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En 2005, jai contacté Jeanne Garric pour réalisee Formation Complémentaire Par la
Recherche dans son laboratoire. J'étais vétérindegenue IGREF (Ingénieur du Génie
Rural des Eaux et des Foréts, devenu Ponts, Eabkrréts IPEF depuis), et je souhaitais
obtenir un premier poste dans un laboratoire adiméhliser une thése (une « vraie », pas ma
thése d’exercice vétérinaire...). Mon objectif étdduble : obtenir un dipldme reconnu a
I'international pour potentiellement travailler’éttanger, et étre spécialiste dans un domaine.
L’écotoxicologie m’attirait car cette disciplineirter-disciplinaire » alliait mes compétences
de vétérinaire et I'ingénierie environnementale.

Jeanne m’a accueillie et m’'a proposé de travadilerles gastéropodes, modeéles qui avaient
été récemment introduits au laboratoire. Des mgllas, je ne me souvenais que des sujets de
colle en prépa « La moule, un animal fixé ». Lencimeallait étre long... A I'époque, le
laboratoire était impliqué dans le programme ewopERAPHARM sur |'évaluation du
risque environnemental de certains médicamentsiddésbnts, vétérinaire, ca me parlait !

Me voila engagée sur la voie du Master, de la thésdPost-doc canadien et maintenant de
I'HdR. Aprés quelgues années passées a travailkr mes escargots, je commence a les
connaitre, a les aimer et surtout a cerner leargds. Aujourd’hui sur le départ du laboratoire
pour aller occuper un poste au ministere de I'égiela la direction de la recherche en
environnement-santé, voici le moment des bilangrdsente ici ce que je retire de ces années
de travail. La demande de Jeanne lorsque je lainabncé mon départ a été « Alors les
gastéropodes j'en fais quoi ? ». Je ne peux pamdép a la question pour quelqu’un d’autre,

mais voila ce que j'en ressors.
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Introduction

INTRODUCTION

De maniere tres résumée, l'intérét pour les Gastétes Prosobranches en écotoxicologie est
né du « cas d’école » du tributylétain (TBT). C'astdes exemples les plus documentés des
effets d’'un perturbateur endocrinien sur les irdlenés aquatiques, et de ses conséquences au
niveau de populations entieres (Matthiessen ands;ith998). Les organoétains étaient et
sont utilisés notamment comme biocides a largetsp@our les revétements antisalissures
(Michel and Averty, 1999). L'existence de femelf@gsentant des caracteres méles chez les
gastéropodes constitue un fait décrit depuis leees 1970 (Blaber, 1970; Smith, 1971). Ces
phénomenes d'imposex correspondent a un syndrorsapdposition d’organes génitaux de
type males, comme le pénis chez des gastéroponedide (Smith, 1971).

Nucella lapillusest un gastéropode marin dont la population &résétouchée par I'imposex,

et Iinduction de caractéres sexuels males cheZdemlles. Les populations proches des
centres maritimes et plaisanciers sont celles quéte le plus touchées, et le degré d'imposex
a augmenté significativement de 1969 a 1985, géeatlent a I'introduction et 'usage plus
fréquent des peintures antisalissures comprenafitBdu De fortes concentrations de TBT
sont également retrouvées au sein des organismelsé®) et ont été mis en relation avec la
longueur du pénis des femelles touchées. Les effetd suffisamment marqués pour
provoguer un déclin de la population, non pas dae&augmentation de mortalité, mais a une
diminution de succeés reproductif. Il semble gquglkiénomene soit irréversible (Bryan et al.,
1986) ; de plus, les concentrations induisant liisgx dans cette espece sont trés basses, de
I'ordre du ng/l (Gibbs et al., 1991).

Plus de 150 espéces de Mollusques ont été toucha@ed’imposex dans le monde
(Matthiessen et al., 1999). Le plus souvent, ce des populations cotieres (Oehlmann et al.,
1996).

La France a été le premier pays a limiter 'usagge peintures antisalissures, en interdisant
I'utilisation du TBT pour les bateaux de moins d@ en 1982 ; la Grande Bretagne a suivi
cette décision en 1987 et depuis, I'applicatiorpdmtures contenant du TBT a été interdite
pour tous les bateaux en 2003. En conséquence #nteedictions, la quantité de TBT
présente dans I'environnement a diminué et paeaiieht, les effets sur les gastéropodes ont
également diminué (Matthiessen et al., 1995). Cageinles améliorations des premieres
années ne se perpétuent pas et la quantité de iEB&mie dans I'environnement stagne.



Introduction

A l'exception de ce cas fort documenté, il n'y davpas énormément d'études sur les
gastéropodes prosobranches en écotoxicologie ggeatiorsque jai débuté en 2006.
L’équipe allemande du Prof. Jorg Oehlmann avaitlipubur leur sensibilité forte aux
perturbateurs endocriniens tels que le Bisphen(BRA), les alkylphénols, le TBT ... (Duft
et al., 2003a; Duft et al., 2003b; Oehlmann anduefOehimann, 2003; Oehlmann et al.,
2000; Schulte-Oehlmann et al., 1995; Schulte-Oehimet al., 2000; Tillmann et al., 2001).
Des mécanismes d’action portant sur le contréleadeproduction par des stéroides sexuels
de type vertébrés étaient supposeés, bien que @eleostroversé. Un autre organisme modele
tres utilisé était la limnéeLymnaea stagnal)spour I'évaluation des effets de type PE
(Lagadic et al., 2007). L'INRA de Rennes travaillaur ce modele depuis de nombreuses
annéees deéja. Par ailleurs, les gastéropodes aw@iéntecemment introduits au Cemagref
(devenu IRSTEA) au cours de la thése de V. Dudvalvata piscinaliset Potamopyrgus
antipodarun). Aucun marqueur n’était alors disponible sur eeedéles du laboratoire

d’écotoxicologie.

Un de mes objectifs de these fut de développernt@gjueurs de reprotoxicité, voire de
perturbation endocrinienne, et de les appliquetahoratoire et sur le terrain. Les travaux
engagés les trois premiéres années ont été pogrgo@r la suite, afin d’approfondir

I’évaluation de I'exposition en collaboration avdes chimistes du CNRS, notamment lors des
encagements sur le terrain. De nouveaux marquewsksculaires, ont aussi été appliqués
pour améliorer la compréhension des effets, aussidn conditions controlées au laboratoire,

gue sur le terrain.

Les expositionsn situ ont soulevé de nombreuses questions notammenema@nt leurs
conséquences sur I'état de santé des organismes, As causes de perturbations des traits
de vie mesurés peuvent étre multiples, et les sgmde ces traits relativement tardives par
rapport au syndrome de stress qui S'installe clrgadnisme en réponse a la perturbation.
Une perturbation du systéme immunitaire sera sduwenerieure a des effets sur la
reproduction, et a l'origine, au moins en partie,adux-ci. L’hypothese était donc que des
marqueurs basés sur I'immunocompétence pourraieatdes alertes précoces d'un effet
potentiel sur la capacité reproductive. De nombrexiques ayant des effets sur la réponse
immunitaire, ces marqueurs pourraient égalemeats@écifiques. Une activité a donc débuté

sur l'utilisation de la réponse immunitaire chez ¢mstéropodes en écotoxicologie.
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Au cours de ces années, j'ai donc utilisé les gagtéEles lors d’expositions au laboratoire et
sur le terrain. Je me suis intéressée aux modesiatiades polluants (principalement des
perturbateurs endocriniens et des médicamentsgetralets urbains, en me focalisant sur
deux grandes fonctions : la reproduction et lamépdmmunitaire. En parallele, jai mené des
travaux pour mieux comprendre les différences spicifiques, car les différents modeéles
utilisés présentaient des sensibilités trés digerSela a ensuite découlé sur les questions

concernant I'exposition et la métabolisation delfupnts.

Dans ce manuscrit, je me suis donc prétée a l'eeerde I'évaluation de lintérét des
gastéropodes d’eau douce comme (i) outils de cdmpston des mécanismes d’action d'une
part et comme (i) outils d'évaluation de la qualitles écosystemes (évaluation de
I'exposition et sensibilité) d’autre part. Je mésdoasée principalement sur mes travaux, que
jai résumés dans une premiére partie. Une synthé@sérale a ensuite été réalisée concernant

(iii) I'utilisation des gastéropodes comme biote3tSDE.

Au cours de ces derniéres années, jai travaillé tenis especes de gastéropodPs.
antipodarumqui est une espéce prosobranche parthénogénéiiguévipare et invasive.
Cette espéce est celle sur laguelle les approciéeamstiques en termes de compréhension
des effets reprotoxiques ont été les plus aboufiésst sur cette espece également que les
approches terrain ont été le plus développ¥esiscinalisest également un prosobranche,
mais hermaphrodite simultané et ovipare. Il a pp@alement été utilisé en laboratoire. Enfin,
L. stagnalisest pulmoné, également hermaphrodite oviparegdnit plus récemment dans le
cadre de mes travaux sur I'étude de la réponse mtaire.

Je présente en premiere partie un résumé condenseed travaux. Cette partie a pour
objectif d'aider la compréhension du manuscritlpasuite, lors de la synthese que je fais sur

I'utilisation des gastéropodes en écotoxicologieadigue d’eau douce.
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A / CONTEXTE

Mes travaux se sont inscrits dans la problématapid’évaluation des effets des polluants
aquatiques sur les especes non-cibles. Les mo#gsget notamment les bivalves et les
gastéropodes, sont des modeles pertinents poudé&éties mécanismes et des effets des
polluants au niveau de la reproduction :
[0 Approches possibles depuis le niveau moléculairggy’au niveau de la fitness des
organismes et de la dynamique des populations.
[0 Caractéristiques biologiques (possible implicati@s stéroides de type sexuels dans
le contréle de la reproduction, types de reprodnstiet de pontes variés...)
[0 Réponse connue a certains polluants d’origine hoen@i BT, BPA...) en faveur de
leur utilisation en tant que modele en écotoxicigog
Cependant, au contraire du milieu marin, les gaptites d'eau douce ont été assez peu
utilisés comme modéles pour I'évaluation des phg de I'eau. Peu de connaissances sont
disponibles sur leur physiologie et leur réponssteess chimique.
Les travaux auxquels le texte se réfere sont @tésiote de bas de page. Les noms en

italiques correspondent a ceux des étudiants sqgukls j'ai participé a I'encadrement.

B / RAPPEL DES TRAVAUX DE THESE

L'effet des perturbateurs endocriniens (PE) sur dessystémes aquatiques est un sujet
d’intérét majeur en écotoxicologie, mais reste éwalué sur les invertébrés et notamment les
mollusques gastéropodes. Ces derniers sont senailePE, mais les mécanismes mis en jeu
sont méconnus, du fait du faible niveau de conaaiss de leur systeme endocrinien.

Deux espéces de gastéropodes prosobranches ahibéies Potamopyrgus antipodaruet
Valvata piscinalis Ces espéces présentent une grande similitudeaide de vie (habitats
similaires : aval des cours deau lents, prosobr@sc.), mais avec des modes de
reproduction différents (respectivement parthénagtique et hermaphrodite).

Lors du travail de thése, nous avons développédtis a différents niveaux d’organisation
biologique afin de mieux appréhender les modalik&d’'action reprotoxique des polluants.
Différents marqueurs (suivi de reproduction, histbplogie, réserves énergétiques, stéroides

sexuels, protéines vitelline-like) ont été déveleppu adaptés chez nos especes. Leur
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variabilité, naturell&a été évaluée, ainsi que celle induite par lestastabiotiques telle que
la température d’expositidn

Du fait des nombreuses controverses existantetessurjet, une attention particuliere a été
portée sur les stéroides sexuels de type vertébmgectif était de mieux comprendre leur
implication dans le contrble de la reproductionRleantipodarum et de rendre compte de
leur possible utilisation en tant que marqueurtadeerturbation endocrinienne. Une méthode
de dosage en radioimmunoassay a été développédiaddtesen collaboration avec I'Ecole
Vétérinaire de Lyon et le Service Central d’AnalyS€A) du CNRS, et ces marqueurs ont
ensuite été validés au laboratdire

Ces marqueurs ont ensuite été appliqués a la &ois des expositions de laboratoire et de
terrain. Par exemple, nous avons évalué I'effemnédicaments impliqués dans des processus
physiologiques clefs, comme la recapture de séimgcavec la fluoxétire® ’ ou la synthése

et I'action des stéroides sexuels avec le fadro@olebiteur de I'aromatasé)De plus, afin
d’augmenter le réalisme environnemental des btasisés, une méthodologie d’exposition
in situ a été développée sBr antipodarurfi Des expositions & des pollutions diverses (rejet
de stations d’épurations, contamination multi-migpaé) ont été réalisées pour mieux

caractériser la pertinence respective des marqueilisgs: °.

'Gust M, Mouthon J., Quéau H., Buronfosse T., Garric JuN variability and interpretation of fecundity,
vertebrate-like sex-steroids levels and energetitus in a natural population of the New Zealanddsmail
Potamopyrgus antipodarufGray).General and Comparative Endocrinolo@p11 172, 243-250

2Gust M, Buronfosse T., André C., Mons R., Gagné F., @alrils exposure temperature a confounding factor
for the assessment of reproductive parameters efNaw Zealand mudsnaiBotamopyrgus antipodarum
(Gray)?Aquatic Toxicology2011 101, 396-404

’Gust M, Vuillet E., Garnier F., Giroud S., Couturier Sarric J., Buronfosse T. Development, validatiod a
comparison of LC-MS/MS and RIA methods for quantfion of vertebrate-like sex-steroids in prosobhan
molluscs.Journal of chromatography.R01Q 878, 1487-1492.

* Gust M, Garric J., Giamberini L., Mons R., Abbaci K., @ir F., Buronfosse T. Sensitivity of New Zealand
mudsnailPotamopyrgus antipodaruto specific aromatase inhibita@hemosphere201Q 79, 1, 47-53.

°Gust M, Buronfosse T., Giamberini L., Ramil M., Mons Barric J. Effects of fluoxetine on the reprodustio
of two prosobranch mollusc®otamopyrgus antipodarurand Valvata piscinalis Environmental Pollution
2009 157, 2, 423-429.

®Pery AAA., Gust M, Vollat B., Mons R., Ramil M., Fink G., Ternes Garric J. Fluoxetine effects assessment
on the life cycle of aquatic invertebrates. 200Bemosphere2008 73, 300-304.

'Oakes K.Coors A., Escher B., Fenner K., Garric_J., Gust ihacker T., Kuister A., Kussatz C., Metcalfe C.,
Monteiro S., Moon T., Parrott J., Pery A., Ramil, Mlarazona J.V., Sanchez Argiello P., Ternes Tuddau V.,
Van Der Kraak G., Servos M. An Environmental Risks@ssment for the Serotonin Re-uptake Inhibitor
Fluoxetine - A Case Study Utilizing the EuropearsiRiAssessment Frameworlategrated Environmental
Assessment and Manageme®1Q 6, 524-539.

¥ Gust M, Buronfosse T., Geffard O., Mons R., Quéau H.,uMon J., Garric Jin situ biomonitoring of
freshwater quality using the New Zealand mudsRatamopyrgus antipodarurfGray): example of WWTP
effluent dischargedVater Researct201Q 44, 4517-4528.

° Gust M, Buronfosse T., Geffard O., Coquery M., Mons RobAci K., Giamberini L., Garric J.
Comprehensive effects of a complex field poly-mtglollution gradient on the physiology of the N&galand
mudsnailPotamopyrgus antipodaruf@ray).Aquatic Toxicology2011 101, 100-108
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77 A

Sur le plan méthodologique, ces travaux ont molitréérét de travailler avec une espéce
présentant les deux sexes pour mettre en évideasepdrturbations sur les capacités
reproductrices male et femelle, mais égalementiheises pratiques liées a la petite taille

(<5mm) des organismes pour le développement deuears,

C/ PERTURBATION DE LA REPRODUCTION PAR LES

POLLUANTS

Les travaux engagés sur la reprotoxicité ont ougedrmément de questions (mécanismes
d’action a l'origine des effets, toxicité des mejas, effets long terme...), que nous avons
approfondies plus en avant, avec pour objectif ghaenter le réalisme environnemental de
nos études.

En effet, les PE se présentent sous forme de nmeéldags les écosystemes, et les individus
sont exposés tout au long de leur cycle de vie. €x@Bposes, agissant sur le contrble
hormonal de la reproduction, il est fort probahlélgxiste des fenétres d’exposition critique.
Une exposition, méme a de tres faibles doses lersed périodes, pourrait provoquer des
effets persistants, méme apres la fin de I'expmwsiti

Pour répondre a ces questions (effet mélanges,tréenexposition critique, effets
persistants), nous avons travaillé sur des méladgd3E modeles (bisphenol A, nonyphenol
et octylphenol), présents dans I'environnementdait les effets sur la reproduction sont
avérés chez les mollusques. Ces expositions onemisvidence des effets reprotoxiques a
différents niveaux (moléculaire, biochimique, tiséte, individuel) sur les deux especes
modeles, et a des concentrations environnemeniadeplus, I'exposition d’individus lors de
leur maturation sexuelle a montré I'existence deéfie d’exposition critique. Des effets
persistants sont ainsi observés chez des adukpssé&s uniqguement lors de leur maturation
sexuelle, mais non exposeés a I'age adulte. Il seraiblégalement que les effets soient encore

observables sur la génération suivhte

Par ailleurs, ces expositions se font a I'aide a@easts pour permettre la solubilisation des
molécules. Plusieurs études montrent des effetsedemémes solvants aussi bien sur les

biomarqueurs que sur les traits de vie chez legcespnon-cibles. Nous avons mis en

PGust M. Berlioz-Barbier A, Dupre M, Lecomte V. Buronfosse T., Tair-Abbaci K., Garric J., Crenv@l
C.Endocrine-disruptive compounds mixture bioaccataubnd have persistent reprotoxic effects in fvesér
gastropods snails at environmentally relevant coimagons. soumi&nvironmental Science and technology
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évidence que des organismes exposés au DMSO smudchmulaient de grandes quantités
d’alkylphénols.P. antipodarumétant proposé comme organisme modéle a 'OCDEs nou
avons voulu évaluer quelles étaient les conséqgsedeel’utilisation de solvants sur les
marqueurs suivis. Des concentrations de solvarftsiénres a celles recommandées par
'OCDE (2uL/L) ont des conséquences aussi bien laucroissance, le développement
embryonnaire que sur des marqueurs liés aux seoiskexuels (biochimiques et

moléculaires). Il faut donc en limiter autant qussgible les usag¥s

Nous avons également approfondi les approches atymeent de gastéropodes sur le terrain.
Dans un premier temps, nous avons comparé la dé@asies deux especes modelés (
antipodarum et V. piscinali§ lors de ce type d’exposition. Il en est ressayie P.
antipodarumétait I'espéce la plus adaptée. Nous avons, paui, cherché a comprendre les
mécanismes impliqués dans la modulation de la detadn en suivant I'expression de genes
impliqués dans les voies de signalisation de l'aggif au niveau cellulaire. Cela permet en
effet d’identifier si la modulation de I'action $&it par des voies de signalisation génomiques
ou non génomiques. Ces marqueurs permettent unkeunei compréhension des effets

reprotoxiques dans des situations divefses

En collaboration avec les chimistes du CNRS (C.n@#évé, A. Berlioz-Barbier), les
méthodes de mesures des polluants dans les organam été miniaturisées (QUEChERS et
nanoLC-MS/MS). Cela a permis de mesurer I'accunuragt la métabolisation de fluoxétine
dans les organismes et de mettre en perspectiveiffésences de sensibilité observées en
laboratoire cez les deux modéles gastéropddes

La méthode a ensuite été généralisée a une trerdaatres polluants organiques (dosage sur
30mg de poids frais de gastéropodes). Cette avanédwodologique a permis une approche
simultanée de compréhension des effets et de Istipo & des polluants en laborat§iret

sur le terraiff. Les implications, notamment en terme de marqueigspositions et de

transfert dans la chaine alimentaire seront a évgllus en avant. Ces liens exposition-effets

1 ecomte V..Noury P., Tutundjian R., Buronfosse T., GarricGust M.Organic solvents impair life-traits and
biomarkers in the New Zealand mudsradtamopyrgus antipodarurfGray) at concentrations below OECD
recommendationg\quatic Toxicology2013 140-141, 196-203

12 Gust M, Gagné F.Berlioz-Barbier A, Besse JP., Buronfosse T., Tournier M., Garri€dgen-Olivé C. Caged
mudsnail Potamopyrgus antipodaruniGray) as field biomonitoring tool of water columgontamination:
exposure assessment and reprotoxic effects. Seohiater Research

Baust M, Cren—Olive C., Bulete A., Buronfosse T., Garrid-llloxetine accumulation and metabolization as
exposure biomarker to better understand biologitfacts in aquatic gastropodéenobiotics2013 3, s1, 8-10
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sont d'autant plus intéressants dans des situati@xpositionin situ, pour lesquelles nous
avons notamment montré une accumulation d’oxazépandela des doses thérapeutiques
humaine&. Cette démarche a encore été approfondie en essdgamettre en relation les
effets sur les biofilms (bioaccumulation de pollisaret effets biologiques) et sur les
organismes qui s’en nourrissent. Les premiers tasusont trés encourageants et ouvrent la
porte des problématiques de transfert trophiquerdeticament$.

