
l'échantillon testé.

X énobiotiques (dioxines,
furanes, HAPs, peB-DL,
etc.)

7-ERF '-.

~ +~hR @ C) toplu..."

\ '>C~~. -("~".cU<Nl Noy,"

!\IéL1bà1isme / " . "'\
d ! 1 .
es \ ! YRE :

xéncbiotiques \ - // /
\. " /
i ............ mRX-4 ./"

\ ~_.

, / '"" YP , / •
) C 1A Autres genes

Ahk-r égul és

Figure 1 : Schéma du mode d'action des composés dioxin-Iike conduisant a l'induction
intracellulaire du cytochrome P450 1A (CYP1A) et de son évaluation par la mesure de

l'activité enzymatique EROO. AhR =aryl hydrocarbon receptor ou récepteur de la dioxine ;
ARNt =cofacteur d'activation du AhR ; 7-ERF =7éthoxyrésorufine, substrat du CYP1A.
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4.2 MISE EN PLACE METHODOLOGIQUE

Un premier objectif du travail consistait à comparer deux modèles cellulaires, les Iignèes cellulaires
PLHC-1 et H4I1E, couramment employés pour dètecter différents ligands environnementaux du
récepteur Ah. La lignée PLHC-1 était déjà en place au laboratoire avant celte étude (Kinani et al.,
2010; Laville et al., 2004; Louiz et al., 2008). Concernant le modéle H411E que nous avons acquis
en 2009, un travail préalable de standardisation des conditions d'essais (concentration en substrat,
quantité de cellules par puits, caractérisation de la cinétique enzymatique, etc.) a d'abord été
réalisé afin de standardiser les paramètres du test en vue de son application.

Du point de vue pratique, le bioessai est réalisé en microplaques de 96 puits contenant les cellules
en culture. Ce format miniaturisé permet de réduire le volume d'échantillon à traiter, d'augmenter
les capacités de criblage d'échantillons, tout en réduisant le co üt d'analyse.

4.3 CARACTERISATION DES EFFETS DE SUBSTANCES MODELES (HAPs, PCBs
ET DIOXINES) DANS LES BIOESSAIS PLHC-1 ET H411E

Pour fixer la durée d'exposition aux échantillons, l'induction de l'activité EROD a d'abord été
étudiée apr ès différents temps d'exposition (4 à 72 h) à deux composés modéles, la dioxine
(2,3,7,8-tétrachloro-p-dibenzodioxin ou TCDD) et le benzo[a]pyréne (BAP).
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Figure 2 : Induction de l'acilvité EROD dans les cellules PLHC-1 et H411E en fonclion de la durée
d'exposition des cellules à la dioxine (TCOO) el à un HAP modèle , le benzo[a]pyréne

(BAP).

La Figure 2 montre que le BAP, qui est rapidement métabolisé par les cellules, est très actif dès 4
h d'exposition puis son activité décroit significativement et rapidement après 24 h. A l'inverse, la
TCDD qui est persistante dans les cellules voit son activité croître avec le temps d'expos ition,
même si elle est quasiment maximale dés 24 h. Les deux modèles cellulaires se comportent
globalement de manière similaire, avec toutefois des différences en terme de concentrations
actives et d'évolution dans le temps du pouvoir inducteur des produits testés.

Ces résultats concordent avec ceux précédemment publiés dans la lignée PLHC-1 (Louiz et al.,
2008) et soulignent la nécessité de mieux caractériser les cinétiques de réponse des différents
types de contaminants susceptibles d'ètre détectés par le test. Pour caractériser plus avant le
bioessai, une dizaine de molécules, représentatives des HAPs, DL-PCBs et dioxines, ont donc été
testées à différents temps d'exposition dans les deux modèles cellulaires. Les résultats sont
rapportés dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Capacité de dioxines (TCDD, PCDD), DL-PCBs (PCB-77, -126, -169) et HAPs (BAP,
DBA, BbF, Indenopyrene, Chryséne) à induire l'activité EROD en fonction du temps

d'exposition dans les cellules PLHC-1 (4 h et 72 h) et H4/1E (6 h et 72 hl . Les données
correspondent aux concentrations en mollL induisant SO% d 'effet maximum (ECSO).

PLHC-1 H411E

TCOO 411/611 2.4E-10 7.3E-11
72h 3.2E- l1 3.9E-11

PCOO 4h/6h 9.10E-10 4.6E-10
72h 1.1E-10 5.7E-10

PCB77 411/6h 1.9E-6 8.0E-8
72h 3.6E-6 2.5E-6

PCB 126 4h/6h 2.8E-9 1.2E-9
72h 8.7E-10 2.5E-9

PCB 169 4h/6h 1.5E-7 2.0E-8
72h 3.6E-6 2.6E-8

BAP 4h/6h 8.59-9 2.6E-9
{Benzo[a]pyrenl 72h 2.8E-6 1.8E-6

OBA 411/6h 9.1E-10 3.0E-l0
(Oibenzo[a]anthracen) 72h 3.3E-8 9.8E-8

BbF 4h/6h 2.8E-7 1.5E-9
(Benzo[b]ftuoranthenl 72h 2.7E-6 5.4E-7

Indenopyrene 4h/6h 2.1E-8 6.1E-10
72h 4.3E-6 5.9E-7

Chrysène 4h/6h 4.9E-08 4.3E-09
72h 1.eE-06 3.2E-OG

Les données du Tableau 1 montrent que les deux modèles sont susceptibles de détecter de faibles
concentrations de polluants environnementaux majeurs connus pour exercer une activité dioxin­
like, ce qui valide leur utilisation potentielle pour la détection de ces familles de composés dans
des échantillons environnemen taux. Des différences existent cependant entre les deux modéles en
termes de concentrations actives en substances. C'est le cas avec les PCB169 et 77 qui activent
une réponse plus précocement en cellules H4I1E, alors que le PCB126 ou la PCDD sont plus actifs
en PLHC-1 après 72 h. De même les HAPs sont actifs à de plus faibles concentrations en cellules
H411E après 4 h d'exposition, suggérant une plus forte sensibilité des cellules aux HAPs. Dans les
deux cas cependant, un temps court d'exposition permet une détection de plus faibles
concentrations en HAPs, ce qui atteste de leur dégradation dans les deux systèmes cellulaires.

Dans une perspective de détection de ces composés au sein de mélanges complexes, ces
rèsultats soulignent la nécessité de bien caractériser, au sein de chaque systéme , les effets et le
comportement cinétique des substances ciblées. Cetle caractérisation passe notamment par
l'établissement de TEF (ou TCDD-equivalent-factor, donné par le ratio TEFi =ECSD de la TCDD 1
ECSD du composé 1) pour chaque condition d'essa i (modèle cellulaire et temps d'exposition). Les
différents TEFs dérivés de nos résultats pour les substances étudiées sont présentés dans la
Figure 3.
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Figure 3 : Facteurs de toxicité relative à la TCOO (rEF) pour les différents composés étudiés dans
les modéles PLHC-1 et H411E à deux temps d'exposition.

Les TEFs reportés dans la Figure 3 illustrent la variabilité de la réponse qui peut être observée
selon le bioessai et/ou le temps d'exposition choisis et ce plus particu lièrement pour des composés
métabolisables par les systémes biologiques comme les HAPs ou dans une moindre mesure les
PCSs. Les produits plus halogénés comme les dioxines sont moins dégradés et donc plus stables
dans les systèmes d'essai, d'où une variation moindre en fonction des condit ions d'essai.

Globalement, sur la base de ces premiers résultats obtenus avec substances pures, les deux
systèmes testés sont corrélés (Figure 4) et sont donc équivalents pour pemnettre la détection des
substances étudiées , même si les cellu les H411E semblent un peu plus sensibles à certains HAPs
et PCSs. La suite du travail consistera à appliquer ces outils à des échantillons environnementaux
et à les confronter aux analyses chimiques (chapitre suivant).
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Figure 4 : Corrélation entre les modèles PLHC-1 et H411E sur la base des valeurs de TEFs des
substances du Tableau 1 obtenues à 4h et 72h d'exposition.
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5. APPLICATION A LA DETECTION DE CONTAMINANTS DANS
DES SEDIMENTS DU BASSIN ARTOIS-PICARDIE: CAS DU
RCS 2008

les objectifs de cette seconde partie du travail étaient 1) de comparer les deux modéles pour la
détection de composés inducteur d'EROD dans des extraits organiques de sédiments, 2) de
compare r les résultats des bioessa is avec les mesures de HAP et PCB dans les sédiments.