Enfin, grace a un laboratoire de terrain, nous avégalement approfondi la méthodologie
d’expositionin situ de P. antipodarum Des expositions simultanégssitu et ex situont été
réalisées a plusieurs saisons différentes danslées conditions. Cette étude a permis
d’améliorer les techniques d’exposition en labdraioet de mettre en évidence les

différences de réponses biologiques (effets etraatation de polluant$y*®

O / EFFETS IMMUNOTOXIQUES

Comme déja évoqué dans l'introduction, les expmsstin situ perturbent I'état de santé des
organismes, et ces perturbations interféerent cemaént avec la reproduction. J'ai donc
développé une thématique d'immunotoxicologie. Desargueurs basés sur
'immunocompétence pourraient étre des alertesopescd’un effet potentiel sur la capacité
reproductive. Il est de plus avéré que de nombtexiques ont des effets sur la réponse
immunitaire. En revanche, relativement peu d’étuskesont intéressées a l'utilisation de la
réponse immunitaire comme marqueur de contaminatiomilieu, alors que les hémocytes
de mollusques sont continuellement exposés a fenmement externe (systeme circulatoire
ouvert). A ce jour, la majorité des études cheznhedlusques a été faite sur des espéeces
commerciales marines. Dans ce cadre, il a été é@sdmonter une collaboration avec une
équipe reconnue pour ses travaux dans le domalEmvaonnement Canada, Montréal (F.
Gagné) et a I'INRS-IAF, Laval (M. Fournier), pounaimission d’'une année. Peu d'études
avaient été menées sur les gastéropodes, hduymsiaea stagnaljspour I'évaluation des
effets des pesticides.. stagnalisest un gastéropode d’eau douce, couramment atibse
écotoxicologie. Cette espece a été proposée a IEDCbmme biotest standardisé pour
I'évaluation des polluants, tout comnie antipodarum C’est un organisme sensible a de

MG ust M, Berlioz-Barbier A, Cren-Olivé C., Labanowski J., Garric J., Bouchein situ reprotoxic effects of
urban and hospital effluent on the mudsRaibntipodarumrole of biofilm and water column. In prep.
Brabure J, Ferrari B., Geffard O., Garric J., Gust Mlomprehension of reprotoxic effects of urban efitua
the New Zealand mudsndflotamopyrgus antipodarurfGray): toxicant bioaccumulation, ex situ and itu s
exposures and seasonal variations. In prep.

'8 Gust M, Fabure J, Francois A., Garric J. Usefulness of reprotofieas in the New Zealand mudsnail
Potamopyrgus antipodaru®Gray) for field point source pollution assessmémprep.

10
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nombreuses molécules, facile d’utilisation, et pettemt a la fois la mesure d’effets au niveau
de I'individu (notamment reproduction), mais égadetnau niveau sub-individuel. La limnée
se préte aisément a la collecte d’hémolymphe deareanon invasive a plusieurs reprises au
cours de I'expérimentation. A partir des hémocwessi collectés, de nombreuses mesures
sont alors possibles (potentiellement sur le mémdevidu) : analyses en cytométrie de flux
(cytotoxicité, immunotoxicité), de génotoxicité (dmage primaire a I'’ADN), d’expression
de génes sur les hémocytes (genes du stress oxytmeconnaissance non spécifique,
cytokines...) et transcriptomique.

L’objectif de la mission a Environnement Canadat édamise en place d’outils de cytométrie
de flux et génomiques en lien avec la réponse initiaioe chez la limnée. Des méthodes en
cytométrie de fluxcomptage, viabilité, ROS, thiols, phagocytose) &gt miniaturisées, afin
d’étre capable de faire un ensemble de mesureSvesaa la réponse immunitaire sur le
méme individu. En paralléle, des mesures en RT-qROR été mises en place pour
I'expression de génes en relation avec la répansaunitaire et du stress oxydant. Ces outils
ont ensuite été confrontés & un effluent urbais thexpositions courtéset & des mélanges
de médicamentin vitro® ou in viva'. Les résultats obtenus sont trés encourageants, et
laissent entrevoir une utilisation pertinente desqueurs immunotoxiques pour I'évaluation
des effets des polluants.

Ces premiéres expositions, bien que préliminamas,confirmé la sensibilité et la précocité
de la réponse immunitaire comme marqueur d’exmosii des toxiques. Il semble que
certains marqueurs et leur association soient apesiifiques de types de polluants. Suite a
cette mission, il est clair que ces approches diimmtoxicologie sont intéressantes pour une
meilleure compréhension des effets, notammentestertain. En parallele a la poursuite des
thématiques en reprotoxicité, nous avons donc dppél de nombreux projets pour
poursuivre dans cette voie de caractérisation filets essur la reproduction.

De retour en France, j'ai utilisé un laboratoireteigain pour réaliser une étude comparable a

ce qui avait été fait & Montréal pour caractériesreffets immuno-génomiques d’un effluent

"Gust M, Fortier M., Fournier M., Garric J., Gagné F. Immotoxicity of municipal effluent td_ymnaea
stagnalis Aquatic Toxicology2013 126, 393-403

¥Gust M, Gélinas M, Fortier M., Fournier M., Gagné F vitro immunotoxicity of selected antibiotics on
freshwater musseEnvironmental Pollution2012 169, 50-58

“Gust M, Fortier M., Fournier M., Garric J., Gagné F. Skerm immunotoxicity of pharmaceuticals to
Lymnaea stagnalisScience of the Total EnvironmeR013 445-446, 210-218

11
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urbain. Elle a notamment permis de confirmer legetef immuno-génomiques lors

d’exposition plus longué$

Le développement de la thématique d'immuno-toxig&met d’approfondir I'étude des

effets des médicaments. Au sein des substancesanéeliteuses, les anticancéreux (AK)
sont notamment suspects d’'un réel danger pourrigansmes des milieux, du fait de leur
mécanismes d’actions spécifiques (cytotoxiques,agrries et reprotoxiques). De plus, ce
sont des molécules dites émergentes, détectées l@amvionnement mais encore peu

étudiées. Leur mode d’action laisse supposer dessefnarqués tant au niveau cellulaire
(génotoxicité, cytotoxicité), qu’'au niveau de noeibt processus physiologiques impliquant
une multiplication cellulaire ou un contrdle endomn de type stéroides sexuels
(reproduction). La combinaison des marqueurs d@pel® est donc particulierement
pertinente pour ce type de molécules. Un projeéalébuté dans ce cadre, avec l'introduction
de tests directement sur les ceufs des limnéesdafminiaturiser encore les biotests et faire
des screenings. Nous avons donc décrit précisérfemnt phases de développement
embryonnaire a différentes températures, et mogie des températures physiologiques

n'avaient pas de conséquences notables sur lagépmmunitairé".

2OFabure J, Gagné F.Hubert-Louis A. Gust M, Immuno-genotoxic effects of wastewater effluentymnaea
stagnalis SubmittedChemosphere

21 Sapin A.,Faburé J, BoisseauP., ChapirM., Gust M, Effect of global warming on embryonic development
growth, reproduction and immune functionlgimnaea stagnalidn prep.
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LEs GASTEROPODES ET L'EVALUATION DE L'EFFET

DES CONTAMINANTS




Compréhension des effets

Afin de permettre une identification fiable degytiss engendrés par les polluants aquatiques,
la connaissance des effets a différents niveauxgdivsation biologique est nécessaire
(Ingersol et al.,, 1999; Jemec et al.,, 2010). Aitisialuation de risque des polluants est
intimement liée a la compréhension des effets. durs de ces dernieres années, jai étudié

deux grandes fonctions biologiques chez les ggstées : la reproduction et I'immunité.

A / DE L'OBSERVATION DE L 'ALTERATION DES TRAITS DE

VIE A LA COMPREHENSION DES MECANISMES

Au cours de la these, j'ai développé une batteziendrqueurs afin de mieux comprendre les
modalités d’apparition des effets reprotoxiquess travaux de these ont été approfondis par
la suite, ce qui est présenté ici.

1. Démarche. intégrée

a. Principe

Je vais focaliser mon propos sur ce qui a été dppél cheZ. antipodarumetV. piscinalis

Ce sont les especes de travail du laboratoire @ESde Lyon pour I'évaluation des effets
reprotoxiques. J'ai ainsi réalisé une représemasichématique des relations des différents
marqueurs entre eux qui souligne I'aspect intégriadiémarche (Figure 1).

Les marqueurs suivis au niveau de l'individu s@# fraits de vie, comme la reproduction,
mais également la survie et la croissance. lls Bexpression de ce qui se passe au sein
méme de lindividu. Au niveau tissulaire, I'histdpalogie des gonades (pour Ila
reproduction), mais également d’autres tissus,deésle tissu digestif, sont étudiées afin de
mettre en évidence des altérations de grandesidascphysiologiques. Des marqueurs
biochimiques sont également mesurés, tels que dsgrwes énergétiques (protéines,
triglycérides, cholestérol et glycogene), qui smalirectement liées a la reproduction, ainsi
que les niveaux de protéines Vn-like, protéinesadass. Enfin, des marqueurs directement en
lien avec le contréle de la reproduction par deésosiies sexuels de type vertébrés sont
suivis : les niveaux de stéroides (niveau cella)adt les voies de signalisation des cestrogénes
(niveau moléculaire). L'objectif est de pouvoir qumandre les effets sur la reproduction

(augmentation ou réduction), ou I'absence d’effets.
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Compréhension des effets

Par ailleurs, d’autres personnes du laboratoiret@viaillé sur les modeles d’études et on
développé des marqueurs, tels que la mesure dtastsholinestérase (Gagnaire et al., 2008),
ou de métabolisation (Gagnaire et al., 2009b). Gapet ils n'ont jamais été appliqués, a ma
connaissance, lors d’expérimentations autres gliescee validation de sensibilité des

marqueurs. Je n'y reviendrai donc pas.

L’intérét de la démarche présentée ici repose Buta(concomitance de la mesure de
I'exposition (par mesure de la concentration deuamits dans les organismes) et des effets ;
(i) 'association des différents marqueurs et lelise en relation avec les effets reprotoxiques
pour la compréhension des mécanismes mis en jete @émarche intégrative et globale

n'est que rarement proposeée, et son analyse (istéré&mites) fait I'objet de cette partie.
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Figure 1: Représentation schématique de la démarchetégrée pour I'évaluation des effets reprotoxique
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Compréhension des effets

b. Application pratigue

D’un point de vue schématique, la démarche appiicged résume de la maniére suivante
(Figure 2). En regle générale, ce sont des adgliesont exposés pour assurer un suivi de la
reproduction et caractériser le danger engendréeparolluants. En revanche, I'existence de
fenétres critiques d’expositions doit étre évaluggamment pour des molécules type PE. Ces
périodes d’exposition peuvent engendrer une plasdg sensibilité, des effets persistants, et
potentiellement sur les générations suivantes (Bebal., 2004). Elles sont cruciales pour
I'évaluation de risque. Les stades de vie exposésbiyons, juvéniles, adultes) ont une
importance majeure.

L’estimation de I'exposition par la mesure des patits directement dans les organismes,
permet une évaluation du risque associé aux togigbe potentiels transferts trophiques des
polluants sont ainsi mis en évidence, aussi bies tbexpositions de laboratoire que de
terrain.

Enfin, les effets sur la reproduction sont mesuaéissi que les différents marqueurs en lien
avec celle-ci, pour mieux les comprendre. Si pdssibn lien est fait entre les effets et
I'exposition.

Cette démarche a été appliguée, toute ou partiepavatoire (Publi 3), mais également sur le
terrain (Publis 1, 18, 19).
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Figure 2: Approche expérimentale pour la compréherien globale des effets. Adapté de conférence 4

Par ailleurs, de nombreuses autres études qus eelkguelles j'ai particip€, ont été réalisées,
notamment suP. antipodarumet principalement sur des polluants organiquesotepiques
(Duft et al., 2003a; Duft et al., 2003b; Gagnairale 2009a; Gerard et al., 2009; Jobling et
al., 2003; Kaiser et al., 2012; Mazurova et alQMNentwig, 2007; Oetken et al., 2005; Pang
et al., 2013; Pedersen et al., 2009; Sieratowic.e2011; Stalter et al., 2010; Stalter et al.,
2011; Wagner and Oehlmann, 2009).

Je vais présenter principalement celles auxqugdliegarticipé et pour lesquelles la démarche
intégrée présentée ici a été appliquée. Il fautdeuméme noter, qu’étant donné la petit taille
de cet organisme (5mm lorsqu’il est adulte...), tpEu d’équipes ont développé des
biomarqueurs (OECD, 2010).
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Compréhension des effets

2. Développement.de nouveaux marqueurs. de reprotoxicité

a. Voies de signalisation des estrogéenes

L’avancée majeure par rapport aux travaux de teese faite sur les marqueurs moléculaires
(Figure 3). Je me suis basée sur I'approche trgntsoriqgue développée par une autre équipe
(Prof J. Oehlmann, Francfort, Allemagne). Celleacpermis la mesure de I'expression de
genes codant pour des protéines impliquées dangles de signalisation des cestrogenes
(Stange and Oehlmann, 2012; Stange et al., 201@yrsLtravaux se sont limités au
développement méthodologique. Au cours du stagddster de A. Hubert-Louis, nous
avons validé l'utilisation des séquences disposildkezP. antipodarum Par la suite, des
mesures d’expression de genes ont été réaliséedesuéchantillons d’expositions en
laboratoire (Publis 3 et 5) et sur le terrain (Fublet 19).

D’un point de vue fonctionnel, jai cherché a mentles relations des différentes protéines
codées par les genes dont I'expression est megbigare 3), afin d’arriver a un schéma
explicatif clair, basé sur les connaissances lbdiphiques disponibles.

Les cestrogenes-like (E2-like) peuvent activer wepéeur aux cestrogénes-like (ER-like), qui
a été identifie cheP. antipodarumet dont I'expression est modulée par des PE séspos
(Stange et al., 2012). Les effets des E2-like swgdies, chez les mollusques, par des voies de
signalisation génomiques et non génomiques (Janer Rorte, 2007). Ces voies de
signalisation sont trés conservées.

Les effets génomiques impliqguent un ER-like nuckaiconstitutivement actif chez les
mollusques (Keay et al., 2006), qui induit la tiagion de genes cibles. Le géne codant
pour la vitellogénine-like (vtg-like) en est potieiement un, bien que cela soit controversée
(Matozzo et al., 2008). La prohibitin-2 (PHB) est co-régulateur de I'E2, qui inhibe les
effets génomiques des E2-like directement via llkB-(Mishra et al., 2006).

Les effets non génomiques sont médiés par un ERelfosolique ou membranaire (Canesi
et al.,, 2004a; Canesi et al., 2004b). La striaBiN) est une protéine échaffaudage, qui
permet I'assemblage d’'un complexe de signalisatimmbranaire impliquant une protéine
Gai. Ce complexe est nécessaire pour une activatipide et non génomique d’une nitric
oxyde synthase (NOS) par I'ER-like via les voiessigalisations phosphatidyl inositol 3-
OH-kinase/tyrosine kinase (PI3K/AKT) et mitogeniaated proetin kinase (MAPK) (Qing et

al., 2004). La libération d’oxide nitrique (NO) it des effets cellulaires rapides (apoptose,
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Compréhension des effets

multiplication cellulaire...), alors que les cascadesphosphorylation pourraient engendrer
des effets rapides directement ou via des trantgmgpsecondaires de genes.

D’autres récepteurs nucléaires ont aussi été isel@murraient jouer un role dans le controle
de la reproduction comme le Chicken Ovalbumin UptrePromoter Transcription Factor
(COUP-TF), qui est un récepteur orphelin, se lemtes éléments de réponse de récepteurs
nucléaires variés, dont celui de 'ER (Tsai andi,TE297). L'Ecdysone-induced protein (E75)
est également un récepteur nucléaire, dont le digsst I'ecdysone (hormone de mue des
insectes), et qui a été identifié chez les mollesgwien que sa fonction soit inconnue

(Laguerre and Veenstra, 2010).
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Figure 3: Schéma des voies de signalisation théouigs des estrogenes, d'aprés Publi 1

b. Margueurs histopathologigues

Par rapport aux travaux de thése, un gros investisst a été fourni par le laboratoire sur les
marqueurs histologiques (Tair-Abbaci and Garricl®0 et la compréhension du cycle

« normal » de la gonade des gastéropodes utileék structure. Ce travail a ensuite permis
une meilleure utilisation de ce marqueur, notamniestdes expérimentations de laboratoire
(Publi 3).
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Compréhension des effets

3. Utilisation.. des. marqueurs. pour. la compréhension. des

a. Mélange de PE au laboratoire

Au laboratoire, I'étude qui représente le mieuxléanarche intégrée est celle réalisée avec un
mélange de PE (BPA, OP et NP) gurantipodarumet V. piscinalislors des Masters de V.
Lecomte et M. Dupré et la thése d’A. Berlioz-Barlpeur la chimie analytique (Publi 3). Les
concentrations utilisées sont trés basses et pamdsnt & une gamme environnementale
réaliste (pour les eaux de surface). Les gastémspamht été exposés a 4 mélanges de
concentrations croissantes, de BPA, tOP et tNPamgél 1 : 0,2ug/L BPA, 0.1ug/L tOP,
0.5ug/L tNP jusque mélange 4 : 5,4ug/L BPA, 2,74@P et 13,5ug/L tNP).
Chez I'espéce parthénogéniqire antipodarum:
* lareproduction est induite chez les adultes (leguUA et B),
» sans effet observé sur les réserves énergétiques
« ou l'histologie des gonades,
» avec une diminution de 'E2,
* et une modification des voies de signalisation aestrogenes (répression des voies
génomiques par de faibles concentrations et indluales voies non génomiques par
de fortes concentrations, induction du gene cogant la VTG et de I'E75, Figure 4
E).
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Figure 4: Effets des mélanges de PE sur la reprodtion des gastéropodes. A. Nombre d’embryons pd®.
antipodarumadulte. B. Nombre cumulé de juvénile palP. antipodarumadulte. C. Nombre cumulé de
juvéniles par P. antipodarumexposés en tant que juvénile au mélange de PE.Nlombre cumulé d’ceufs
par V. piscinalis(moyennes et écart-type, a<b<c indique une diffénee significative,P<0.05). E. Effets du
mélange de PE sur I'expression de mRNA de génes (yemnes et écart-type). Issu de Publi 3

Chez I'espéce hermaphrodi¥é. piscinalig :
O lareproduction est réduite chez les adultes,
0 les gonades altérées (la partie méale aux faiblasertrations, puis la partie femelle
également aux plus fortes concentrations),
et comme cheP. antipodarumles réserves énergétigues non modifiées,
O et l’E2 diminué.

Concernant l'altération tissulaire des gonades thgascinalis la structure des gonades des
témoins (eau et solvant) est non altérée (FigureChLavec des cellules méles et femelles a
différents stades de différenciation. Les altératicurviennent sur les gonades males et
femelles de maniére temporelle et dose-dépendAptes seulement 7 jours d’exposition, la
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partie male de la gonade des individus exposéspéutaforte concentration de mélange est
altérée (Figure 5D et E). Une désorganisation dgéoda tissu male est présente, avec des
dégeénérations des spermiductes, une hyperplasiesgirsnatogonies, due a une possible
atrésie. Aprés 14 jours d’exposition, les gonadesiddividus exposés a la concentration la
plus faible de mélange sont aussi altérées, avecpente de différenciation des cellules
males, peu de spermatogonies, et une perte deutdwse lobulaire typique (Figure 5F et G).

A la fin de I'exposition, la structure femelle €gfalement altérée chez les individus exposeés a
ces deux concentrations (Figure 5H et I): dimmowtidu nombre d’oocytes, avec une
différenciation cellulaire toujours présente et descytes matures atrétigues. La
différenciation des cellules males est tres pesgte, avec des tissus nécrotiques.
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Figure 5: Observation histologiques de la gonade dé piscinalis A & C Gonades de témoins (eau et
solvant), en grossissement croissant (A<C) montrafes structures males et femelles. D et E: gastémges
exposés au mélange 4 apres 7 jours. F et G: gastgodes exposés au mélange 3 aprés 14 jours. H et | ;
gastéropodes exposés au mélange 4 apres 14 jours. &cini, , GE: épithélium germinal, NC: cellules
nourricieres, Ool: oocyte primaire, OOIl: oocyte seondaire, Oo: oocyte mature, SD: spermiducte, Sg:
spermatogonie, Spz: spermatozoide. Issu de Publi 3
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Nos résultats montrent une concomitance entreftkts au niveau de la reproduction et a des
niveaux organisationnels inférieurs (histologie gesades, niveau de stéroides, expression
des génes impliqués dans les voies de signalisdéisrestrogenes). Les marqueurs mesurés
permettent une meilleure compréhension des effetergés (induction ou répression de la

fécondité) de maniere intégrée.

Chez l'espéce parthénogénétique, linduction derodyrction est accompagnée d’une
diminution d’E2. Une modification des ratios derstdes sexuels a déja été rapportée chez
des poissons (méles et femelles) exposés a dedaibhcentrations (1-10ug/L) de BPA (see
Flint et al., 2012). Les résultats sont plus catés avec le NP chez le poisson (Villeneuve et
al., 2002; Yang et al., 2008). Cette modulationmigsaux de I'E2 se fait certainement via un
rétrocontréle négatif, similaire a ce qui est déchiez la truite arc-en-ciel exposée au NP
(Harris et al., 2001). Par ailleurs, le BPA modifess schémas d’expression de genes
impliqués dans les voies de signalisation des ogstres (Flint et al., 2012). Cela expliquerait
les résultats observés, avec une induction des vmie génomiques a forte dose et une non-
inhibition des voies génomiques a faibles doses. I€sultats dans leur ensemble suggérent
que les effets sur la fécondité Heantipodarunsont issus d’une interaction avec le contréle
endocrinien de la reproduction. De plus, I'expositiaux mélanges induit I'expression
d’autres facteurs (récepteurs aux ecdystéroidesfjuc est comparable a ce qui est observé
chez les arthropodes exposés aux PE (Planello, &tC4I8). D’autres éléments de régulation

endocrinienne que les stéroides sexuels de typ&vés sont donc impliqués.

De maniere intéressante, les effets sont trésrdifté chez I'espece hermaphrodite, et donc
ayant une gonade male. Chézpiscinalis la reproduction est diminuée, ainsi que les nixea
d’E2 (ce qui étaye I'hypothése du rétrocontrble atify En revanche, contrairementPa
antipodarum des altérations des gonades sont observées rtetufi@rement sur la partie
male (plus marquée et plus précoce que la pantielfe). Ce tropisme plus marqué de ces
polluants (BPA et OP) sur la partie méale de la gendeV. piscinalisavait déja été noté au
sein du laboratoire (Gagnaire et al., 2009a). Dendarose et la perte de l'organisation
générale avaient été notées, alors qu’aucun effeaih été observé chdz antipodarumDes
altérations des gonades ont également été déchies d’autres mollusques : syndrome de
« superféminisation » chez les gastéropodes (Oaimreta al., 2006), résorption de gametes
males, oocytes atrétiques chez les bivalves (Aatalal., 2006; Ortiz-Zarragoitia and
Cajaraville, 2006).
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Ainsi, I'opposition des effets qu'il peut y avointee les deux especes s’explique par leur
mode de reproduction différent : celle présentamtjuement une partie femelle, et donc

sensible uniqguement aux effets oestrogéno-mimé&iocieez qui la reproduction est induite,

et celle subissant également les effets andogé@tedes, chez qui la reproduction est

diminuée.

Ces expérimentations montrent l'utilité des margsemesurés a différents niveaux

d’organisation biologique. Les modifications d’egpsion de genes n’ont finalement de sens

gue mises en relation avec les modifications deanix de stéroides et de reproduction.

Enfin, lors de cette exposition, les niveaux de BR2P et tNP ont été mesurés directement
dans les organismes pour évaluer de I'expositionooatement a la mesure des effets. Ici, le
gradient d’exposition voulu au départ ne se reteogue sur les concentrations de BPA, pour
qui les concentrations vont croissantes dans lggnismes. En revanche, en ce qui concerne
les alkyphénols (tOP et tNP), les concentrationsléiga organismes exposes sont supérieures a
celles des témoins eau, mais ne refletent pasaldiegt des meélanges. Les effets observes
sont donc principalement dus au BPA. Comme legsffent plus marqués que lors des
expositions au BPA seul, il peut étre conclu quenm&i les alkylphénols ne participaient pas
au gradient, ils ont potentialisé les effets du BR&tte mesure conjointe des effets et de
I'exposition permet de lier les deux et de complé&edémarche intégrée. C’est possible dans
une expérience de laboratoire ou les parametreiscemirolés et les toxiques en présence
maitrisés. Dans des expeérimentations de terraiserid plus difficile de lier les effets a un

polluant particulier.

En définitive, il faut noter que dans cette étudacun des marqueurs développés ne
s’intéresse aux neuropeptides, qui sont pourtamerfeent impliqués dans le contréle de la
reproduction chez les gastéropodes (Lagadic et 28Q7). Il serait tres intéressant

d’approfondir cette voie. Cependant, les modéletobiques choisis ne sont pas forcément
les plus adaptés, les connaissances sur les netidgse étant surtout disponibles chez les

gastéropodes pulmondsy(mnaea stagnal)s
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b. Sur le terrain

Plusieurs expositiong situ de P. antipodarumont été réalisées, mettant en évidence sa
sensibilité pour évaluer la qualité des écosystéfRablis 1, 11, 12, 18, 19) et sur diverses
sources de pollutions (urbaines, industrielles, pliakeres, minieres). Bien que les
expositions terrain soient plus complexes, I'agilan des différents marqueurs développés
permet, comme au laboratoire, de porter un éclaigag les mécanismes mis en jeu. Cela
présente un intérét certain dans la mesure ourtedes expositions tres réalistes d’'un point
de vue environnemental. L’objectif est non seuleinai&gvaluer si un rejet ponctuel a un effet
délétére sur les organismes, mais également dereadre la mise en place de cet effet. Les
expositions se sont systématiquement faites sanélme modeéle : un ou plusieurs sites en
amont du rejet ont été utilisés et considérés cor@m®ins, et un ou plusieurs sites en aval
ont également été suivis (Figure 6). Les travauxttdese avaient permis d’optimiser les
durées d’exposition suivant la température de I'@awst et al., 2011a). Ici encore, les effets
et I'exposition sont mesurés de facon conjointerpaxoir une approche la plus globale

possible.
a Mécanismes passant par la reproduction

% Sipibel : Contamination hospitaliére

Cette exposition s’est faite sur I’Arve (Publi 18) Haute-Savoie, en aval d'un rejet de STEP
traitant les effluents d’'une ville (32 000 équivaldabitants) et d’'un hoépital nouvellement
construit (2 000 équivalent habitants). Elle a églisée en collaboration avec I'INRA de
Thoénon (A. Bouchez), le CNRS de Limoges (J. Labaskbwt these d'E. Laurent) et I'équipe
TRACES du CNRS de Villeurbanne (C. Cren-Olivé esénd’'A. Berlioz-Barbier) sur le site
pilote de Bellecombe (Sipibel).
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Figure 6: Carte d'exposition aux rejets urbain et lospitalier (Sipibel)

Les effets ont été une induction de reproduction Isusite aval immédiat, avec une

récupération sur I'aval lointain, en lien avec ilaitibn de I'effluent dans la riviere (Figure 7).

Il faut noter que les niveaux de reproduction susite amont étaient déja assez élevés par

rapport aux valeurs physiologiques usuellefdantipodarumGust et al., 2011b). Ainsi, le

nombre total d’embryons (autour de 35 embryons ipdividus) obtenu sur le site aval

immédiat est le signe d’'une réelle induction deefaroduction.
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Figure 7: Nombre d'embryons parP. antipodarumsur les sites de Sipibel (moyenne et écart-typefapres

Publi 18

Ceci est d’autant plus vrai que les réserves étigugs n'ont pas été impactées, ce qui

conduit a penser que l'induction de reproductioest’pas due a une ressource alimentaire
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augmentée. Elle serait donc due a un apport dguesidans la riviere par I'effluent qui
induirait une perturbation endocrinienne et uneuativn de la reproduction. Cette hypothése
est confirmée par les dosages effectués dans (fleé@dicaments, mais eégalement BPA et tOP
a plusieurs centaines de ng/L), et dans les béte¢pam, BPA, tOP, tNP). Ces mesures
chimiques permettent d’objectiver clairement la taamnation et de mettre les effets en
perspective.

Nous avons également envisagé I'hypothése d’unecape plus mécanistique par le biais
des voies de signalisation des cestrogenes quigalgraent été affectées. Cela nous a permis
de présenter des hypothéses quant aux effets @ssauw la reproduction.

lIlmmediate downstrea mj

Reproduction 2 &

Genomic e CEmE
effects SN v

Other nuclear
receptors /'\L
X0.5 o

Figure 8: Modification des voies de signalisationek cestrogénes en aval immédiat a Sipibel

Sur le site aval proche (Figure 8), aucun effet@t&observé sur les voies non génomiques,
alors qu’une induction des voies de signalisatiénagniques des cestrogenes a été mise en
évidence (inhibition de la PHB, induction de I'EiRd et VTG-like, pas d’effet sur le COUP-
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TF). Nous pouvons donc en déduire que l'inductierreproduction était due a une activation
des voies de signalisation des cestrogenes. lliffisilel de relier un tel effet a un polluant
donné. Cependants, les effets obtenus en labaawec les mélanges de PE étaient assez
équivalents (induction de reproduction et des vaikes signalisation génomiques des
cestrogenes). La contamination des eaux de sudacks organismes lors de cette exposition
est également similaire a celle observée lors dpssitions de laboratoire (bien que plus
complexe). Il est donc fort possible que les eftéiservés soient, au moins en partie, dus au
BPA et alkylphénols.

Par ailleurs, des études récentes laissent enteuerda VTG pourrait étre impliquée dans
'immunité innée, en jouant un réle de Pattern R@d@ion Receptor (PRR), reconnaissant de
nombreux éléments bactériens et viraux, et favorisaphagocytose pas opsonisation (Zhang
et al., 2011b). Un réle de la VTG dans I'immunigsdnollusques a également été suggeré
par certains auteurs (Bouchard et al., 2009). tlldemc possible que l'induction du gene
codant pour la VTG soit due a un effet immunotogigle I'effluent. En effet, les effluents
urbains sont reconnus pour leurs propriétés imnuxiqies chez les gastéropodes (Gust et
al., 2013).
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Figure 9: Modification des voies de signalisationek cestrogénes en aval éloigné a Sipibel

Dans cette méme étude, les effets observés a Etvighé sont assez différents (Figure 9). La
reproduction n’est plus impactée, alors que l'egpi@n de genes l'est toujours, mais de
maniere tres distincte de ce qui a été observ@wall’proche. Une induction des voies de
signalisation non génomiques des cestrogénes estvébginduction de STN), associée a une
inhibition des voies génomiques (induction desesgpeurs PHB et COUP-TF). Il est probable
gue l'absence d’effets observés sur la reproduc@indue a I'équilibre de ces deux voies de
signalisation.

En revanche, de méme que sur le site aval immédiggne codant pour la VTG est toujours
induit, suggérant une signature immunotoxique d#llient (I'induction est moindre qu’au
niveau de l'aval proche a mettre en relation awedilution de I'effluent). Il est également
possible que le VTG ne soit pas exclusivement sonsréle stéroidien et que son expression
soit régulée par d’autres voies endocriniennes ¢heantipodarum En effet, I’hnypothese
selon laquelle l'expression de la VTG est sous kmntrdle des oestrogénes est
controversée(Matozzo et al., 2008).

Enfin, des travaux supplémentaires sont a envisageernant le récepteur aux ecdystéroides

(E75), dans la mesure ou il était réeprimé a I'apedche et induit a I'aval €éloigné. Son
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implication dans la reproduction des mollusques &estéterminer, d’autant plus que des
mélanges de PE induisent son expression (Publi 3).

Malheureusement, aucune analyse histologique n'étgguréalisée lors de cette étude pour
des raisons techniques de mauvaise conservatiorectemtillons. Il aurait pourtant été
intéressant de déterminer si l'induction de la odpction observée se traduisait par des
altérations tissulaires.

Cette expérimentation a permis de montrer que dfessesimilaires a ceux obtenus au
laboratoire (induction de reproduction en lien auee modification des voies de signalisation
des cestrogénes) sont présents en situation réallemise en perspective des effets par la
mesure des contaminants directement dans les srgasipermet de compléter la démarche.

% Bourbre : contamination industrielle et urbaine

Une autre étude du méme type a éte réalisée (Puslir la Bourbre en Isere, avec un rejet de
STEP traitant les effluents d’'une ville et de noeuses industries. Elle a été réalisée dans le
cadre de la thése de J. Camilleri (analyses mésidus dans I'eau) et A. Berlioz-Barbier
(analyses dans les organismes), et en collaboratiea C. Cren-Olivé (CNRS Villeurbanne),

F. Gagné (E. Canada) et T. Buronfosse (VetAgro-Sup)

Confluence
downstream

Bourbre River

Boaurhre upstream

Bourbre downstream

L

+ TWWTP effluent discharge %,

- Exposure sifes

1km

Figure 10: Localisation des sites d'exposition sua Bourbre: contamination industrielle et urbaine. Issu
de Publi 1

Ici les effets observés sur la reproduction étaietelement inversés par rapport a ceux de
I'étude précédente, avec une forte diminution &afaproche (90% de diminution des

embryons néoformés), en partie compensée a lal@gn& (75% de diminution des
embryons néoformés) avec la dilution de I'effluengis toujours significative (Figure 11A).
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Figure 11: Effets de I'exposition sur la Bourbre su P. antipodarum(moyenne et écart-type). A : Nombre
d'embryons par adultes par sites ; B : niveaux d’'EZpg) par individus, par sites et par échéance ; €
Effets de I'expositionin situ sur I'expression de mMRNA de génes (1x correspondaau Bion) . Issu de Publi
1

Aucun effet sur les réserves énergétiques n’'a égura entre les différents sites. Cet élément,
associé a la croissance des juvéniles équivalatars tous les sites lors de I'exposition,
exclut le manque de ressource alimentaire comngénerde la diminution de fécondité.

Une bioaccumulation importante deft@stradiol (E2, 25pg/organisme) et testostérone (,T
100pg/organisme) a été mesurée (Figure 11B), hipérieure aux valeurs physiologiques
usuelles (E2<2pg/organisme et T<7.5pg/organisme}teCbioaccumulation correspond a
'accumulation de l'estrone et la testostérone gméss dans I'eau (Gust et al., 2010a). Les
expositions de laboratoire a de I'estrone seule, mpus avons réalisées par ailleurs avec V.

Lecomte lors de son Master, ont montré qu’il n"piapas d’effet associé sur la reproduction.
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Les mesures des protéines Vn-like n'ont pas miéuittence de différences entre les sites, ce
qui a été confirmé par la mesure de I'expressiola dETG.

Ici, encore, I'expression des genes impliqués desisoies de signalisation des cestrogenes a
été modifiée par I'exposition (Figure 11C). L'expseoon de 'ER-like est induite sur les 2
sites avals. Les voies de signalisation génomigaasinhibées sur les 2 sites avals, alors que
les voies de signalisation non génomiques le sariement sur I'aval proche. Cette inhibition
des deux voies de signalisation est a corréler Bvdaninution de fécondité. L'induction de
'ER-like peut étre liée a un rétrocontrdle positfiite a la répression des voies de
signalisation, ou alors a une induction due a ¢tmttumulation importante d’E2. Dans cette
expérimentation, I'expression de I'E75 est rédsite les deux sites avals. Cette diminution
d’expression, associée a une fécondité trés rédetiteh une contamination chimique
importante en médicaments et PE souléve des gosgfitant a la fonction des ecdystéroides
dans la reproduction des mollusques.

Cette expérimentation permet également de mettreekation les effets observés sur la
reproduction avec les voies de signalisation desroggses. Cependant, les mesures
chimiques aussi bien dans I'eau que dans les angesi ont montré une forte contamination
en médicament (oxazépam notamment) et en PE (BRékgphénols). Les concentrations
internes d’oxazépam (prés de 3mg/kg de poids fietiaht trés nettement supérieures aux
doses thérapeutiques humaines, les effets detidxiicecte des médicaments présents dans le

milieu sont aussi trés probables.

Cette expérimentation, aux effets tres distinctsale présentée précédemment, montre toute
la complexité du terrain. La démarche intégrée igppk lors de ces expériences ne permet
pas la compréhension de tous les mécanismes hjoalegimpliqués, mais I'appréciation de la

situation dans son ensemble. Elle met en évidantierl réel entre les effets reprotoxiques et

les contaminants (méme si aucun contaminant negbeutiirectement incriminé).

B Autres modes de toxicité

Une exposition a des rejets métalliques (Cd et&becazeville sur le Riou-Viou, le Riou-
Mort et le Lot (Publi 11) a permis de montrer qes kffets observés sur la reproduction
peuvent aussi étre dus a des facteurs indirecesxpbsition a été réalisée sur 5 sites

présentant un gradient de contamination (Figure 12)
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Figure 12: Localisation des sites d'exposition & [@azeville: contamination miniére. Issu de Publi 11

Lors de cette exposition, une diminution drastidada reproduction a été observeée sur le site
le plus impacté (Joanis), ainsi qu’une diminutiencdoissance des juvéniles. Elles avaient été
liées a une diminution de réserves énergétiqueg e adultes. Par ailleurs, I'analyse
histopathologique de la gonade a montré une ahéramportante de la glande digestive
caractéristique des contaminations meétalliques iMarez et al., 2002, Figure 13).

Sur les sites témoin (Decazeville et Lot amont)stlacture digestive n’est pas altérée, avec
des tubules de la glande digestive composés dee3 tellulaires : les cellules digestives, les
cellules a calcium et les cellules basophiles. Busite de contamination intermédiaire
(Moulin), les cellules a calcium sont hypertroplsiét plus nombreuses, mais la structure de
la glande digestive est conservée. De maniereesgante, aucun effet biologique associé (de
type modification de trait de vie : croissance eproduction) n’est observé sur ce site. Cela
met bien en évidence la précocité des lésionslaissa comparées aux modifications de traits
de vie. Sur le site le plus contaminé (Joanis),parée de la structure digestive est notée, avec
une vacuolisation des cellules digestives, sante papicale. Les cellules a calcium sont
toujours hypertrophiées et présentes en nombrerisupéLa reproduction est stoppée chez
les adultes, mais la croissance des juvénilesoesparable a celle des autres sites, et dans les
gammes de variations physiologiques chez cetteces@®es effets sont caractéristiques, a la
fois de la contamination métallique (Marigomez ket 2002; Zorita et al., 2006), et d’'une

mise a jeun prolongée (Dimitriadis and Hondros,2t $orcel et al., 1996).
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Moulin

Figure 13: Lésions histologiques de la glande digese sur le Lot, exposition au Cd et Zn. BC : cellle
basophile, CC : cellule a calcium, DC : cellule diggtive, DG : glande digestive, Ov : ovocytes, Tuliubule
digestif. Adapté de Publi 11.

Tous ces éléments suggérent que cette altératmmmduit a une diminution de la capacité
digestive, provoquant une diminution des réservesrg&tiques et par conséguence une
altération des traits de vie (reproduction, craissd. |l faut cependant noter que la
diminution de I'absorption alimentaire seule, naitpgistifier I'importance des effets sur la
reproduction. La croissance n’étant pas altérédessite le plus contaminé, d’autres éléments

sont en cause et n'ont pas pu étre explorés d’'agar(Figure 14).
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Figure 14: Schéma explicatif des effets observés eas de contamination métallique

Dans ce cas, l'utilisation de la batterie de mangsied différents niveaux d’organisation, a
permis de mieux comprendre les mécanismes d’appades effets reprotoxiques, méme si
ceux-ci n’étaient pas d’ordre endocrinien. En reven ils n'ont pas permis de les élucider

dans leur ensemble et n'expliquent pas I'étendseeffets.

¢. Conclusions sur |'application de la démarche intégrée au
laboratoire et sur le terrain

Ces guelques exemples ont pour but de montreetéhtde la démarche intégrative qui a été
développée chez les gastéropodes au sein du lalverdtorsque j'ai commencé a travailler
sur P. antipodarumtres peu, voire aucun marqueur n’était dispon(thlétait alors possible
de compter les juvéniles nés, et les embryons apsche embryonnaire). Les marqueurs
ont pu étre développés grace a de nombreuses aatans :

[0 En partenariat avec VetAgro-Sup (T. Buronfossedi géveloppé des marqueurs
basés sur la mesure des stéroides sexuels de &ypEhrés et sur les réserves
énergétiques ;
avec Environnement Canada (F. Gagné), la mesurérdéke ;
avec mes collegues ou étudiants a IRSTEA, les rasshristopathologiques et
transcriptomiques ;

[0 avec I'équipe TRACES du CNRS (C. Cren-Olivé et ¢hd®\. Berlioz-Barbier) des
mesures des composés chimiques directement damgybessmes.

Tous ces marqueurs d’effets et d’exposition ontnéigeen relation avec les modifications de
traits de vie (reproduction, croissance) des omyaes afin d’appréhender les effets et

I'exposition de maniére globale.
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Une des qualités et des limites de la démarchgriatig€e, c’est qu'elle est globale. Il est
difficile de lier la variation d’'un biomarqueur &l d'un trait de vie, et dans la batterie de
marqueurs étudiés, il est difficile de penser questles marqueurs vont aller vers la méme
conclusion. D'un autre co6té, la variation d'un bemgqueur seul n'a pas forcément
énormément de sens, biologiqguement parlant. Quibign’ soit, peu d’études proposent ce
genre d’approche, surtout en situation de terrain.

Ce qui ressort des expérimentations présentéesssiid, est que cette démarche permet sinon
de comprendre les mécanismes impliqués dans latoxwité, au moins d’avoir des
hypothéses sur ces derniers.