les bioessa is PlHC-1 et H411E ont été appliqués à 10 échantil lons de sédiments prélevés en 2008
sur le bassin Arto is-Picardie (Tableau 2) . Ces prélévements ont été effectués et nous ont été
fournis par l'Agence de l'Eau Arto is-Picardie dans le cadre du Réseau de Contrôle et de
Surveillance. Chaque sédiment a été lyophilisé et homogénéisé. A partir de 5 g de sédiment sec, la
fraction organique a été ex1raite par le dichlorométhane (fraction globale). la même extraction a
été répétée en conditions acides (fraction Acide) , de sorte à éliminer les composés facilement
hydrolysables comme les HAPs et à conserver les composés halogênés persistants comme les
PCBs et les PCDD/Fs . les extraits obtenus ont ensu ite été évaporés sous azote et repris dans 0,5
ml de dimethy lsulfoxyde (DMSO), solvant compatible avec les bioessais. Chaque extra it a été
dilué en série et testé sur cellul es de façon à établir des courbes dose-réponse d'induction EROD.
les concentrations actives en échantillons, définies par les concentrations induisant 20 % d'effet
(EC20), sont rapportées à celles des molécules de référence (BaP à 4 h d'exposition ou TCDD à
72 h d'exposition) de façon à déterminer des quantités d'équivalent-toxiques (BaP-EQ ou TCDD­
EQ) selon la relation : TCDD-EQ = EC20 TCDD (en g 1 l ) 1EC20 échantillon (en g sédiment 1 l ).

5.1 DETECTION D'ACTIVITES DANS LES EXTRAITS BRUTS: INFLUENCE DU TEMPS

D'EXPOSITION ET DU TRAITEMENT ACIDE DES ECHANTILLONS

Chaque ex1rait, global et acide, a été testé sur les modéles PlHC-1 et H411E aprés 4 h et 72 h
d'exposition. Quelque soit le modèle, des activités plus fortes sont mesurées après un temps court
d'exposition (Figure 5), attestant de la présence de molécules rapidement métabolisables comme
les HAPs. Ce constat est corroboré par l'effet du traitement acide au cours de l'ex1raction qui a
montré une dégradation de plus de 95% de l'act ivité mesurée dans l'échantillon brut (Figure 6). Ce
résultat a permis de confirmer que les èchantillons contenaient une majorité de contaminants
inducteurs d'EROD hydrolysables. Il est également notable de constater que des activités
significat ives restent détectables apr ès traitement acide, attestant de la présence de contaminants
actifs et persistants dans les échantillons.
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Figure 5 : Exemples de courbes dose-réponse obtenues aprés exposition à des extraits organiques
de sédiment pendant 4 et 72 h.
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5.2 SVNTHESE DES ACTIVITES MESUREES SUR LES SITES DU Res EN 2008
Le Tableau 2 synthétise l'ensemble des activités quantifiées dans les fractions brutes et acides sur
les 10 sites investigués en 2008.

Tableau 2 : Synthèse des activitès de type dioxine mesurées sur 10 sites du RCS du bassin Artois­
Picardie en 2008*.

Sites

Extraits bruts

Bio-Analyses

Extraits acidifiés

Analyses
chimiques

Code stationl
Riviére

BEQ­
PLHC1

BEQ­
H411E

TEQ- TEQ­
PLHC1 H411E

BEQ- BEQ- TEQ­
PLHC1 H411E PLHC1

TEQ­

H411E
LHAP LPCBi

0041 Sambre 17899 116204 9 1.3 187 471 n.d. n.d. 8958 163

0161 Escault canal 293160 1398770 88 10.8 492 1928 1.7 n.d. 21038 24

0361Scarpe 21286 73467 9 1.2 448 1051 n.d. n.d. 8656 145

0531 Lys 1009 5884 1 n.d. n.d. 12 n.d. n.d. 3180 n.d.

0691Clarence 31597 145448 17 1.6 332 962 n.d. n.d. 25935 26

0721 Lawe 19911 24175 13 1.0 62 132 n.d. n.d. 8326 25

0781 Deule 110048 453189 21 3.2 1464 3396 4.9 n.d. 40229 220

0971 Ternoise 5447 46307 1 0.3 n.d. n.d. n.d. n.d. 3939 n.d.

1011Aa 8536 20409 2 0.3 23 n.d. n.d. n.d. 5866 n.d.