Tout I'intérét de I'histologie est dans I'applicati de cette démarche intégrée. Les altérations
tissulaires, quels que soient les tissus conceso@s$,assez « parlantes », et ne nécessitent pas
forcément une connaissance approfondie des méaasisms en jeu (et particulierement
I'endocrinologie). Une fois la structure tissulaié@moin clairement décrite, les altérations
sont facilement identifiables (et souvent plus po&s que I'apparition des effets). Par
ailleurs, les modifications histologiques des tsspauvent permettre de proposer des pistes de
mécanismes d’action en ciblant soit les tissus otgsa soit, de maniere plus précise, les types
cellulaires (comme c¢a a été le cas pour le méldegeE ou bien les métaux). En revanche, il
faut préciser que c’est un outil fastidieux a neetin place (en temps de préparation des
échantillons et de lecture des plagues), mais men@&nt informatif. Il nécessite tout de
méme une bonne caractérisation des types cellslaire

De méme, les approches transcriptomiques utiliséespermis de mieux comprendre les
mécanismes sous-jacents. Ces approches sont d'aliarpertinentes gu’elles sont réalisées
conjointement a la mesure d’effets au niveau dawiNidu (perturbation de la reproduction).
En effet, mesurées seules, les variations d’exjpresie genes sont difficiles a rapporter a une
réalité biologique. Pour autant, ce n’est pas papcen effet biologique est observé de
maniére concomitante avec une variation d’expresd® gene que les deux sont forcément
liés.

La démarche intégrée repose sur des faisceaux @mrpptions qui nous permettent de
formuler des hypothéses quant aux meécanismes ingdiqCette démarche, associant la
mesure d’effets et d’exposition, est trés informagpour relier un effet toxique a un polluant
donné (surtout au laboratoire ou I'exposition néastepas a de multiples polluants).

L’approche développée ici est relativement compléte ce qui concerne les effets

reprotoxiques en lien avec les stéroides vertéteéype sexuels. Pour autant, il reste clair
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gue beaucoup est encore a faire. Le modele gastEa@st complexe a utiliser pour ce genre
de démarche, sa physiologie étant assez peu cairtoes variable suivant les espéces. La
physiologie des poissons est bien plus documeertégonc avoir une démarche intégrative
semble plus aisé sur ces especes, au moins d’'ahgmivue théorique. Il est tres compliqué
de comprendre les modes d’action des contaminantgue le fonctionnement « normal »
n'est déja pas bien connu.

Il'y a peu de gastéropodes sur lesquelles ellenspiossibles, puisque assez peu ont été
utilisés en écotoxicologie. OutRe antipodarumsur lequel j'ai beaucoup travailleymnaea
stagnalisest certainement un de ceux chez qui cela sergilus aisé. Cet organisme est
utilisé depuis de nombreuses années en écotoxiegdag I'NRA, notamment. De nombreux
marqueurs ont été développés a différents niveaopgahisation biologique. Le contrble
peptidique de la reproduction est par exemple @méht beaucoup plus exploré chez cette
espece. Elle a été introduite récemment au labogapmur les approches sur la réponse
immunitaire, mais jamais les réponses de la limetédeP. antipodarurm’ont été comparées
dans des expérimentations similaires a ce qui &tpal fait avecV. piscinalis Ce serait
certainement une approche intéressante, d’autast gpie ces deux gastéropodes ont été
proposés comme biotests pour I'évaluation des sffexiques dans le cadre de 'OCDE
(OECD, 2010).

Dans le cadre des marqueurs mesures, il y a Iptaageaux ecdystéroides (E75), dont les
variations d’expression sont en lien avec la repetidn (Publi 3). Pour autant les
mécanismes sous-jacents ne sont pas connus. Au titeengue des marqueurs peptidiques
devraient étre développés, I'implication des ecélgstes dans le contrdle de la reproduction

devrait étre analysée plus en avant.

4. Intérét. des. gastéropodes. pour. l'évaluation des effets

a. Fenétre d'exposition critigue et effets persistants

Un des intéréts des gastéropodes est la possiigx@oser différents stades de vie (embryon,
juvénile, adulte) a des polluants, et d’isoler mids potentielles fenétres d’exposition
critigues. Les stades alors exposés sont partientiént sensibles, et cela peut mener a des
effets persistants, qui perdurent une fois I'expiasiarrétée, comme chez les poissons (Brion
et al., 2004).
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Ces effets persistants apres la phase d’exposgimmt, trés importants a prendre en compte
dans le cadre d’'une évaluation de risque, puisquébt pas nécessaire que les individus

soient exposés tout au long de leur cycle de vig goe les effets soient présents.

Nous avons observé ce type de phénoméne avec tiegyée®-mimétiques (Publi 3), lors de
I'exposition au mélange de PE (Figure 4C). L'indoictde reproduction qui est observée chez
des adultes exposés pendant 6 semaines est égatdreervée chez des adultes non exposes,
mais dont les phases juvéniles ont, elles, étés®dgmau meélange, lors du développement de
la gonade (Tair-Abbaci and Garric, 2010). Nous avdonc mis en évidence un stade de
développement particulierement sensible qui, une fexposé, présente des effets

irréversibles. Cela correspond a une fenétre d’eixipa critique.

Les gastéropodes utilisés présentent donc l'avantdg pouvoir réaliser ce type
d’expérimentations. Elles sont trés pertinentesamment dans le cadre de I'évaluation des
effets reprotoxiques des polluants. Ce sont doscndedeles tres adaptés pour I'évaluation

des effets moins conventionnels qu’une diminutionr@uction de reproduction sur I'adulte.

En revanche, les expérimentations portant sur hasgde développement non sexuellement
mature (embryon ou juvénile), et durant jusqu’adproduction des adultes, sont lourdes a
gérer et chronophages. De plus, cliezantipodarum qui est ovovivipare, il n'est pas
possible d’exposer directement les embryons pendantdéveloppement (en tous cas, nous
n'avons pas développé de méthodologie). Il fautcdexposer les adultes pendant un temps
suffisamment long, pour que les juvéniles pondwentaiété exposés pendant tout leur
développement embryonnaire (Gust et al., 2011a¢. éspeéce ovipare conve piscinalis(ou

L. stagnali$ permet des tests sur les stades embryonnairessiphple (Bandow and Weltje,
2012). L'exposition de juvéniles ou d’adultes ns@pas de problemes majeurs, en dehors de

la durée d’expérimentation nécessaire (quelquegises).

b. Effets sur les générations suivantes

Nous avons peu évalué les effets sur les génésdfiitas, issues de parents exposeés. Ce type
d’effet avait été noté cheP. antipodarumlorsque les juvéniles pondus par des adultes
exposés a la fluoxétine avaient été directementpég@s et maintenus dans I'eau utilisée a
I'élevage (Publi 16). Ces individus ont été exposgsla fluoxétine pendant leur

développement embryonnaire seulement. Par rapp@taqui n’avaient pas été exposes, ils

42



Compréhension des effets

ont grandi significativement plus vite et pondungigativement plus tard (et donc plus
grands). Ces effets sur la F1 ont permis de formuales hypothéses, notamment concernant
le nombre et la périodicité de mise en place dept@&urs a la sérotonine chez les mollusques
(Goldberg and Kater, 1989). Une sensibilité tresquée d'un stade de développement
pourrait étre le signe d’'une forte quantité de péears présents par rapport a un autre stade.
Cette hypothése n'a pas été plus avancée, lesukargageés s’étant plus orientés vers les
stéroides sexuels de type vertébrés, que sur tedtmeuro-endocrinien de la reproduction.

Il serait certainement intéressant d’approfonditeceoie dans les années a venir.

Pour autant, les générations suivantes ne sontsystématiquement impactées chez les
gastéropodes : des études menées chez la limnédeaM n’ont pas montré d’effet sur la

génération fille (Czech et al., 2001).

La durée du cycle de vie des espéeces d’étude &st &mngue : quelques mois pour avoir la
reproduction des F1. Cela implique, ici encore,cegraintes expérimentales fortes, avec des
expérimentations sur plusieurs mois. Des organisinegcle de développement plus rapide
(Daphnia magnapar exemple) pourraient étre plus indiqués poutype d’explorations. En

revanche, il n’est pas certain que les sensibiitéspolluants soient équivalentes.
c. Sensibilité interspécifigue

L’intérét qui avait été soulevé lorsque les gagtédes ont été choisis comme modeéles
d’étude, résidait en partie dans leurs modes deodeption divers (sexes separés,
hermaphrodisme, parthénogénese). Il avait été séppo’il en résulterait des effets variés
aux polluants reprotoxiques. Leur différence desmslité sera abordée dans le chapitre sur
I’évaluation de la qualité des écosystemes, maioars des expérimentations, une différence
d’effets a aussi été notée.

Ainsi, lors de I'exposition aux mélanges de PE (P8) il a déja été évoqué que les effets
étaient opposés entre l'espece femele éntipodarun et I'espece hermaphrodite/.(
piscinali§. En se basant sur nos expériences, et sur ddsséprécédentes sur ces deux
especes (Gagnaire et al., 2009a), I'hypothése émige que cette différence d’effets venait
du fait queV. piscinalispossédait une partie male dans ses gonadesgaleiPs antipodarum
non. Les effets histologiques étaient en cette ugvkes tissus males étant impactés de
maniére plus précoce et plus importante que Issigidemelles. Dans ce cas, le mode de
reproduction des organismes est clairement liédterences d’effets observés.
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Une autre expérience avait été réalisée avec deidaétine (Publi 16). Elle a également
montré des effets opposés, avec une inductionmedection aux faibles concentrations chez
P. antipodarumet une diminution aux fortes concentrations, etuaueffet significatif chez
I'espece hermaphrodite. Des différences d’effetd socore présentes sur les individus issus
de parents exposés : différence de croissancee dfgle taille a la premiére reproduction
chez des adultes issus de parents exposésRchartipodarumalors que rien n’est observé
chezV. piscinalis Plusieurs hypothéses ont été proposeées, notansueliexposition et la
métabolisation de la fluoxétine en un métabolitéf,ace qui a été évalué par la suite (Publi
4). Une autre hypothése proposée portait sur Eptéurs a la sérotonine, dont le nombre, la
localisation et la période d’apparition pourraiéire différents suivant les espéces (Goldberg
and Kater, 1989). Ces récepteurs sont la cibleogigue de la fluoxétine (inhibiteur de la
recapture de la sérotonine). Une différence de meneb de moment d’apparition de ces
récepteurs pourrait donc étre a l'origine des sffet de la sensibilité) différents suivant les
especes. Contrairement a I'exemple précédent, datie expérimentation, la différence
d’effets ne semble donc pas imputable aux modespteduction distincts.

Dans tous les cas, d’'un point de vue « mécanistigues expériences montrent que le choix
des espéces d’études a une importance capitateeffids totalement opposés sont mesurés
alors gue les expositions se font conjointementsda#es conditions strictement similaires et

aux mémes polluants.

d. Conclusion sur la compréhension des effets reprotoxiques

En conclusion, les modeles gastéropodes utilisas m@rtinents pour I'évaluation des effets
reprotoxiques des polluants (Tableau 1) : la comibon des différents marqueurs d’effets et
d’exposition permet de mieux comprendre les méoasgsimpliqués. Ce sont également des
especes sensibles aux PE (Matthiessen, 2008; Oetletal., 2007).

Des études, notamment sdarisa cornuarietis ont été réalisées par d’autres équipes pour
caractériser les effets du BPA, afin de mieux cangre les mécanismes impliqués dans le
syndrome de « super-féminisation » observé. Lesuasitavaient conclu que le BPA avait un
réle d’agoniste de 'ER-like (Oehlmann et al., 20Bette étude est une des rares présentant
une démarche explicative des effets reprotoxiquesspblluants chez les gastéropodes. Les
études présentées dans ce manuscrit sont dansnfe hignée et tentent d’aborder une
démarche intégrative, a la fois sur les effetseetr Icompréhension, mais également sur

I'exposition (évaluation chimique, stades biologiguchoix d’espéces...). Ce qui en ressort,
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est qu’elle est applicable a la fois au laborateirsur le terrain, qu’elle est trés informative,

mais dans la limite des marqueurs disponibles.

Tableau 1: Avantages et inconvénients des gastérafes d'eau douce pour I'évaluation des effets
reprotoxiques

AVANTAGES INCONVENIENTS

Sensibilité aux PE

Modes de reproduction variés

Exposition des différents stades de vie

possible

Peu de connaissances sur la physiologie de la
reproduction (schéma de contrdle

endocrinien ?)

Diversité des hormones impliquées dans|le

contrble de la reproduction (stéroidienne

Ul

peptidiques...)

Effets parfois contradictoire

Durée du cycle de vie

Développement de marqueurs (relativement aisévetsiiiés mais signification biologique

pas toujours claire)

En effet, la plupart des marqueurs qui ont été lo@gpes se sont basés sur I'hypothese d’'un
contrdle, pour le moins partiel, de la reproductitas mollusques par les stéroides de type
vertébrés. Or, cette hypothése, bien qu'étayéepéaisceau de preuves (Matthiessen, 2008),
reste tres controversée (Scott, 2012; Scott, 201&3. résultats que nous avons obtenus,
notamment en laboratoire avec le mélange de PEli(Bybsuggerent néanmoins que les

stéroides jouent un réle, méme s'il reste a préciseest cependant évident que d’autres

facteurs sont impliqués, notamment, peptidiques.\aiations d’expression du géne codant
pour le récepteur aux ecdystéroides suggerent mpécation des ecdystéroides dans le

contrdle de la reproduction. Ici encore c’est upedthese a explorer.
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Ainsi, afin d’améliorer la démarche proposée, ihdgendrait d’approfondir la compréhension
de la physiologie de la reproduction des organisdiégides. Nos résultats ont confirmé
I'intérét d'utiliser des modes de reproductiondéatiénts. Toutefois, cela implique également
des contrbles endocriniens différents, ou du mdess variations dans le schéma de base, et
donc de la complexité supplémentaire. La limite eueg de la démarche intégrative réside
dans ce manque de connaissance. Des variations adguenrs sont observées, et des

hypotheéses sont émises, mais au final, il 'y ateggerarement des certitudes.

L’introduction de nouvelles techniques, comme |laaydique, ou la protéomique, aiderait
certainement a mieux comprendre la physiologieodganismes. Il est fort possible que notre
vision de leur physiologie, soit biaisée par ce gsi connu chez d’autres espéces. Cela
pourrait limiter notre « imagination » pour concewies voies de signalisation ou de contréle
totalement différentes de ce qui est connu pagwadl. Un des défis, et des intéréts, majeur de
I'utilisation des gastéropodes en écotoxicologietreeve dans cette part d’'inconnu et de
créativité. Il faudrait se donner les moyens tetbgiques, d’aller plus loin, et ne pas se
limiter. C’est un projet ambitieux, mais qui, il memble ferait certainement évoluer la vision

et surtout la compréhension des effets reprotosique
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B/ IMMUNOTOXICITE ET POLLUANTS

1. Contexte

Pour rappel, une part importante des pollutionsd{oaénents, hormones, plastifiants, sous-
produits industriels, métaux...) entrant dans lesesyes aquatiques d’eau douce se fait par le
biais des rejets urbains, via les effluents de STERontiennent de nombreux polluants en
particulier organiques, tels que des détergents, FlE, des médicaments et produits
d’hygiéne, ainsi que des métaux lourds (Kolpinlet2002). Nos travaux (Publis 1, 2, 6, 11,
12, 18, 19), ainsi que ceux d’autres auteurs datem évidence la pression exercée par les
effluents de STEPs sur les organismes du milieis§pa, invertébrés) récepteur en particulier
sur leur reproduction (Jobling et al., 2003). Cejzan, les effets ne se limitent pas a de la
reprotoxicité. D’autres fonctions physiologiquesupent étre affectées. En effet, il a été
montré que les effluents municipaux pouvaient ireludes modifications du statut
immunitaire, notamment chez les bivalves (Akaighale 2007; Bouchard et al., 2009; Farcy
et al., 2011; Gagne et al., 2011; Gagné et al.12Ghgne et al., 2008). Ainsi, les effluents
ont des conséquences sur les systemes de défeesawghnismes (réponse au stress et
systeme immunitaire). L'altération de ces systemiesdéfense a, par la suite, des effets
potentiels sur la fitness et la capacité de résistades organismes aux pressions

environnementales (sensibilité aux infections, poibuants...).

2. Systeme de défense des mollusques

Chez les mollusques, la majorité des études sysieme de défense immunitaire et contre le
stress a été faite sur des especes commercialésvalees marins. Peu d’études ont été
réalisées sur les gastéropodes et elles concenmagotitairement 'ormeau (milieu marin),
également une espece commerciale (De Zoysa 04Da; De Zoysa et al., 2010b; De Zoysa
et al., 2008; De Zoysa et al., 2009; De Zoysa.eRfll0c) et la limnée (milieu d’eau douce),
hote intermédiaire de parasites (Russo and Lagad@f); Russo and Lagadic, 2004; Russo et
al., 2007; Russo and Madec, 2007; Russo et al§ 80Publis 2, 6, 7). Les études sont surtout
ciblées pour améliorer les performances d’élevagdeocontrdle des parasites, mais trés peu
pour évaluer les effets de toxiques environnemergaules systemes de défenses.

Je n’ai pas travaillé directement sur la caracéos du systeme de défense des mollusques.

Je me suis intéressée aux effets de médicamenia sponse immunitaire vitro chez une
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moule d’eau douce (Publi 8) @t vivo sur la limnée (Publi 7), et aux effets d’effluents
municipaux sur la limnée (Publis 2 et 6). En revemdl m’apparait nécessaire de décrire un
minimum le systeme de défense des mollusques drasamt sur la littérature disponible, afin

de permettre une meilleure compréhension des erpatations.

La réponse au stress est indissociable du systamanitaire. En effet, tout stress induira une
modulation de la réponse immunitaire. La réponse swiesseurs de I'environnement,
chimiques et biologiques, est médiée par les hétascgar ce sont les cellules productrices
de médiateurs de stress et de la réponse immenitejoritaire (van der Knaap et al., 1993).
Il existe des différences importantes du systénmaumnitaire chez les mollusques, suivant les
especes, bien que les types cellulaires soienagist(Hooper et al., 200Beule la réponse
innée est présente chez les invertébrés, par dpoai la réponse immunitaire acquise chez

les vertébrés, basées sur les anticorps (Gallomayapledge, 2001).

a. Systéme de réponse au stress

Chez les mollusques, et notamment les gastéroptedes)olécules de réponse au stress sont
comparables a celles des mammiferes : CRH (combipiote releasing hormones), qui induit
'ACTH (adrenocorticotrophic hormone), qui induit son tour des réponses secondaires
transitoires via des molécules cytokines-like, dmaines biogéniques (noradrénaline,
adrénaline et dopamine) et des molécules de tyfsalo Elles induisent 'augmentation de
mobilité des hémocytes, de l'activité phagocytail, nitrite oxide synthétase (NOS),
egalement impliqués dans la défense immunitaire. éffets dépendent des especes (mais le
mécanisme reste identique) (Hooper et al., 200&)s@t donc des réponses pertinentes, car
elles induisent les réponses immunitaires et slust précoces. Cependant, elles sont encore
moins spécifiques, puisqu’elles sont activées pasttess (quelle qu’en soit la nature), et non

pas par des pathogenes.

b. Systéme immunitaire

Le systeme immunitaire des mollusques est constitude composante cellulaire, mais
privée de systeme lymphoide (lymphocytes et immloiagines). Il s’appuie sur des cellules
spécialisées et se comporte comme un systeme desefmmunitaire inné. Les hémocytes
représentent le type cellulaire de défense majitd existe principalement deux types de
cellules immunocompétentes : les granulocytes thigalinocytes (Donaghy et al., 2009;
Russo and Lagadic, 2000; Travers et al., 2008).
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D’un point de vue fonctionnel, les granulocytes les hyalinocytes sont capables de
chimiotactisme, reconnaissance d’antigene, accgeckaivi d’agglutination, de phagocytose
et d’élimination des facteurs en cause par des m@oas oxydatifs (induction de ROS
intracellulaires), augmentation de I'activité lysosale ou de I'exocytose. Ce sont donc des
cellules entierement compétentes pour la destructes germes pathogenes invasifs, ce qui
en fait des modeles pertinents pour I'étude desrdé&ls immunitaires. La fonction la plus
efficace pour I'élimination des pathogenes, restehagocytose, suivie du burst oxydatif
(Galloway and Depledge, 2001). Le stress oxydageedré par la phagocytose est aussi un
marqueur de la réponse immunitaire.

Il est donc possible de développer des marqueunstibmnels de suivi de la réponse
immunitaire, comme la phagocytose, le burst oxydiarctivité lysosomiale...

La réponse immunitaire se base sur une reconnassam spécifique des antigenes par des
récepteurs (Pathogen Recognition receptor, PRRv#&Kand Akira, 2009), suivie d’'une
cascade de signalisation reposant sur les MAPKnditisant la réponse immunitaire a
proprement parler (phagocytose et burst oxyddtéc€¢hini et al., 2006; Plows et al., 2006).
Cela est associé a des voies de signalisation-ealiidaires de type cytokines, ainsi qu'a
'induction des molécules de défense (peptidesmaatobien...) (De Zoysa et al., 2010a;
Hoek et al., 1996).

De la méme facon que des marqueurs fonctionnelgepé@tre disponibles, des marqueurs
ciblés sur le controle de la réponse immunitaieednnaissance, voies de signalisation et de
communication intra et inter-cellulaires) ou sus lmolécules de défense produites sont a
développer. L'association de tous ces types de uearg permet d’appréhender la réponse

dans son ensemble et de comprendre les mécanisipkbgues.

3. Margueurs. développés

Lorsqu’il a été décidé de travailler sur la répomsenunitaire en écotoxicologie chez les
gastéropodes d’eau douce, il a fallu choisir unevetle espece de travail : les espéeces sur
lesquelles je travaillais jusque la présentaierddtaut majeur d’étre de petite taille, et donc
possédant de tres faibles volumes d’hémolymphen édi travailler en cytométrie de flux et
d’étre capable d’évaluer la capacité de phagocytoase de la réponse immunitaire, il me

fallait trouver une espéce de taille supérieure.
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Lymnaeastagnalisest un gastéropode d’eau douce, représentatihaleisats lentiques, de
grande taille (plutét 5cm que 5mm), présent dasséleosystemes tempérés. Cette espece
avait été utilisée pour évaluer les effets desigidst sur la réponse immunitaire (Russo and
Lagadic, 2000; Russo and Lagadic, 2004). La limséepréte aisément a la collecte
d’hémolymphe de maniere non invasive a plusieupsiges au cours de I'expérimentation
(Sminia, 1972). Il est donc possible de mesurersiplus paramétres fonctionnels en
cytométrie de flux (Publis 6, 7), tels que la phagose, la production de ROS, de thiols...
Par ailleurs, de nombreuses ressources génomigquesdgponibles chez cette espece,
permettant de mesurer I'expression de genes inmgsdigdans la réponse immunitaire

directement sur les hémocytes.

Lors de ma mission a Environnement Canada, je fisedsumc formée a la cytométrie de flux,
en collaboration avec I'INRS-IAF et I'équipe de Fburnier, d’abord sur un bivalve (Publi 8)
et ensuite sur la limnée (Publis 6 et 7). Nous aviéveloppé (avec ces collaborations et lors
du post-Doc de M. Gélinas) des marqueurs en cyrmenéte flux et des marqueurs

génomiques.
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Figure 15: Représentation schématique des marqueudssponibles en immunotoxicité chez la limnée. En
vert les marqueurs en cytométrie de flux, en orangeeux en RT-gPCR. AIF-1: allograft
inflammatory factor, CA: catalase, GSR : gluthathim reductase, MDM: molluscan defensive
molecule, NO : oxyde nitrique, NOS : nitric oxide gnthase, PAMP : pathogen associate molecular
pattern, PRR : pathogen recognition receptor, SeGPXGluthathion peroxidise selenium-
dépendante, SOD; superoxide dismutase, TLR4: tolike receptor 4

a. Cytométrie de flux

Sur cette espece, avec l'aide de M. Fortier deRBNIAF, jai développé des marqueurs
fonctionnels en cytométrie de flux, qui ont été lapges aussi bien sur le bivalve que sur le
gastéropode (en vert sur la Figure 15):

0 nombre d’hémocytes
O viabilité des hémocytes,
capacité de phagocytose,

production de thiols

O O d

production de ROS (sous forme d®}).

La figure 16 montre ces différents marqueurs earogtrie de flux.
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Figure 16: Exemples de marqueurs en cytométrie déuk. A: ROS, B: thiols (avec le témoin négatif en
noir), C: phagocytose (M1: immunocapacité, M2: immmocompétence)

b. Immuno-toxicogénomique

Par ailleurs, j'ai développé des marqueurs génoesidpasés sur I'expression de génes codant
pour des protéines impliquées dans différentestifmme immunitaires (en orange sur la
Figure 15).

a Réponse au stress

L’élimination rapide des ROS est essentielle pawsurvie des organismes, ce qui explique la
mesure de marqueurs de stress oxydatif lorsqueékatue I'inflammation provoquée par la
réponse immunitaire. Le systeme de stress oxyedatifcomposé de superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), selenium-dependent glutathiperoxidase (Se-GPx) et glutathione
reductase (GSR). Le Gluthation (GSH) permet I'éliation des radicaux libres et joue un
réle important dans le maintien de la balance retsxprotéines avec des groupes —SH.

Les HSP (Heat-shock proteins) sont des protéinestrdes qui sont induites par de nombreux
facteurs. Elles sont impliquées dans la proteatitulaire et la survie (Das et al., 1995).
L’expression des genes impliqués dans la réponstress mesurée porte donc sur : SeGPX,
GSR, CAT, SOD et HSP70.

B Réponse cellulaire

Le NO est produit par des NOS dans les hémocytssde la phagocytose, et réagit avec
I'H 2O, pour former le peroxynitrite, un bactéricide tegsif (Gourdon et al., 2001). De plus,
tout comme chez les vertébrés, le NO serait un inumodulateur, et sert de médiateur pour
les effets des oestrogénes et des opioides dam®muhité et I'inflammation (Stefano et al.,
2000).

La limnée présente deux isoformes de NOS, dont agass mesuré I'expression (NOS1 et
NOS2).
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X Réponse humorale

L’ AIF-1 (allograft inflammatory factor-1) est umterferon-like (IFNy) qui a été cloné chez
les gastéropodes (De Zoysa et al., 2010a). C’estadulateur de la réponse immune lors de
I'activation de la phagocytose. Il joue un rélensfigatif non seulement dans les réactions de
défense immunitaire, mais également dans les diffés réponses aux stimuli
inflammatoires.

Le MDM (molluscan defence molecule) présente denilaiités avec I'hémolin, une
immunoglobuline d’insecte. Son expression est ggpkincipalement lors de parasitose. Elle
joue le réle de médiateur dans la reconnaissancenahisoi. Elle active les réponses
cellulaires pour éliminer les cellules ou particukgrangeres par agglutination (Hoek et al.,
1996).

L’expression de ces deux genes a été mesureée.

0 Reconnaissance antigénigue

La famille des TLR (Toll-like receptor) est la cdasla mieux caractérisée de PRR (pattern
recognition receptors), qui sont impliqués danddgection de PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) variés, dont les lipopolysaddea (LPS; détectés par le TLR4) et
d’autres molécules biogéniques comme les peptideS§A®DN. La reconnaissance de ces
structures moléculaires est couplée a plusieursonsgs fonctionnelles, incluant la
phagocytose (lwasaki and Medzhitov, 2004).

L’expression du géne codant pour le TLR4 a été néesu

L’intérét des marqueurs suivis est I'associationntErqueurs fonctionnels a des marqueurs
génomiques. Cela permet la prise en compte dedfebie de la réponse immunitaire, depuis
la reconnaissance des pathogenes (TLR4), jusqu'aépanse fonctionnelle finale, la
phagocytose, avec la gestion du stress oxydatiiiin@én passant par la communication
intercellulaire (AlF-1) et les molécules de défedégeloppées par I'organisme (MDM).

Tous ces marqueurs (en cytométrie et génomiquesnsesurés sur un seul et méme individu

dont ’hémolymphe est prélevée de maniere non-ineas
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4. TIntérét de |'étude de la réponse immunitaire

Le temps dévolu a l'approche immunotoxique a éténdre que celui de l'approche
reprotoxique, ce qui explique que la démarche estsraboutie. La these de Paul Boisseaux,
qui a démarré en novembre 2013, devrait apportaudmip et permettre d’avoir plus de
recul. Quoigu’il en soit, en écotoxicologie d’eaoude, I'évaluation des toxiques sur la
réponse immunitaire de gastéropode n’a été réatjgéechez la limnée, au départ sur des
pesticides (Russo and Lagadic, 2000; Russo anddi@g2004) et plus récemment sur des
effluents urbains et des mélanges médicamentewtigFy 6, 7).

a. Corrélation des réponses fonctionnelles et génomigues

Les réponses suivies lors d’exposition aux pedgiont été uniquement fonctionnelles
(densité d’hémocytes, phagocystose, burst oxydd®RT...), alors que nous avons inclus
les réponses génomiques lors de nos études, denmanfaire le lien entre les deux. Nous
avons d’ailleurs pu montrer une bonne corrélatioineeces deux types de réponses lors d’'une
exposition de 7 jours a l'effluent de la statiomliration de Montréal (Publi 6, Figure 17).
Les génes ont été regroupés suivant leur fonctrecofinaissance d’antigénes, réponse
humorale ou cellulaire, réponse au stress ou aytiante). Chaque groupe a été corrélé par
une analyse canonique avec les réponses fonctleankh corrélation est la plus forte entre
les réponses au stress (r2=0.97) et de reconnaesstantigene (r2=0.84). Cette étude a donc
permis de montrer que le couplage des approchesng@ues et fonctionnelles était
physiologiquement cohérent, et que nous intégrimea la réponse immunitaire dans son

ensemble.
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Gene expression Functional responses

Pattern
recognition
(TLR4)

Humoral
responses
(AIF-1, MDM)

Immunocom petence
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ROS and thiols

Cellular
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(SeGPX, GSR, CAT
SOD, HSP70)

Figure 17: Analyse canonique entre les marqueurs gémique d'immunotoxicité regroupés par fonction et
les marqueurs de réponse immunitaire fonctionneldssu de Publi 6

b. Effluent urbain et réponse immunitaire

a Effets a court-terme

Une étude de 7 jours sur l'effluent de Montréalgalément montré que la réponse immune
était impactée par ce dernier (Publi 6). La phatmsgy et les niveaux de ROS sont augmentés
de maniére dose-dépendante, alors que les niveaukials sont diminués, indiquant une
induction de la réponse immune fonctionnelle. Erali&e, I'expression des genes TLR4
(reconnaissance du LPS), SeGPx et CAT (stress aoRyaéh HSP70 (stress) a été induite
(Figure 18), confirmant I'altération de la répomsenune.

Nous avons montré une corrélation entre les efibiservés et la charge bactérienne de
I'effluent. Les effets sont donc principalement dus< pathogeénes présents dans l'effluent.
Cependant, l'effluent de Montréal est connu poucisarge en toxiques (et notamment en
médicaments). L'objectif premier de la réponse imitaire est la défense contre les

pathogenes, mais notre étude suggere que la changaluant module également la réponse.
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7,0 T ® Effluent 100% ® Effluent 50%

H Downstream 1 km ™ Downstream 5 km

B Downstream 10 km *
6,0 -

E

Gene expression compared to upstream (1x)

AlF CAT GSR HSP MDM NOSbis NOS SeGPx SOD TLR

Figure 18: Effets de l'effluent de Montréal sur laréponse immunitaire de la limnée. A:production de RS,
B : niveaux de thiols intracelllulaires, C : immunaapacité (phagocytose d’'une bille ou plus), D :
immunocompétence (phagocytose de deux billes ou pJuE : expression de genes impliqués dans la
réponse immunitaire (1x correspondant a I'amont). Aapté de Publi 6

B Effets a moyen terme

Afin de mieux caractériser les effets d’effluentbains sur la réponse immunitaire, une autre
expérimentation a été réalisée lors du Post-Dat. ékaburé et du Master de A. Hubert-Louis
(Publi 2). Elle a permis d’évaluer la persistanes dffets génomiques lors d’expositions plus
longues (28 jours) a un rejet de station d’épumatitci encore, l'effluent induit des
modifications significatives d’expression de gerka.des propriétés inflammatoires et induit
du stress oxydatif persistant. Des corrélationsitgtives (Figure 19) sont notées entre les
genes impliqgués dans les défenses anti-oxydantdd,(GOD, GSR, SeGPx), dans la
reconnaissance d’antigenes et la réponse humordlR4( AIF-1, MDM), et le stress
cellulaire (HSP70).

Il ressort de ces études qu'il faut maintenant #rales conséquences a plus long terme de
ces expositions a des effluents, notamment au wuivphysiologique (reproduction,

croissance...)
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Oxidative
burst
(NOSs1,
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Pattern
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(MDM,
AIF1, TLR4)

Antioxidant
response

Figure 19: Analyse canonique montrant les corrélatins entre I'expression de genes regroupés par
fonctions prédictives, et la croissance de limnéegosées a un effluent urbain. Les lignes en grasdiguent
des corrélations significatives (p<0.01).

c. Réponse immunitaire et médicaments

a Chez la limnée

L'implication des toxiques, et plus particuliererheles médicaments, a été évaluée dans une
deuxiéme série d’expérimentation, ou les mémes wearg, chez le limnée, ont été mesurés
suite a une exposition de 3 jours a des mélangemd@icaments regroupés par classe
thérapeutique, a des concentrations environnenssnt@ubli 7).

Les mélanges testés étaient de composés de médicartiésés pour des traitements
psychiatriques (venlafaxine, carbamazepine, diamgpaantibiotiques (ciprofloxacine,
erythromycine,  novobiocine,  oxytetracycline, sul&hoxazole, trimethoprime),
hypolipémiants (atorvastatine, gemfibrozil, benazaftie), anti-hypertensifs (atenolol,
furosemide, hydrochlorothiazide, lisinopril), aingue le mélange global de tous ces
composésla réponse immunitaire est affectée de maniérérdiftielle par les mélanges

comparée au mélange global (Figure 20). Ce depn@roque une augmentation du nombre
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d’hémocytes, du niveau de ROS et de I'activité dagocytose, et une diminution des thiols
intracellulaires. L'expression du géne codant deurLR4 est la plus induite, notamment par
le mélange psychiatrique (x19), alors que celle glawes codant pour I'AlF-1, la GSR et la
CAT est diminuée.
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W Immunocapacity (1 bead or more)

@ Immunoefficiency (3 beads or more)
c
B 407 be
H D
& 3 b
F b
S
‘_g 301
5 g25 a a
g
> O
S 320 b
..g‘ 2 ab
< S5 ab ab
@ a a
2 10
=
9
S 5
©
<
o
0 T T T
Control Psychiatric Hypolipemic Antihypertensive Antibiotic Mixture
pharmaceuticals mixtures
B Psychiatric B Hypolipemic *
20 T = Antihypertensive M Antibiotic
H Mixture
15 —E

Gene expression compared to control (1x)

HSP NOS bis NOS SOoD TLR4
4 | M Ppsychiatric B Hypolipemic .
u Antihypertensive M Antibiotic
H Mixture
T

sF

Gene expression compared to control (1x)

AlF CAT GR MDM SeGPx

Figure 20: Effets de mélanges de médicamments suar iéponse immunitaire de la limnée. A : densité
cellualire ; B : niveaux de thiols intracelllulaires, C : production de ROS, D : immunocapacité
(phagocytose d’une bille ou plus) et immunocompéter (phagocytose de deux billes ou plus), E et F :
expression de genes impliqués dans la réponse imnitaire (1x correspondant a 'amont). Adapté de Publ
7

Les effets observés, suite a I'exposition au méagigbal, sont du méme type que ce qui est
obtenu avec l'effluent, ce qui suggére que les nadents sont responsables en partie des
effets de l'effluent. Ainsi, en faisant une analgsearbre décisionnel (Figure 21A), les effets
du mélange complexe sont le plus proches de caul'edfluent. De plus, le mélange
d’antibiotiques est celui qui provoque des réporsesplus proches de celles du mélange

global. Les réponses de marqueurs qui ont le pysoidls d’'un point de vue prédictif (Figure
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21B) sont I'expression de certains genes (TLR4, GSKT, AlF-1). Les schémas de réponse

obtenus avec les différents mélanges étaient distinaissant supposer des signatures
spécifiques des types de médicaments. L'exempbuke marquant est la trés forte induction

de I'expression du géne codant pour le TLR4, oliseravec le mélange psychiatrique. Il

semblerait que I'expression de ce géne puisseré&gudée par ce type de composeés, comme
chez les vertébrés (Hutchinson et al., 2010a; Hiogom et al., 2010b).
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Figure 21: Analyse en arbre décisionnel des réporsenmunes de la limnée. Les réponses fonctionnelles
génomiques ont été analysées. L'arbre décisionndl)( montre la discrimination des classes
thérapeutiques par la réponse immunitaire, et lesibmarqueurs les plus importants (>75% d’'importance)
sont montrés dans le (B). Hem#: hemocyte count, Pilmmunocapacity, P2: immunoefficiency, SH: thiol
levels. Issu de Publi 7
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B Chez Elliptio complanata

Une derniére expositiom vitro a été réalisée dans le cadre du Post-Doc de Mnasésur

une moule d’eau doucElliptio complanata(Publi 8). L’hémolymphe a été directement
prélevée et exposée 24 heures a des concentratiovisonnementales d’antibiotiques
(novobiocin —NOV-, ciprofloxacine —CIP-, trimethapr—-TMT-, sulfamethoxazole —SMZ-,
oxytetracycline —OTC-, érythromycine —ERY-), leugélange, et l'effluent de la ville de
Montréal filtré a 0.2um (sans bactéries —ME fiaat non filtré —-ME-.

Les effets des expositions sur la viabilité des deytes, la production de ROS et de thiols, la
phagocytose, l'activité cyclooxygénase (COX) etokgme ont été évalués. Cette étude
montre que les antibiotiqgues seuls provoquent ttésations de la réponse immunitaire. Le
mélange de tous les antibiotiques induit des ré&g®pus marquées que celles des composés
pris individuellement. Les réponses de l'efflueilrd (sans bactéries) sont différentes de
celles de leffluent non filtré. Cela confirme ques polluants seuls induisent des
modifications de la réponse immunitaire, mais qeg KBponses ne sont pas équivalentes a
celles provoquées par des pathogénes.
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Figure 22: Analyse discriminante des réponses immas. Issu de Publi 8

Une analyse discriminante a été réalisée (Figuyeaf22 de déterminer les relations entre les
différentes conditions d’exposition. Les effetsrdélange d’antibiotiques sont tres similaires

de ceux du trimethoprim, erythormycine ou sulfarogfzole, pris seuls. Les effets de
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'effluent filtré sont équivalents a ceux du meélang’antibiotiques, alors que ceux de

I'effluent non filtré sont tres différents. Celagggre que les antibiotiques sont en grande
partie responsables des effets immunotoxiquesedtuént de Montréal. Ces résultats sont

assez similaires a ce qui avait été obtenu chéimtzéein vivo, ou les effets de l'effluent

étaient proches de ceux du méme mélange antibetiqu

Ces résultats encourageants restent prélimindiseesnontrent que des études sont encore
nécessaires pour mieux caractériser les conséquedtme diminution de capacité

immunitaire sur les organismes et les populatiBesnombreuses applications pourraient étre
dérivées de l'utilisation de la réponse immunitaihez les gastéropodes en écotoxicologie.
Les parametres mesurés pourraient étre utilisés poure les mouvements des organismes
exposes dans les rivieres, ou pour permettre Kifiestion de groupes de produits chimiques
qui génerent la réponse globale. Enfin, ces inftiona pourraient étre utilisées pour cibler

les améliorations de traitement des effluents.

5. Conclusions.et perspectives

L'approche proposée en immunotoxicologie est moim®&grée que celle utilisée en
reprotoxicité. Ici encore, elle souffre des mémmstés, avec un regard partiel sur la réponse
immunitaire, du fait de 'absence de caractérisagjmbale de celle-ci chez la limnée. Celle-ci
semble donc nécessaire pour approfondir cette e perspectives seront développées plus

en avant dans la conclusion générale du manuscrit.

La caractérisation de la réponse immunitaire dgarosmes aura trois retombées majeures :
(i) la meilleure compréhension des mécanismesat®thiologiques observées (reproduction,
croissance...) sur des organismes expodsésitu a des stress multiples en lien avec les
systemes de défense, (i) la caractérisation dasécmences d’'une dépression du systéeme
immunitaire, souvent multifactorielle chez les arigaes, (iii) le développement potentiel de

marqueurs de stress multiples précoces suscepdilodisier sur la fitness des individus.
Une thése (Paul Boisseaux) a débuté en novembr8 201 le sujet des marqueurs

immunotoxiques sur la limnée. Celle-ci ne pourra ggoondre a toutes les questions posees,

mais devrait permettre d’avancer dans la voie delidation de I'existant.
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C / REPRODUCTION ET IMMUNITE 2

En écologie, I'importance du systéme immunitairexsdain contexte écologique et dans
I'histoire de vie de l'organisme est reconnue (Denet al., 2011), alors que de telles

considérations sont tres peu étudiées en écotoxjiepl pour la survie des organismes et le
maintien des populations dans des milieux pollués.

Ce n’est pas d’actualité, mais il me semble quitné les deux approches reprotoxicité et
immunotoxicité devraient se rejoindre et étre dg@ds conjointement. Il ressort des études
ou les marqueurs de réponse immunitaire sont suividesoin de comprendre et d’évaluer
les conséquences a plus long terme des modifisatienstatut immunitaire. Il semble assez
evident que des organismes soumis a des stresgugsxou pathogenes), vont au final

devenir plus sensibles aux pressions usuelles Geunil se pourrait donc que la fitness soit

diminuée et que les performances reproductivesoiens également. Des études récentes
s'intéressent d'ailleurs aux conséquences des gaitles plus spécifiques aux mammiféres
sur les organismes non cibles, une fois que cewodti introduits dans le milieu aquatique

par les stations d’épurations (Gauthier-Clerc gt28113).

Par ailleurs, un organisme ne peut se reproduineciement que si son état de santé le lui
permet. Il semble trés indiqué d’interpréter lefetsfsur la reproduction en gardant cela en

mémoire.

O / CONCLUSION SUR L UTILISATION DES GASTEROPODES

POUR LA COMPREHENSION DES MECANISMES

Je ne suis pas persuadée qu’'un organisme ait musatbur qu'un autre, en terme
d’évaluation de risque. Je pense qu'il faut se eotrer sur des éléments pragmatiques
(Tableau 2). L’évaluation de risque est d’autantil;ee que les mécanismes mis en jeu sont
compris, et notamment sur I'espece testée. Il nmebke donc qu’il faut travailler sur des
espéeces dont la physiologie est connue, et lor§qoetravaille sur des organismes moins
« conventionnels », gu'il faut faire un gros effde compréhension de cette physiologie.