1291 Somme Canal 21086 4 0.5 33 65 n.d. n.d. 11979 46

*: Les valeurs sont exprimées en nglg de sédiment sec. BEQ= BaP-équivalents ; TEQ=TCDD-
équivalents ; LHAP = somme des 16 HAPs indicateurs; LPCB i = somme des 7 PCB indicateurs.
nd = non détecté, - : pas de donnée.

Globalement, le Tableau 2 montre la présence de composés inducteurs d'activité EROD sur
l'ensemble des sites investigués, avec de fortes concentrationsen BaP-EQs, illustrant la présence
ubiquiste de contaminants de type HAPs. Les teneurs mesurées sont variables d'un site a l'autre,
les sites du canal de l'Escault et de la Deule apparaissant comme les plus contaminés. Il est
également intéressant de noter une persistance des activités aprés traitement acide sur certains
sites (e.g. Deule, Scarpe, Escault), ce qui suggére la présence de molécules difficilement
hydrolysables et actives en temps court d'exposition (e.g. certains PCBs). En revanche, de faibles
activités sont mesurées sur extraits acidifiés après 72 h d'exposition, suggérant une faible
contamination par des composés très persistants comme les dioxines, hormis pour les sites de
l'Escault et la Deule.

En termes de comparaison des deux bioessais, les activités rapportées dans le Tableau 2
montrent des teneurs en BaP-EQs plus fortes en cellules H411E alors que le bioessai PLHC-1
semble plus sensible pour détecter des TCDD-EQs après exposition longue. Ces différences
reflétent les différences de sensibilités des modèles aux diverses familles de contaminants déjà
constatées avec les molécules modèles (cf § II.C), avec notamment une sensibilité légèrement
plus forte des cellules H411 Eaux HAPs. Cependant, les deux modèles restent fortement corrélés et
classent les échantillons de manière identique, et ce quelque soit la fraction analysée (Figure 7).
Ce résultat amène a conclure a une équivalence des deux bioessais pour analyser ce type
d'échantillons.
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Figure 7: Corrélation entre les bioessais PLHC-1 et H411E pour la quantification de valeurs de
BaP-EQ et TCOO-EQ dans les différentes fractions globale (cr) et acides (Ac).

5.3 COMPARAISON AVEC LES TENEURS EN HAPs ET PCBI DONNEES PAR LES
ANALYSES CHIMIQUES

Pour évaluer la contribution de polluants organiques dans les données obtenues par les bioessais ,
nous les avons comparées avec les teneurs en 16 HAPs et 7 PCB indicateurs mesurées par
l'Agence de l'eau Artois-Picard ie dans le cadre du réseau de contrôle et de surveillance.

Les concentrations en BaP-équivalents dérivées des analyses de HAPs (BaP-EOchem) ont été
calculées selon la relation : BaP-EOchem = L([HAP;]x TEFHAP;) , avec [HAP;] la concentration dans
l'échantillon du HAP i parmi les 16 analysés et TEFHA?; son facteur de toxicité relative au BaP dans
les conditions d'essai définies dans la présente étude. La compara ison des BaP-EQchem aux
BaP-EO dérivés du bioessai (BaP-EObio) est présentée dans la Figure 8.
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Figure 8: Comparaison des teneurs de BaP-EQ dérivées des analyses chimiques (BaP-EQchem)
et celles dérivées du bioessai PLHC-1 (BaP-EQbio).

La Figure 8 montre une bonne adéquation entre les analyses chimiques et le bioessai, avec une
corrélation significative entre les deux approches. Il est également notable que les concentrations
dérivées du bioessai soient globalement supérieures à celles données par les analyses chimiques,
les HAPs analysés n'expliquant qu'une partie des polluants détectés par le bioessai. La part
expliquée par la chimie varie de 100 % (Lys) à 3 % (Escault), la moyenne sur l'ensemble des 10
sites étant de 43 %. Ce constat montre que d'autres molécules actives détectées par le bioessai
sont présentes sur les sites, notamment les sites les plus contaminés comme la Deule et l'Escaull.