Par ailleurs, par respect pour ceux qui font lgsédrmentations (ce que I'on oublie parfois
une fois quon ne les fait plus), des organismesida a manipuler, sur lesquels les
contraintes expérimentales ne sont pas trop impeda sont a favoriser. Pour avoir fait un

bon nombre d’expérimentations, je reconnais avair faible pour P. antipodarum Je
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reviendrai sur ses limites en ce qui concerne labéité de réponse, mais en terme de
facilité de manipulation, il faut reconnaitre seamages. Les expérimentations sont aisées, la
mortalité trés faible (contrairement a ce qui aétte observé che¥. piscinalig, et les
organismes robustes. C’est d'ailleurs ce qui en e organisme de choix pour les
expérimentations de terrain. En revanche, le cgeleie est long, ce qui est assez commun
aux gastéropodes,. La limnée est un excellent angende laboratoire (et certainement a
préférer aP. antipodarum sa physiologie étant nettement plus connue), amsble plus

fragile.

Ainsi, en conclusion de cette partie sur I'évalomtie risque :
O P. antipodarunpour les expérimentations de terrain avec la mmsévidence d’effets
reprotoxiques,
0 Limnée au laboratoire pour développer les approchesinotoxiques,
Dans l'idéal, exposition des deux (nous avons vmtdiét avec les expositions
conjointesP. antipodarunetV. piscinalig,

0 Et au final, faire le lien entre la reproductioriaetéponse immunitaire.
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Tableau 2: Utilisation des différents gastéropoded'eau douce pour la compréhension des mécanismesdexiques

P. antipodarum

V. piscinalis

L. stagnalis

Mécanismes explorés

Reprotoxiques (limité aux
marqueurs disponibles et especes

parthénogénique)

Reprotoxiques (marqueurs
histologiques trés pertinents sur ce

espece hermaphrodite)

Reprotoxiques (non testé, mais
tteonne connaissance de la
physiologie de la reproduction)

Immunotoxiques (cytométrie de flu

et génomique)

X

Type d’expérimentations

Laboratoire et terrain (petite taille,
robuste, facile de manipulation)

Laboratoire (peu robuste)

Laboratoire (peu robasgrande

taille impliquant beaucoup de place

2)

Sensibilité aux polluants

Tres sensible aux reprotoxiques
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D'EVALUATION DE LA QUALITE DES ECOSYSTEMES

AQUATIQUES D'EAU DOUCE ?




Evaluation de la qualité des écosystemes aquatiques

La partie précédente a fait le bilan sur l'utilieatdes gastéropodes (et plus particulierement
ceux sur lesquels j'ai pu travailler) pour la coétmnsion des effets reprotoxiques et
immunotoxiques. Un autre volet de I'écotoxicologist I'évaluation de la qualité des
ecosystemes. Celle-ci base sur deux éléments rmajeur

0 L’évaluation de I'exposition aux polluants (bioaotuiation)

0 L'évaluation des effets de ces mémes polluantss{siité aux polluants).

Dans un premier temps, je me suis assez peu isé&reésl’évaluation de I'exposition, et donc
la biodisponibilit¢é des polluants. Cependant, apa®ir mis en évidence des effets
biologiques, il est difficile de ne pas se posequ@stion de I'exposition, surtout lorsque des
especes proches biologiguement présentent desbiiedsi tres difféerentes. En effet,
I'utilisation de plusieurs espéces modeles a migwetience des différences de sensibilité aux
polluants.

Ce chapitre s'intéresse donc a ces deux voletsaaears des travaux menés, bien que, pour la

plupart, I'objectif de départ n’ait pas été celai-|
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A / EVALUATION DE L EXPOSITION : BIOACCUMULATION

Dans le cadre de l'approche intégrée que jai dipmte dans le chapitre précédent,
'évaluation de I'exposition a semblé indispensaliifie est issue d’'une collaboration de
plusieurs années avec I'équipe de chimistes TRAGEENRS (C. Cren-Olivé et thése d’A.
Berlioz-Barbier) qui a miniaturisé ses méthodesdigses pour les adapter aux organismes
utilisés.

Mon objectif premier n'était pas [I'évaluation de leontamination, mais plutot la
compréhension des effets. Je réitére donc mesvessquant a I'exhaustivité de I'approche

I'exposition pour objectif premier.

1. Au laboratoire

a. Fluoxétine

Une premiere étude sur les effets de la fluoxéf(abli 16) a montré une différence de
sensibilité marquée entie. antipodarumet V. piscinalis Pour rappel, une des hypothéses
alors avancée fut une différence d’exposition desxdespéces (soit due a une moindre
bioaccumulation de fluoxétine, et donc un accésmnmonportant aux cibles biologiques, soit
due a une différence de métabolisation en son l@alactif). Cette hypothese a été testée
par la suite en évaluant la capacité de bioaccumnlae la fluoxétine de ces deux espéces,
associée a sa meétabolisation en norfluoxétine, étalolite majoritaire et plus actif chez les
vertébrés (Publi 4).

Des individus ont donc été exposés aux mémes ctratiens que celles qui provoquaient des
effets. Il en est ressorti que les deux espécexbimulent la fluoxétind. antipodarunplus
que V. piscinalis (Tableau 3). Une raison possible pourrait étreedanposition lipidique
nettement supérieure ché&z antipodarumque chezV. piscinalis Chez P. antipodarum
aucune difféerence significative n'est notée enarebioaccumulation aprés 7 ou 14 jours

d’exposition, montrant que la phase de plateaé atétinte.
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Nominal fluoxetine

concentration (ug/L) Control 11 pg/L 33 ug/L 100 pg/L
Measured D7 0.4 2.7 21.4 98.1
concentration (ug/L) | D14 <LD 3.1 26.7 60.3
- DO <LOD
§ b, antipodarum| D7 | <LOD  1199+0.277 5474+ 0.240 A
2 D14| <LOD  1.755:0.309 6.272+0.503 So2/S*
b 4.312
s | - ool <top
L | Vepiscinalis | oo op 2.827+ 1.136 13;"22?
o DO <LOD
% = P. antipodarum| D7 <LOD <LOQ 0.009+ 0.002 0.099+ 0.014
o9|.__________|Db14| <lop | 0.004_ __|0.012+ 0.003 0.060+ 0.014)
5 .| DO <LOD
> V. piscinalis
D7 <LOD 0.008% 0.003: 0.058+ 0.026
Tableau 3: Bioaccumulation et métabolisation dglIJ%LlJiOIétine chezP. antipodarumet V. piscinalis Issu de

Les organismes ont métabolisé la fluoxétine enlmmx&tine. Cette étude a été la premiére a
mettre en évidence une métabolisation de ce congheszdes gastéropodes. Cette derniere
est remarquable, parce gu’existante, mais resdditnéée. Elle n’explique donc certainement
pas les différences de sensibilité des espéces.

Les résultats obtenus ont été comparés a ceuxresaétudes similaires chez les poissons et
une moule d’eau doucklliptio complanata(Tableau 4). Il est assez difficile de compares de
résultats de bioaccumulation entre différentes @spesi les expositions n‘ont pas été
réalisées exactement dans les mémes conditions. IRofluoxétine, la bioaccumulation
dépend énormément du pH de I'exposition (Nakamuah €2008). Ainsi, si cette information
n'est pas disponible (comme c’est le cas pour halbe), toute comparaison devient
hasardeuse. Ces limites bien définies, il sembé&elgwioaccumulation, notamment chHez
antipodarumsoit comparable a celle observée chez les poisdans les tissus gras, a des pH
comparables. En revanche, la métabolisation est hieindre que chez les poissons. I

semblerait que le bivalve bioaccumule plus queystéropodes.
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Tableau 4: Bioaccumulation et métabolisation de Ifluoxétine chez les organismes aquatiques. BCF: lmoncentration factor. Issu de Publi 4

Species Water , Exposure pH Fluoxetine BCF Norfluoxetine pseudo-BCF
concentration duration
0. latives 7.2 8.8 (B, 339 (L), 13 (B+L) 84 (B), 1500 (L), 100 (B+L)
(Nakaml.Jra ept al., 2008) 10ug/L 30days | 8.1 30 (B), 580 (L), 37 (B+L) 130 (B), 3300 (L), 170 (B+L)
B 8.9 260 (B), 3100 (L), 330 (B+L) 650 (B), 3700 (L), 720 (B+L)
O. latipes
(Paterson and Metcalfe, 2008) 0.64ug/L 7 days 7.4 74 117
O. mykiss
(Zhang et al., 2010) 3ug/L 8 days 59 (M), 143 (AT)
11 pg/L 400/585 1.3
P. antipodarum 33 ug/L 7 114 days 7.9 228/261 0.5
100 pg/L 411/424 0.8
o 33 ug/L 118 0.3
V. piscinalis 100 pg/L 7 days 7.9 175 07
2.4 ng/L 125
E. complanata 7 ng/L 1347
(Bringolf et al., 2010) 14 ng/L 14 days 1250
119 ng/L 665

2B : body ; L : liver, B+L : body + liver ; M : muage, AT : adipose tissue
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b. BPA

De la méme maniere que les deux especes ont &ééegconjointement a la fluoxétine, leur
capacité d’accumulation et de dépuration du BPAéa@aluée (Figure 23) lors du Master de
M. Dupré (Publi 3).

Les facteurs de bioconcentration (BCFs) ont étéunéssen utilisant les concentrations
moyennes de BPA dans les organismes & I'équiliBggi(en ng.gt of poids frais —ww-) et
dans I'eau (Gaerin HG/L). Les constantes d’accumulatid €n mL.g".h?) et d’élimination
lors de la phase d’accumulatidtefn h') ont été calculées de la maniére suivante:

BCFot = Gsnail/ Cwater=Ku/ ke (1)

Les données de la phase d’accumulation ont éiéégsl dans un modéle de premier rang
(Landrum, 1989):

Conailt) = (Ku/ke *Cyate) * (1-€*°7) 2)

Les données de la phase de depurations ont és&esildans un modéle de depuration du
premiére ordre okd (h) est la constante de dépuration e{r@.g" de ww) est la
concentration de BPA dans les organismes au dé&blatghase de dépuration :

Csnai(t) = O * &™) 3)

La demi-vie de dépuratiomn(f) a été calculée en divisant le In(2) er

La bioaccumulation est tres rapide, le plateawatsint en 24 heures. Il en est de méme pour
la dépuration. Contrairement a la fluoxétive, piscinalisbioaccumule pluse BPA queP.
antipodarum(BCF de 12.5 contre 7.7), mais les concentratdinsnuent entre 24 et 48
heures. La demi-vie est de 8 heures seulementltiemaphrodite, alors qu'elle est de 18
heures chez le parthénogénique. La métabolisatioBRIA se fait sous forme de conjugués
sulfonés. Or ces enzymes sont fortement inductilslesjui pourrait expliquer la diminution
de concentration significative ch&z piscinalisentre 24 et 48 heures et la dépuration trés

rapide des organismes.
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Figure 23: Courbes de bioaccumulation (48h) et dépation (48h) de BPA (2ug/L) chez.
antipodarum(A) et V. piscinalis(B). Moyenne et écart-type et modéles de croissanexponentielle
et de décroissance appliqués aux données. AdapatRubli 3
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Cette étude est la premiere s’intéressant a lacbimaulation de BPA chez les gastéropodes,
puisque seule la bioaccumulation chez les bivadwedt été évaluée jusqu’a présent (Gatidou
et al., 2010; Hayashi et al., 2008; Heinonen et28l02). Les parametres de toxico-cinétique
(Tableau 5) sont inférieurs a ceux des bivalvess tes comparaisons sont difficiles du fait
de conditions expérimentales différentes (tempésattoncentration...)...

Les capacités de bioaccumulation du BPA sont ptoshes de celles des poissons, et sont
limitées (Liu et al., 2011).
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Tableau 5 :Parameétres toxico-cinétiques et BCF dumA chezV. piscinaliset P. antipodarum Issu de Publi 3

ku™ ke? k** Half-life of BCFesnacwater | BCFuuke™
(mL.g~.h") (1) (h7) BPA (h) (mL.g") (mL.g")
: 0.1186+0.0423| 0.0385+0.012
P. antipodarum 0.9352 (12=0.9722) (12=0.9997) 18 7.7 7.9
o 0.1214+0.0412| 0.0847+0.0055
V. piscinalis 1.5283 (12=0.9731) (12=0.9997) 8 12.5 12.6

Tableau 6: Concentrations de BPA, tOP et tNP (ug/Lilans I'eau lors de I'exposition aux mélanges. Coantrations d'E2, T, BPA, tOP et tNP dans les orgasmes
(ng/g) lors de I'exposition. Les éléments en gragsealent une différence significative par rapport ai témoin. Issu de Publi 3

Control Solvent control Mixt 1 Mixt 2 Mixt 3 Mixt 4
Concentrations BPA - - 0.2 (0.7£0.1) 0.6 (0.91£0.2) 1.8 (1.7+0.6 542(1.2)

in water (ug/L) tOP - - 0.1(<LOQ) 0.3 (<LOQ) 0.9 (<LOQ) 2.7 (<LOQ)
NP - - 0.5 (<LOQ) 1.5 (<LOQ) 4.5 (<LOQ) 13.5 (<LOQ

Concentrations E2 (x10) 0.73+0.21 0.77+0.20 0.69+0.26 0.53+0.36 0182 0.37+0.18

in the T 0.19+0.08 0.16+0.05 0.17+0.07 0.20+0.8 0.15+0.7 660108
mudnsail BPA 18.70+0.87 17.80+0.17 24.27+2.42 26.10+2.31 28.40+2.69 35.10+1.4¢
(ng/g) tOP 471.33+14.84 447.67+26.10 261.00+36.17 | 494.00+135.82| 664.67+11.50 546.33+47.5(
tNP 528.00+£29.46 | 1823.33+144.68 254.00+25.87 | 555.00+95.79 | 763.00+36.01 268.67+36.95

23 Conditional uptake clearandeu and elimination rateké) estimated by using a first —order rate coefficimodel.
24 Depuration rate constarkd) determined in the depuration experiment.
% BCF determined as a ratio ki andke parameters.
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c. Mélanges de BPA, tOP et tNP

Lors de I'exposition aux mélanges de PE (PubliédlJisée lors des Masters de V. Lecomte et
M. Dupré, les concentrations de BPA, tOP et tNPaiétmesurées dans IBsantipodarum
adultes a la fin de I'exposition (thése d’A. BertiBarbier).

Les concentrations de BPA ont été croissantesgpgort au témoin et témoin solvant dans
les difféerents mélanges (Tableau 6). Bien que tagentrations de tOP et tNP soient en
dessous des limites de quantification dans I'ees,acomposés sont retrouvés dans les bétes.
En revanche, les concentrations de tOP sont sigtifiement inférieures a celles des témoins
dans le mélange 1, puis supérieures dans les neslanet 4. Elles ne font pas état du gradient
de contamination, tout comme celles de tNP. Cesi&l@s sont tres éleveées dans le témoin
solvant (alors gu'’il n'est pas mesuré dans ce detii et bien supérieures a celles qui sont
retrouvées dans les organismes.

Les solvants doivent étre distillés avant leurigdtion pour les dosages chimiques, sinon ils
sont source de contamination. Le solvant utilis& lde I'expérimentation n’avait pas été
distillé, ce qui explique certainement cette conteation forte. De maniére intéressante, nous
avions noté, lors d’'une précédente étude (Puhiies)effets biologiques des solvants seuls a
de tres faibles concentrations. Il est fort probajle cette contamination en alkylphénols en
soit la cause.

Cette exposition montre que la bioaccumulation al&glphénols est supérieure a celle du
BPA. Cependant, en terme d’effet biologique, cle®PA qui est en cause, puisque les effets

sont corrélés a son gradient.

Ce qui ressort finalement de ces expositions derddbire, c’est une grande difficulté de
comparer les études entre elles, hormis quandxfessiéions ont été réalisées conjointement
(ce qui est le cas des deux gastéropodes que tibsgns...). Concernant les gastéropodes,
nos études montrent qu’ils sont capables de bioaglar au laboratoire des polluants
organiques, et que globalement cette bioaccumulasb modérée. Les cas de la fluoxétine et
du BPA montrent des capacités finalement relativempeches de celles des poissons.

Je n'ai pas directement participé a des étudesamtodur les métaux, au laboratoire. En
revanche, des études ont montré Buantipodarumaccumulait également les métaux, dont
le cadmium au laboratoire. Lorsque I'expositionfai par voie sédimentaire, il accumule

plus qu'un organisme pélagiqguégmmarus fossarupret moins qu’un organisme benthique
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(Chironomus riparius Ce qui semble assez compatible avec sont modedipi-benthique
(Dabrin et al., 2012).

d. Comparaison avec d'autres espéces

Une exposition plus complexe a été réalisée audabioe a différentes concentrations (3, 12
et 50%) de rejet urbain dans le cadre du Post-[2ag. dFaburé (Publi 19). L’'exposition a été
réaliséevia l'eau, sur trois especes conjointemem.: antipodarum G. fossarumet C.
riparius. Les métaux et les contaminants organiques onmnégurés dans les organismes. La
réalisation des mesures des polluants organiques léa bétes a été réalisée grace a une
meéthode de chimie analytique de pointe (These AlidzeBarbier), et permet la mesure de

36 composeés organiques dans des échantillons ttpugsalizaines de mg de poids frais.
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Figure 24: Bioaccumulation (concentration finale réranchée de la concentration initiale) de métaux au
laboratoire chez trois invertébrés aquatiquesC. riparius, G. fossarumet P. antipodarum Arsenic (A),
Chrome (B), Cadmium (C), Cuivre (D), Cobalt (E), Pbmb (F), Nickel (G), Zinc (H).

Concernant les métaux, bien que peu présents dsn®dhantillons d’eau, tous on été
bioaccumulés (Figure 24). De maniére générale,hieomome bioaccumule plus que le
gammare et le gastéropode. Il y a peu voire, audiffiéence entre la bioaccumulation
observée chez ces deux espeéces, indiquant desitéapamdérées comparées a celles de
l'insecte. Les dosages dans I'eau ne montraientdpagadient, ce qui semble confirmé par la
bioaccumulation dans les organismes. Les expositnlaboratoire ont été effectuées avec
un mélange complexe (aussi bien I'eau de riviere Heffluent), et 'accumulation des
meétaux est interdépendante entre eux (Daka and iHawR006). L’interprétation de la
bioaccumulation ne peut donc se faire que dangssemble.

D’autres dosages des composés organiques sont temteat mais pour I'heure, non

disponibles.

2. En.conditions reéelles. : expositions.in. sity

a. Contamination métalligue

Une exposition conjointe dB. antipodarumet G. fossaruma été réalisée a une pollution
terrain polymétallique (Cd et Zn) sur le site dec&eeville (Publi 11). Les effets sur les deux
organismes ont été évalués en en encageant stesgBigure 12), présentant un gradient de
pollution varié.

J'ai déja détaillé les effets observés lors deecettposition dans le chapitre précédent
(Chapitre 1-A-3-b), et je vais focaliser ici surdantamination différentielle observée chez les
organismes. Celle-ci est comparable dans la mesurées expositions ont été réalisées
strictement en méme temps, et donc les conditimngdrimentation étaient similaires.

P. antipodarumbioaccumule du Cd et du Zn sur les 5 sites d’érpntation (Tableau 7),
avec un gradient correspondant a celui observé lkdzas Les niveaux de bioaccumulation
sont distincts entre les sites, et sur les 3 sibegaminés, aucun plateau n’est atteint, méme
apres 14 jours d’exposition. Chez le gammare, ilesanix de bioaccumulation sont supérieurs
(environ 25ug/g sur le site de Moulin comparé a/g¢pgur le Cd), indiquant une plus grande
bioaccumulation en situation de terrain (Lacazal.e2011). Les niveaux de bioaccumulation

de Zn sont aussi environ trois fois plus importaisz 'amphipode que chez le gastéropode.
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En ce qui concerne la bioaccumulation de métaus, deux études terrain menées
conjointement montrent une meilleure capacité a@madmumulation de 'amphipode. Il faut
cependant noter que de fortes mortalités avai€nbléserveées sur cette espece, alors que la
survie du gastéropode restait excellente. Le cheigose donc entre une espéce extrémement
robuste, mais bioaccumulant moins les métaux, etautre qui accumule plus les métaux,

mais présentant une mortalité plus importante.
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Tableau 7: Concentration en Cd et Zn sur les sitest dans les organismes, et marqueurs associés cReantipodarum(a<b<c<d, P<0.0005). Issu Publi 11

Lot upstream : Lot downstream Decazeville Moulin Joanis
’ 26ug/L"
In water pg/L, (dissolved Cd) nd* 0.8pg/Lt “Cd-Freé” 30ug/L®
Cd
In suspended particulate matter 16mg/kd 40mg/kg
Ha/g
1
In water pg/L, (dissolved Zn) nd* 50ug/Lt “Zn-Free” 900“9”‘3
7n 1500p0/18
In suspendedu%%tlculate matter 600mg/kg 1600mg/kg
Day O 0.32 (0.03)
Cd (ug/gdw) Day 7 0.52 (0.07) 1.16 (0.08) 0.59 (0.04) 1.82 (0.019 2.62 (0.4
Day 14 0.62 (0.02) 2.80 (0.12) 0.63 (0.06) 3.61 (0.42) 7.47 (0.63)
Day O 14.3 (4.1)
Zn (ug/g dw) Day 7 37.3 (4.6} 41.9 (4.2) 37.2 (3.7 46.3 (2.3} 95.1 (7.5)
Day 14 14.6 (1.3 34.1 (2.6) 22.0 (2.2) 41.9 (5.6) 201.5 (14.3)
, Adult 99% 95% 95% 96% 95%
Survival on day 28 Juveniles 98% 98% 93% 96% 99%
Size (mm) of the juveniles after 28 dayg 2.49 (0.31] | 2.47 (0.31) 3.20(0.50) | 252(0.34F : 244(0.27)
Triglycerides (nmol/ind) on day 14 62.31 (15.47) | 74.10 (11.78) | 56.07 (16.11) @ 58.27 (18.09) : 36.19 (8.84)
Proteins (pg/ind) on day 14 156 (32§° | 172 (32} 174 (26 | 152 (25§ ¢ 123 (24§
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b. Contamination organique

De nombreuses études d’encagement ont été réakisSeslernieres années. La majorité
d’entre elles ont été réalisées en aval de re@eSTEP, et donc la contamination organique a
été un élément largement suivi. Et ce d’autant guesles méthodes analytiques le permettant
ont été développées. Il a donc été possible de neresur un nombre tres restreint
d’organismes (1 a 3 gastéropode de quelques mnpplB&ants difféerents avec des limites de

sensibilité de I'ordre du ng/g (These A. BerliozrBiar).

a Rejets urbains

Plusieurs études ont été realisées sur le rejet 88 EP urbaine de Bourgoin-Jailleu dans la
Bourbre. La plus récente dentre elles, et la pélaborée, visait a comprendre plus
précisément les mécanismes de toxicité mis enRebli{ 1). Par ailleurs, I'évaluation de la
contamination des organismes a également étégéalis

Ici, comme dans les autres expérimentations, itrestdifficile de faire le lien entre les effets
et un contaminant particulier. Bien que beaucoupalkiant soient mesurés, ils sont loin de
I'étre tous. Dans cette étude, des effets trés mgsrgont observés sur la reproduction. En
paralléle, des prélévements d’eau tout au londged@édrimentation ont permis de caractériser
une contamination importante du milieu récepteumedicaments principalement, mettant
bien en évidence I'impact du rejet de STEP surileemrécepteur (Tableau 8). Le gradient de
contamination est également présent, ce qui coefillmpertinence des sites d’exposition

choisis.
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Tableau 8: Contamination chimique des 4 sites d'exgsition (moyenne et écart-type, * indique la présae
du composé dans tous les prélevements). Issu de Rub

. : Bourbre Bourbre
Concentration (ng/L) and SIp  LQ Bion Confluence| Downstrea
Upstream m
_Pharmaceutical Products__ | __ __}________ | _______ | ________|________
Bezafibrate 2.5 0.60 10.28* 17.40* 15.42*
1.34 2.93 3.74 4.21
Carbendazim 0.5 <LQ 1.63 2.10 2.11
1.00 0.28 0.61
Carbamazepine 29 4.08* 13.30* 36.53* 27.50*
1.41 3.57 13.26 7.22
Diclofenac 1 2.04* 13.43* 42.35* 28.00*
0.36 6.72 17.74 7.12
Fenofibrate 1 0.20 0.42 1.33 1.32
0.45 0.65 0.20 0.14
Ketoprofen 2.5 6.88* 8.02* 21.15* 20.37*
2.11 3.60 9.50 7.03
Lorazepam 2.5 2.34 2.15 11.44 8.85*
2.56 2.87 6.59 1.61
Metronidazole 1 1.46 4.37 21.83* 10.68
3.26 9.64 3.37 7.84
Ofloxacine 3 <LQ 6.07 29.93* 19.73*
3.98 8.64 4.34
Oxazepam 5 15.84* 48.55* 193.00* 154.00*
4.80 15.42 59.66 46.04
Paracetamol 5 26.92* 25.88* 19.37* 18.90*
9.72 14.09 4.43 6.32
Roxythromycine 5 <LQ 15.65 21.42* 19.88
30.83 21.42 19.88
Sulfamethoxazole 1 0.72 0.38 4.58* 2.33
1.07 0.59 2.03 0.91
Tamoxifen 5 <LQ <LQ <LQ <LQ
Trimethoprim 1 1.18 0.86 7.13 9.48
0.69 1.04 5.84 3.84
_Hormones and derivates _ | ___|________ | _______ | ________|________
17B-Estradiol S <LQ <LQ <LQ <LQ
Estrone 2 <LQ 0.43 3.75 2.90
0.16 0.78 0.30
Megestrol Acetate 1 1.54 1.30 2.48 3.03
0.88 1.57 1.15 0.61
Progesterone 2.5 <LQ 1.18* 5.43* 12.60*
1.84 0.79 11.04
Testosterone 2.5 <LQ 2.25 17.05* 8.25*
1.17 5.84 3.34
vdiver Voo L.
4 Methylbenzyliden Camphrg 5 <LQ 5.16 21.57 14.55
5.24 10.39 6.88
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Pesticides

Acetochlor

Alachlor

Atrazine

2.4Dichlorophénoxyacétiqué

acid
Diuron
Linuron
Prochloraz
Thiram

Phenylurea metabolite

3,4 Dichloroaniline

Alkylphenols

n-Nonyl Phenol
Tert Nonyl Phenol
n-Octyl Phenol

Tert Octyl Phenol

Bisphenol A
2,4 Dichlorophenol

Resorcinol

En parallele, les mesures dans les organismes embrgue cette contamination les affecte
également, les concentrations les plus élevées ®1atiaval éloigné. Le tableau 9 ne reprend

2.5

2.5

100.00*

84.90

gue les composeés qui ont été mesurés dans lessrgam

Des médicaments sont retrouvés, et principalemexadépam (qui était déja le médicament
le plus présent dans les prélevements d’eau). Gettécule est, en effet, a la fois un principe
actif de médicament et le métabolite de 4 autremddiazépines. De plus, I'oxazépam est

glucurono-conjugué dans les organismes, et excdtdme tel. Ce métabolite est ensuite

84

1717.50

2237.99
108.50*

77.16

105.80*
115.68

<LQ

3200.00
1306.39
97.00*
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clivé dans les STEPs et régénéré en tant que meléactive (Besse et al., 2008). Il y a peu
d’études sur son comportement dans I'environnemmeats il semble qu’il soit peu éliminé
par les STEPs (Wahlberg et al., 2011), et qu'it s&sistant a la photodégradation (Calisto et
al., 2011).

Les concentrations d’oxazépam dans les organisgmeg/kg) sont trés nettement supérieures
a la dose thérapeutiqgue humaine (1mg/kg). Biencgusomposé soit relativement hydrophile
(Kow = 2.31), il se bioaccumule fortement. Sestsffe@ologiques doivent étre évalués plus en

avant.

De fortes concentrations d’alkylphénols sont égal@nmesurées, ce qui confirme la capacité
importante de bioaccumulation &e antipodarunde ces molécules. Les concentrations dans
les gastéropodes sont plus importantes que danpaiesons péchés dans des rivieres plus
contaminées en alkylphénols, (Lozano et al., 202} capacités de bioaccumulation des

gastéropodes semblent donc supérieures a cellgods®ns concernant ces molécules.
Enfin, les concentrations en PFOS sur les sitemaisant relativement élevées compareées a

ce qui se retrouve dans lI'environnement (Loi et 2011). Le rejet de I'effluent dilue la

contamination en PFOS.
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Tableau 9: Contamination chimique des organismes prsés sur les 4 sites d'exposition (moyenne et &ear
type, * indique une différence significative avecamont). Issu de Publi 1

. LOQ Bourbre
Concentraélgn (ng/g) and (ng/g) Bion Bourbre Confluence | Downstrea
Upstream m
_Pharmaceutical Products | __|_________L________|________ 1 ________
Carbamazepine 0.47 0.875 0.827 1.120* 1.060*
0.014 0.025 0.040 0.026
Diclofenac 24.9 <LQ <LQ <LQ <LQ
Ibuprofen 11.2 20.177 16.517 16.307* 19.863
2.333 2.128 0.225 1.646
Ketoprofen 6.7 <LQ <LQ <LQ <LQ
Levonogestrel 12.5 <LQ <LQ <LQ <LQ
Lidocaine 4.27 5.680 7.577 4.803 7.347
2.442 2.889 0.924 5.329
Oxazepam 0.9 603.667 862.333* 1336.6677 2606.667*
59.774 29.905 92.916 361.156
Alkylphenols ___ | ____\________ b ___
Tert Nonyl Phenol 196| 291.667 280.667 717.667* 687.333*
79.286 40.649 24.420 85.629
Tert Octyl Phenol 184 | 558.667 381.667 855.333% 914.333*
80.786 56.323 77.938 137.784
Phenols 4 ____ .l ___
Bisphenol A 16.8 18.767 36.433* 20.600* 91.667*
0.896 3.510 1.967 15.972
PFAS
PFOA 3.06 <LQ <LQ <LQ <LQ
PFOS 0.97 4.100 3.693 1.890* 2.163*
0.407 0.251 0.061 0.544

Ces résultats confirment I'exposition des gastédepcaux polluants en situation de terrain.
Certain polluants, tels que I'oxazepam, ou leslplénols sont trés fortement bioaccumulés,
mettant en évidence la possibilité d’utiliser leastgropodes pour I'évaluation de la
biodisponibilité des polluants organiques. lls sseht notamment des questions concernant

le transfert trophique des polluants dans la chalingentaire.

B Comparaison avec dautres organismes

L’exposition réalisée au laboratoire de I'amphipobi@secte et du gastéropode aux rejets
urbains, a aussi éteé réalisée sur le terrain paagament sur 3 sites : amont, aval immédiat et

aval proche dans le cadre du Post-Doc de J. FéBuldi 19).
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Comme pour I'exposition au laboratoire, I'insecst Bespéce qui bioaccumule le plus de
métaux (Figure 25). Hormis pour le cuivre et leagldes niveaux sont [égerement supérieurs
chez le gammare comparé au gastéropode. Cela seamfiener ce qui avait été observé sur
le Lot (Publi 11). Ce qui est assez intéressamater est la forte bioaccumulation chez le
chironome. Celle-ci est certainement due au modeeataire du chironome et a la présence
de matieres en suspension dans le milieu. Quoign’goit, ces données suggerent que pour la
bioaccumulation des métaux, le chironome est unehodettement plus pertinent que les
deux autres.

Pour ce dernier, les niveaux de bioaccumulationt gibus élevés sur le terrain qu’au

laboratoire. Ce n’est le cas uniquement pour les@des deux autres organismes.

ihi i~ W C.riparius i
A Enrlchlssgme_nt'ejn Arsenic B G fassarm B Enrichissement en Chrome
(Final-initial) | P. antipodarum 5 (Final-initial)

AM AV1 AV2 AM AV1 AV2
C Enrichissement en Cadmium D Enrichissement en Cuivre
14 . (Finalinitial) 60  (Finalinital)

ppm

AM AV1 AV2 AM AV1 AV2
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E Enrichissement en Cobalt

12— — (Finakinitial) -

AM AV1 AV2

Enrichissement en Nickel
25 (Final-initial)

AM AV1 AV2

Enrichissement en Plomb

18 (Finalinitial)

AM AV1 AV2

H Enrichissement en Zinc

160 -~ (Finakinitial)

AM AV1 AV2

Figure 25: Bioaccumulation (concentration finale réranchée de la concentration initiale) de métauin situ
chez trois invertébrés aquatiques: C. riparius, Gfossarum et P. antipodarum. Arsenic (A), Chrome (B)
Cadmium (C), Cuivre (D), Cobalt (E), Plomb (F), Ni&el (G), et Zinc (H)
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3. Conclusion sur. les gastéropodes et la bioaccumulation

A ma connaissance, les gastéropodes ne sont fiaésupour évaluer la biodisponibilité des
polluants en écotoxicologie d’eau douce, les biealleur étant préférés. Il n'y a pas d'étude
permettant la comparaison fiable de leurs capadi@scumulation. Cependant, d’'apres les
études disponibles, il semble que les bivalvestades capacités de bioaccumulation
supérieures. Ce serait a confirmer, notamment pmazépam et les alkylphénols.

Le modele gastéropode présente lintérét d'étre-bépthique et donc de permettre
I'évaluation de la colonne d’eau (Gust et al., 2)1@omme le sédiment (Schmitt et al.,
2011b) en encagement. En ce qui concétnantipodarumil présente une résistance tres
importante aux variations de facteurs abiotigueda@ermet des expositions dans des sites
trés variés, ce qui est un avantage non néglige&nleevanche, il semble que, comparé a
d’autres invertébrés aquatiques, présentant cegintolérance (le chironome), ses capacités
de bioaccumulation (au moins des métaux) soientndnes. I| me semble donc que le
chironome soit a privilégier si I'objectif de I'ada est I'évaluation de la biodisponibilité des
polluants inorganiques. C’est a confirmer quand pobiluants organiques. Des résultats non
encore disponibles au moment de la rédaction deareiscrit devraient permettre de le faire
d’ici peu.

Cela dit, le chironome va principalement permek@galuation de la qualité du sédiment,
alors queP. antipodarum par exemple, interagit également fortement amemlonne d’eau.
Par ailleurs, cette espéce présente I'avantageeds&nsible aux polluants (des effets sont
observables sur les traits de vies comme la reptmoh), contrairement au chironome. Il n’'y
a pas de mortalité associée aux expositions, nmatson organisme pour la bioaccumulation
de polluants est tolérant aux contaminants, domncsaasible a leurs effetB. antipodarum
permet donc I'évaluation a la fois des effets, et’'dxposition. Le choix de I'espece d'étude

dépend donc de I'objectif fixe.

Une étude récente, dont tous les résultats nepgantlisponibles au moment de la rédaction
de ce manuscrit, s'intéressait notamment aux lienge la bioaccumulation dans le

gastéropode, dans le biofilm et la présence deigais dans I'eau (Publi 18). Une exposition
d’encagement a été realisée en amont et en avalrdjat de station d’épuration traitant les
effluents d’une ville et d’'un hépital. En paralletées systémes de colonisation par le biofilm

et des échantillonneurs passifs (chemcatchersg@ntassociés?. antipodarumse nourrit
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principalement de biofilm lorsqu’il est encagé (Brg 1980). L'objectif de cette étude était
donc de comparer la bioaccumulation de composémiges par rapport a ce qui est mesuré
dans I'eau et le biofilm, afin de préciser la pdetchacun dans I'exposition du gastéropode.
En paralléle, les effets de l'effluent sur la b de I'organisme ont, bien entendu, été
evalués. A ce stade, les effets biologiques ontcéractérisés, avec une induction tres
significative de la reproduction. Le biofilm estadgment contaminé, ainsi que l'eau (les
résultats de I'expérimentation ne sont pas dispesilpour cette derniére), avec des
différences notables entre les deux concernantdaepce des molécules (kétoprofene par
exemple présent dans le biofilm, mais pas dansi)'daa contamination des gastéropodes
(Tableau 10) a été évaluée et permettra d’évalderigine est plus due aux biofilms ou a la
colonne d’eau, suivant les profils de bioaccumalatide chacun. Cette étude confirme la
bioaccumulation importante d’oxazépam (méme si ke nettement inférieure a ce qui
avait eté mesuré dans la Publi 1) et d’alkylphénols

Cette étude est trés préliminaire, mais ouvre d&gs perspectives tres intéressantes sur
l'importance de la voie trophique. Il est clair gigemodéle gastéropode, se nourrissant de

biofilm, est trés pertinent dans ce cadre.

Tableau 10 : Contamination chimique des organismesxposés sur les 3 sites d'exposition (moyenne et
écart-type, * indique une différence significativeavec 'amont). Issu de Publi 18

Concentration (ng/g) and LOQ Upstream Immediate Farther
SD (ng/qg) P downstream downstream
_Pharmaceutical Products _ ____ | __________|___________|___________
Carbamazepine 0.47 <LQ <LQ <LQ
Diclofenac 24.9
Ibuprofen 11.2 16.52 16.31 19.86
2.13 0.23 1.65
Ketoprofen 6.7
Levonogestrel 12.5 <LQ <LQ <LQ
Lidocaine 4.27 <LQ <LQ <LQ
Oxazepam 0.9 902.00 608.00 1223.33
86.19 55.22 77.69
Alkylphenols ___ o ____ |l __.
Tert Nonyl Phenol 196 280.67 717.67 687.33
40.65 24.42 85.63
Tert Octyl Phenol 184 381.67 855.33 914.33
56.32 77.94 137.78

90



Evaluation de la qualité des écosystemes aquatiques

Phenols 4\ ____{\ _________ | ______
Bisphenoi A 16.8 36.43 20.60 91.67
3.51 1.97 15.97
PFAS
PFOA 3.06 <LQ <LQ <LQ
PFOS 0.97 <LQ <LQ <LQ

En effet, ces organismes ont été choisi au démant lgur grande sensibilité aux polluants,
notamment de type PE (Matthiessen, 2008; Oehlmarah,e2007). Nos résultats montrent
gu’ils sont également capables de bioaccumulerplgfiants, de maniére relativement
modérée pour certains (BPA) et importante pour tdésu(oxazépam, alkylphénols). Des
études complémentaires seraient nécessaires pagtér@ser de maniere poussée leur intérét

pour évaluer I'exposition. L’évaluation de I'exptisn est une discipline trées compléete en soi.

Ces gquelques résultats soulignent tout de mém&iéhde ces organismes pour I'évaluation
de la qualité des écosystemes sur le plan de laurmede I'exposition. La deuxiéme
caractéristique d’'un organisme pour gu’il soit @da@ I'évaluation de la qualité des

ecosystemes est sa sensibilité aux polluants,au&i$ maintenant aborder.
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B / EVALUATION DES EFFETS : SENSIBILITE

Comme il a été retracé dans lintroduction, |'s@liion des modeles gastéropodes en
écotoxicologie découle de leur grande sensibiliE&mment envers les contaminants de type
PE (TBT et BPA notamment). Une revue a été réalmFeMatthiessen (2008) sur le sujet,
mettant en évidence le peu de modeles invertéhsgsribles, et l'intérét des gastéropodes.
De nombreuses autres revues se sont intéresséadilidalion des gastéropodes en
écotoxicologie ces dernieres années (Ketata eR@08; Lagadic et al., 2007; OECD, 2010;
Weltje and Schulte-Oehlmann, 2007), ce qui moniga bactualité du sujet.

Au méme titre que pour I'évaluation de I'expositiohfaut avouer que I'évaluation de la
sensibilité des modeles gastéropodes n’'a pas teu@ié mon objectif premier. En effet,
lorsque I'on rentre par une approche « mécanistiques concentrations de polluant utilisées
sont souvent élevées et pas tres réalistes d'um pei vue environnemental. L'objectif est
d’obtenir un effet dans un premier temps pour \alits marqueurs, leur sensibilité n’est
testée qu’'en seconde intention ! Toujours estd da nombreuses expérimentations ont été
réalisées ces derniéres années, aussi bien awat@ib®rque sur le terrain. Dans le cas
d’expérimentations de terrain, les concentratiamg forcément réalistes. Je ne m'intéresserai
ici qu'aux études de laboratoires qui ont la méredipence environnementale, et donc qui

ont été réalisées a de tres faibles concentrations.

1. Evaluation. des effets.  en.  situation.  controlée : au

De nombreux tests ont été réalisés au laboratog® dix dernieres années sur des
gastéropodes. Lorsqu’ils sont utilisés dans detetties de tests, pour évaluer les effets de
polluants organiques, les gastéropodes sont sopaenti les especes les plus sensibles. Par
exemple, dans une batterie contenant un oligocfigimbriculus variegatys un insecte
(Chironomus ripariuy un poisson @anio rerio) et deux gastéropodeP.(antipodarumet
Melanoides tubercula)a les deux espéces les plus sensibles au filtre téb#é ( ethyl-
methoxycinnamate —EHMC-) en terme de traits de osiet,€té les deux gastéropodes (Kaiser
et al., 2012).
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Le méme genre d’études (sur des traits de vieg¢ anéné sur la fluoxétine, par exemple. Les
deux especes parthénogéniquBs, magnaet P. antipodarumont été les plus sensibles
comparées Blyalella aztecat C. riparius (Publi 17).

a. Reprotoxicité

Le tableau 11 fait le bilan des tests réalisésPsuaintipodarum des différents traits de vie
mesures, et de leur sensibilité suivant les potkian

Je me limite principalement sur cette espece,’eat celle sur laquelle jai le plus travaillé, et
sur laquelle la bibliographie est la plus imporéacbncernant les PE. De nombreux polluants
autres que les PE ont été testés. Le tableau mglotvalement, une assez bonne sensibilité a
divers types de polluants. En revanche, une assezlg variabilité peut étre observée suivant

les expérimentations, et nous y reviendrons dapatiée sur les facteurs confondants.