Concernant les PCBs, une analyse similaire, i.e. sur la base d'équivalent toxiques dérivés des
analyses chimiques, n'était pas possible dans la mesure où les PCBi ne sont pas des composés
dioxin-like et ne sont donc pas détectés par ces bioessais. D'après les données du Tableau 2, une
comparaison des TCCD-EObio et de la somme des 7 PCBis n'a pas montré de corrélation
significative. Toutefois, une relation qualitative entre la présence de PCBs et la détection de TCDD­
EO est notée sur la Deule (220 nglg PCBi), la Sambre (163 nglg PCBi) et la Scarpe (145 nglg
PCBi). A l'inverse, la Lys, la Temoise et l'Aa ne sont pas contaminés par les PCBs et présentent
également de faibles valeurs de TCDD-EO. Enfin, l'Escault apparait très contaminé par des
composés dioxin-Iike mais ne présente pas des taux de PCBi très importants. Dans la mesure où
les DL-PCBs (PCB77 et PCB169) n'ont été délecté sur aucun des sites investigués, il est probable
que d'autres composés (e.g. type dioxines ou furanes) soient présents.

6. CONCLUSIONS
Cette étude a permis la mise en œuvre et l'inter-comparaison de deux bioessais in vitro de
détection des composés analogues de la dioxine dans des échantillons environnementaux. La
prise en compte de différents temps d'exposition permet d'optimiser la détection des molécules de
type HAP (temps court) et de les distinguer de molécules plus persistantes comme les DL-PCBs et
les dioxines (temps long, extrait acidifié).
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La comparaison des modèles a montré certaines différences de sensibilité à des molécules types.
Toutefois, leur application à 10 sédiments issus du RCS 2008 a montré qu'ils sont équivalents pour
détecter et quantifier ce type de contaminants dans des matrices complexes comme les sédiments
de riviére et de classer différents sites contaminés. La corrélation significative avec les équivalents
toxiques dérivés des analyses chimique HAPs confirme le caractére quantitatif de l'outil bio­
analytique et valide sa pertinence pour la mesure de ce type de molécules. Une relation qualitative
est également notée avec les analyses de PCBi, mais elle devra étre confortée par des analyses
chimiques d'autres types de contaminants (e.g. DL-PCBs, PCDD/Fs). Ce constat montre la limite
des analyses de PCBi seules et plaide pour la recherche d'autres molécules.

Cette étude montre que le bioessai in VITro propesé est pertinent peur détecter des contaminants
inducteurs d'EROD dans l'environnement. En pratique, du fait de son coût moindre par rapport aux
analyses de dioxines et dioxin-like, il peut être envisagé de l'intégrer dans les stratégies de
surveillance de ces molécules, par exemple dans une démarche de criblage d'échantillons,
préalable à la mise en œuvre d'analyses chimiques de dioxines et analogues, plus coûteuses.
Dans le cas de notre étude par exemple, l'échantillon provenant de l'Escault apparail comme un
bon candidat pour une caractérisation plus poussée de son état de contamination par ce type de
molécules.

7. COLLABORATIONS
La mise au peint du protocole d'extraction et d'acidification des extraits a été réalisée en
collaboration avec le LPTC de Bordeaux (Ors H. Budzinski, N. Tapie et M-H. Dévier). Les
campagnes de terrain et les prélèvements ont été menés dans le cadre d'un partenariat avec
l'Agence de l'Eau Artois-Picardie (responsable d'étude, Dr Jean Prygiel). L'agence nous a
également fournit les données analyliques concernant la campagne 2008.

8. VALORISATION
Ce travail a fait l'objet de deux posters au colloque de l'ADEBIOTECH 2009 :

Creusot N., Dévier MH., Tapie N., Porcher JM., Budzsinki H., Aïl-Aïssa S. (2009) Cornparison of
!WO in vitro bioassays for the characterization of dioxin-like compounds in French freshwater
sediments. Colloque ADEBIOTECH Eau et Polluants émergents, Romainville, 20-22 Octobre.

Aïl-Alssa S., Maillot-Maréchal E., Creusot N., Prygiel J., Porcher J.M. (2009) Assessment of
steroid- and dioxin-Iike compounds in sediments and domestic effluents in the Artois-Picardie
watershed by using in vitro bioassays. Colloque ADEBIOTECH Eau et Polluants émergents,
Romainville, 20-22 Octobre.

Un article de synthése en préparation à soumettre à Environnement Risques et Santé, sur la base
du rapport bibliographique rendu à l'ONEMA en 2008.
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