93



Evaluation de la qualité des écosystemes aquatiques

Tableau 11: Utilisation deP. antipodarumen écotoxicologie

Milieu

94

Stade exposé q " Type d’endpoint Concentration d’effet Référence
exposition
ECsoas(vy=194-325mg/L a 48h, 135-180mg/(Golding et al.,
As Adulte Eay Evitement, a72h; 11-164mg/L a 96h 1997)
immobilité ECsoasan=19,3-34,6mg/L a 48h ; 15,8 a
24,2mg/L & 72h, 14,5 & 19,4mg/L & 96h
Juvénile, CLsocuso496h)=54ug/l pour juvéniles ; (Watton and
adulte et Eau Létalité 77ug/l pour adultes ; 7gg/l pour individus Hawkes, 1984)
adulte sénescents
| _senescent | |
______ Adulte | ~ Eau | Létalite  |Clsocuci(48et72h)=50g/L.  |(Brown, 1980)
- . LOECcuci=10ug/L ; EGsocuci=3ug/L ; (Dorgelo et al.,
I E
. cu | wenle | B S CrOSSANe |NOECescmmuol | 1995).
= | Juvénile | _Seédiment| Croissance |LOECyanocuc6OMG/9 | (Pang et al., 2012)
g Adulte Sédiment Re.prO,dL.JCtIOI‘I LOECaqci=24Qug/g (Pang et al., 2012)
_____________________________________________ (uvenile) |
LOECNanocuc=30ug/qg ; (Pang et al., 2012)
Adulte Sédiment Taux alimentationLOE Cyicrocuo=30ug/g ;
LOE Cagc,=240Ug/g
|___Adulte | Eau | | Létalité | Cloznsos(48 et 72h)=10mg/L. | (Brown, 1980)
Zn L. . LOECznci2=75ug/L ; EGsp znci=103ug/L ; (Dorgelo et al.,
Juvénile Eau Croissance NOEC 7c=50ug/L 1995)
- : LOECcqci=25ug/L ; EGso caci=16ug/L ; (Dorgelo et al.,
Cd
_____ duenle | Fau | CIOSSA® NOECeamugh  |19%5)
e ties CLsocdci{48h)=0,56-1,92mg/I. (Jensen and
[ R ddte | i T S | Forbes, 2001).



Evaluation de la qualité des écosystemes aquatiques

95

] CLsocaci{48h)=1-7.20mg/| (Moller et al.,
Adulte Eau Létalité 1994; Moller et al.,
____________________________________________________________________________________________________________________________ 1996) .
LOECcqci=200ug/L (Forbes et al.,
Juvénile Eau Croissance 1995; Moller et al.,
____________________________________________________________________________________________________________________________ 1996) ..
Croissance, age etfLOECcqci=7,29ug/kg (Jensen et al.,
taille a la premiere 2001).
Adulte Sédiment reproduction,
reproduction, taille a
____________________________________________ lanaissance |
Reproduction | LOECcqci{4sem)=1ug/L (Sieratowicz et al.,
Adulte Eau (embryons) 2011)
o Adulte sédiment Reproduction | LOECsr(8 sem)=1Qg/kg (Duft et al., 2003a)
o TBT b (embryons) __________________________________________________________________________________________
S Adulte Eau Reproduction | Pas d’effet (Gagnaire et al.,
2 (embryon, juvénile 2009a)
E TPT Adulte Sédiment R(gﬂg?;‘ocr:gn LOECre+(8 sem)=1Qg/kg (Duft et al., 2003a)
Reproduction | LOECeeA9 sem)=25ng/L (Jobling et al.,
EE2 Adulte Eau (embryons) 2003)
(%9} .
2 o Reproduction | LOECgpa(8 sem)=11g/kg ; EGoerA8 (Duft et al., 2003b)
sl | pduie | sedment| embryons) |sem=02ngkg. |
C . .
@ Reproduction | LOECgpa(9 sem)=25ug/L (Jobling et al.,
S apan | dute | S embryons) | | 2003)
% Adulte Eau Reproduction | Pas d’effet (Gagnaire et al.,
s LT (embryon, juvéniley 2009a)
= Reproduction |LOEGCgpa(4 sem)=20ug/L (Sieratowicz et al.,
& Adulte Eau (embryons) 2011)
.~ Reproduction | LOECoH(8 sem)=1g/kg ; EGood4 (Duft et al., 2003b)
oP Adulte Sédiment (embryons) sem)=0,27ng/kg
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Reproduction | LOECop(9 sem)=5ug/L (Jobling et al.,
______ Adute | Bau | embyons) | |20y
Reproduction |Pas d’effet (Gagnaire et al.,
Adulte Eau (embryon, juvénile 2009a)
NP Adulte Sédiment Reproduction | LOECyr(8 sem)=1Qg/kg (Duft et al., 2003b)
(embryons)
] Adulte Eay Reprodgctlgn_ LOEChéiangé6 sem)=0.2/0.1/0.5pg/L
Mélange (embryon, juvénile (Gust et al.
BPA/OP/NP Juvénile Eau Reproduction | LOECneiangé4 sem)=1.8/0.9/4.5ug/L Soumis)
(juvénile)
Croissance, age etLOECiucs=10mg/kg (Pedersen et al.,
HHCB Adulte Sédiment taille a la premiere 2009)
reproduction,
reproduction
Créme solaire Adulte Sédiment Reproduction | LOECsp4-ms(8 sem)=1.17mg/kg (Schmitt et al.,
(embryons) 2008)
Filtre UV - Reproduction | LOECgumc(8 sem)=0.4mg/kg (Kaiser et al.,
(EHMC) Adulte Sediment (embryons) 2012)
- Reproduction |Pas d’effets (Oetken et al.,
9 Carbamazépine Adulte Eau (embryons) 2005)
c - N - i
g Adulte Eay R(zpr)rrgijti)cr:lso)n LOE Ghuoxstind8 sem)=16ug/L (Nentwig, 2007)
@ Fluoxétine Yo
2 Reproduction | LOEGqyoxetind® sem)=1pg/L (Gust et al., 2009;
O Adulte Eau T
‘g (embryon, juvénile Pery et al., 2008)
Fadrozole Adulte Eay Reprodgctlgn_ LOEGiadrozold6 S€EM)=6.210/L (Gust et al., 2010b)
(embryon, juvénile
s o . Juveénile, , LOEC;trazind5 sem)=1Qg/L (Gerard and
=Y Atrazine adulte Eau Locomotion Poullain, 2005)
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Toxine de

Survie, croissance

LOE CycrocysrtineL-#5 sem)=33ug/L

(Gerard and

(rc;lye::r;g(t:)a;tiinl_e_ Jl;\é(lejrlltlée, Eay reproduction Poullain, 2005)
y Rgl (embryons)
NH3 Adulte Eay Locomotion LOECyn3(40))=0.07mg/L (Alonso and
Camargo, 2009)
Juveniles, CLso (96h)=31%1g/I pour juvéniles ; 490y/I |(Watton and
NH. adultes et Eay Létalite pour adultes ; 85@y/I pour individus Hawkes, 1984)
adultes sénescents
sénescents
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a CEstrogéno-mimétigues

Dés le début des années 2000, des études ont miadamce une sensibilité particuliere au
BPA, associée a des syndromes de superféminisdéidn. cornuarietis(Oehlmann et al.,
2000). Ces études ont ensuite été prolongées patres, confirmant les résultats (LOEC de
'ordre de 1pg/L et NOEC d’environ 8ng/L), et sugg@ des mécanismes en lien avec les
stéroides sexuels de type vertébrés (Oehimann, &086). Ces études, montrant des effets a
des concentrations environnementalement réalistes gté trés controversées par la suite
(Forbes et al., 2008). Quoiqu’il en soit, il semlyjge les gastéropodes présentent une
sensibilité trés importante a ce type de compagdus marquée que celle d’autres phylums.
Ceci a été confirmé par des expérimentations Rulantipodarum qui ont montré des
inductions de reproduction par le BPA, I'OP et IB Nrs d’expositions par le sédiment (Duft
et al., 2007; Duft et al., 2003b). Des résultatsilsires ont été obtenus lors d’expositions par
l'eau au BPA, I'OP et I'EE2 (Jobling et al., 2003).autres études, issues du laboratoire,
n'ont pas été aussi concluantes quant a la seteibé P. antipodaruma I'OP et au BPA
(Gagnaire et al., 2009a). Il semblerait égalemermtlg stagnalissoit moins sensible a ces

composeés (Czech et al., 2001; Segner et al., 2003).

Dans une étude réalisée sur des mélanges a thdssfaioncentrations de BPA, OP et NP
(Publi 3, Masters de V. Lecomte et M. Dupré), nausns également observé une sensibilité
(reproduction) moindre de I'espece hermaphrodife piscinalis comparé a l'espece
parthénogéniqueP( antipodarum En revanche, cette étude a confirmé la tres dgran
sensibilité deP. antipodarum aux cestrogéno-mimétiques, puisque des concemsatio
inférieures au pg/L de chague composé en mélangepmvoqué des inductions de
reproduction significatives (Figure 4). Ces concaidns sont inférieures a celles qui
provoquent des effets pour chaque composeé indilleent (Gagnaire et al., 2009a; Jobling
et al., 2003), ce qui montre que ces composés gins actifs en mélange
gu’individuellement. La nature exacte des intemwdi(synergie, additivité) n'a cependant pas
éetée évaluée.

Ce qui en ressort, en revanche, c’est que le risqwaonnemental est avéré, puisque des
effets sont observés chez les adultes, comme @sepVéniles a des concentrations tres

comparables avec ce qui se retrouve dans |'enveioiemt.
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Nos études, et de celles issues d’autres labogataimontrent clairement que ces espéeces sont
adaptées pour évaluer la qualité des écosysténeml dlouce, au moins en terme de

sensibilité aux reprotoxiques.

B Médicaments

Nous avons réalisé d’autres études montrant detseffdes concentrations proches de celles
observées dans I'environnement, bien que supéselumgs d’'une exposition a la fluoxétine
(Publi 16), avedP. antipodarumla reproduction avait été induite a 1ug/L. Cependei
encore, aucun effet significatif n’avait été obgechezV. piscinalis

Il faut aussi noter que des effets de type hormssig régulierement notés dans ce type
d’expositions, avec une induction de reproductiaurples faibles concentrations, et une
inhibition pour les fortes. Ces réponses non lieSasont assez fréquentes, et complexes a
prendre en compte en terme d’évaluation de risfiette étude, réalisée dans notre
laboratoire, montre une sensibilité forte de cettpece aux meédicaments. Il faut cependant
noter que la fluoxétine interagit avec le systéenmmuroendocrinien (recapture de la
sérotonine). Cette molécule n'est donc pas corsgddédomme un PE au sens limité
d’interaction avec le contréle de la reproductiomais reste impliquée dans le contréle

hormonal.

160
O P. antipodar um
140 BV. piscinalis

Embryos with shell

[ Embryos without shell

control)

W Total embryos

Embryos or eggs (% of

3.7 pg/L

Control

33.3 pg/L 100 pg/L

Number of embryos per adults
=
(42

Control 37uyL 11pg/L 333pg/L 100pg/L.

11.1 pg/L

fluoxetine nominal concentration ) )
Fluoxetine concentration

Figure 26: Effets de la fluoxétine sur la reprodudbn des gastéropodes. A: nombre cumulé de juvénil¢B.
antipodarun) et d'oeufs . piscinalig. B, nombre d'embryons parP. antipodarum(moyenne et écart-
types). Adapté de Publi 16
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b. Immunotoxicité

Des études ont également été réalisées sur 'immadolation provoquée par les toxiques.
C’est une démarche novatrice en écotoxicologiewtauce et assez peu répandue chez les
invertébrés. A ma connaissance, seules les étunlda Bmnée sont disponibles. Ces études
montrent que les marqueurs d’immunotoxicité sonsides aux polluants de type pesticides
(Russo and Lagadic, 2000; Russo and Lagadic, 200ddlicaments (Publi 7) et effluents
urbains (Publis 2 et 6).

Cette approche est déja développée depuis plussenEées chez les bivalves, notamment en
situations de terrain (Bouchard et al., 2009; Faftcgl., 2011; Gagné et al., 2011; Gagne et
al., 2008; Gagné et al., 2012). Il est importanhdier que la réponse immunitaire est d’abord
modifiée par des pathogénes, et secondairementtfaement par des toxiques. Son objectif
premier est I'élimination des bactéries, virus,gs#tes... Cependant c’est un marqueur, a la

fois de I'état de santé, et également d’'une exjpos#t des polluants.

Les études que nous avons menées montrent uneeggansibilité de la réponse immunitaire
fonctionnelle et génomique a des médicaments &cdesentrations environnementalement
réalistes et a des eaux de surfaces contaminéedepagffluents. Il est donc clair que cette
réponse est extrémement sensible. Ici, les traeagagés sont encore assez préliminaires, ce
qui limite le recul. La question qui se pose dés &st celle de sa spécificité. En effet, il reste
a déterminer si cela correspond a une réponselglabia« stress », ou si certains marqueurs
peuvent étre plus spécifiques d’'un type de poliutiGomme déja évoqué dans le chapitre

précédent, un travail important reste a realisesd@ domaine.

c. Variation de sensibilité interspécifigue

Nous avons le plus souvent possible travaillé suxdespeces aux modes de reproduction
différents, lorsque nous étudions les effets remiques. Les effets ont alors été trés
différents, avec des especes trés sensibles, etresamoins. Les études portant sur deux
especes proches, et portant sur leur différencedsibilité sont assez rares, car complexes a
mettre en ceuvre. Elles se font notammentDsunagnaet C. dubig et certain auteurs en ont
conclu gu'il n'y avait pas de différence marquédrenes deux (Constantine and Huggett,
2010).
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a Mode de reproduction

Ce qui ressort des études sur les gastéropodea dmace (les nbtres et celles d’autres
equipes), est une grande différence de sensibilitéant le mode de reproduction. Ainsi, si je
devais défendre les gastéropodes comme modelesuedogice par rapport aux bivalves, je
pense que je mettrais en avant leurs modes deduggiron, qui en font des organismes plus
complexes pour I'évaluation des effets reprotoxgquéls peuvent étre a sexes séparés,
hermaphrodites ou parthénogéniques.

Lorsque les polluants étudiés impactent préeféridatnent les gonades males ou femelles, la
présence du tissu cible sera a l'origine de laib#éits de I'organisme. Ainsi, une espece
parthénogénique comme®. antipodarum n'a que des tissus femelles. Elle sera
particulierement sensible aux polluants les altéraliors qu’elle le sera moins aux polluants
impactant les tissus males.

Nous n’avons travaillé que sur deux modeéles, umth@aogénique et un hermaphrodite, et
nous avons montré une grande variation de sen8ibititre nos deux especes modeles. Nous
n'avons pas introduit de modele gonochoristiqueguieaurait certainement été tres pertinent.
Ici encore, il faut bien noter la difficulté exp@entale liee a l'utilisation de multiples
especes. Outre la partie expérimentale pure, iltgquée la connaissance biologique liée au

modele (cycle de vie, élevage...), qui nécessitauastissement en temps tres important.

B Mode de ponte

Par ailleurs, il ne faut pas négliger le mode det@oEn effet, chez I'espece ovovivipake (
antipodarun), le développement des ceufs se fait entierememé Harganisme, avec une
protection par la poche embryonnaire. Chez I'espgdpare Y. piscinalig, les ceufs se
développent au sein d'une masse, donc théoriguemeiris protégés. La sensibilité des
phases embryonnaires chez deux ces especes diveadtudiée plus en avant. Il est tres
possible que qu’elle soit différente. Des travauxle sujet seraient trés intéressants, d’autant
plus que de nombreuses études montrent que lespbathryonnaires sont trés sensibles a
une vaste gamme de polluants (Hagger et al., 2R08pke et al., 2005; Saco-Alvarez et al.,
2010; Soares et al., 2009; Zhang et al., 2011astCertainement une piste a approfondir.
Nous avons d’ailleurs commencé a étudier plus emtale développement embryonnaire de
la limnée (Figure 27, Publi 21).
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4 cells
Day 1(magnification factor(m.f.):*63)
Morula
Yellowish colour
Day2(m.f.:*63) Day3(m.f. :*63)
Trocophore

granular appearance loss of round appearance, slow-movement

Day4 (m.f.:*40) Day5(m.f.:*63) Day6(m.f.:*63)

Veliger

Foot and shell distinguishable

Day7(m.f.:*63) Day8(m.f.:*63) Day9(m.f.:*40)
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Eyes distinguishable detectable foetal heartbeat

Day10(m.f.:*63)

Dayl12(m.f..:*63)

Day13(m.f.:*63) Dayl4(m.f..:*63) D&Yy(m.f.:*40)
Disappearance of the cell membrane

Dayl16(m.f.:*20) Dayl17(m.f.:*63) Day18(m.f.:*10)
Hatching (juvenile evacuation by egg mass both engs

Day19(m.f.:*20)

Juvenile

Day25
Figure 27: Stades du développement embryonnaire da limnée a 16°C. Issu de Publi 21
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2. Sur le terrain

Plusieurs études d’évaluation des effets des rdmtalisés ont été realiséan sity,
principalement ave®. antipodarum(un essai ave¥. piscinalisa montré que cette espéce
n'était pas assez robuste). Les effets de rejessati®ns d’épuration ont été évaluées (urbaine
industrielle...), ainsi que ceux de rejets minieran® tous les cas, la fécondité a été un

marqueur sensible, qui a été impactée (augmentatiahminution) suivant les sites.

a. Bourbre

Dans le cas d’une station d’épuration traitantefélaents urbains et industriels (Publi 1), une

diminution de reproduction significative a été alvgée par rapport aux sites amont, aussi bien
a l'aval immédiat que sur un aval plus €éloigné (@Fégll). La contamination du site a été

caractérisée, par des mesures dans I'eau, maisnégial dans les organismes pour évaluer
'exposition (Tableaux 8 et 9). Une forte contantim@ en médicaments (oxazépam)

notamment a été notée. Cette étude est un casteéddi I'évaluation de la qualité biologique

des milieux, aussi bien en terme d’effets que ddsion.

Cette étude montre notamment gRieantipodarumest une espéce sensible aux pollutions

ponctuelles organiques.

b. Decazeville

Elle vient en complément d'études antérieures, axl dffets d’'un gradient de pollution
meétallique (Cd et Zn) avaient été évalués (Pub)i P1 antipodarumest une espece tres

adaptée pour ce type d’exposition.

c. Sipibel

L’encagement d®. antipodaruma également été appliqué a des rejets hospitafettant
en lumiére une contamination particuliere du milien relation avec les transferts trophiques
(Publi 18).

Ici, contrairement a I'étude précédente, les effetssont traduits par une induction de la
reproduction a I'aval proche (Figure 7), démontramé fois de plus la sensibilité de ce trait
de vie aux pollutions en situation de terrain. begeaux de reproduction de I'amont étaient
comparables a ceux observés dans des populatiotesrden (Gust et al., 2011b), et cette
induction n’est pas due a un apport alimentairs ploondant. La typologie de contamination

est différente, ce qui explique sans aucun doutkffiéerence d’effets.
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Par ailleurs, des études précédentes avaient maméréontamination du biofilm et des effets
sur la diversité associés. La diversité du biofilenpermet pas de discriminer les sites entre
eux avant la construction de I'hépital, alors qaeSITEP était déja présente mais ne traitait
gue les rejets urbains. Aprés son raccordement &THP, les sites amont et aval sont
discriminés. Les effets temporels restent supé&iaux effets du rejet de la STEP (Figure 28).
Des auteurs avaient rapportés dieantipodarumse nourrissait du biofilm colonisant les
systemes d’exposition lors d’expérimentations dgirmy (Brown, 1980). Lors de cette
exposition, la contamination trophique (biofilm oalonne d’eau) a été évaluée. Ici encore,

les démarches sont tres préliminaires et nécessliésnravaux complémentaires.

Before hosp

Summer

Figure 28: Diversité du biofilm sur les sites de $ibel suivant les saisons. Les sites en amont deSAEP
apparaissent en vert ou bleu et les sites en aval muge.

d. Méthodologie d'encagement

Lors du développement de la méthodologie, nousnavimis en évidence une grande
robustesse aux variations de facteurs abiotiquasst(®t al., 2010a). La méthodologie
développée au laboratoire n'est applicable que péualuation de la qualité de la colonne
d’eau. D’autres auteurs ont développé une méthgaolpour I'évaluation de la qualité des
sédiments en utilisant le méme organisme (Schrmit.e2011b). Je ne remets pas en cause
leur méthode d’exposition, que je n'ai pas testé@is en revanche, les études de ces auteurs
souffrent, & mon sens, de validité biologique : ti@sx de reproduction des témoins sont

anormalement faibles, et lorsque les auteurs centla une augmentation de reproduction,
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les taux sont alors juste dans une norme physmlegibasse. L'alimentation n’est pas
contrblée. Une hypothese serait que le sédimenkpd&tion apporte une ressource
alimentaire supérieure et donc permet une meilleepeoduction. A mon sens, ces études
manguent de réalisme biologique, dans la mesuta physiologie de base de I'espece n’est
gue trés peu prise en compte.

Il existe une grande variabilité des réponses dPheantipodarumce qui reste un défaut
majeur pour [utilisation de cette espece. Pareai, la démarche appliqguée est
systématiqguement amont/aval, avec un amont quidgetémoin a I'aval mais qui est en rien
une référence (et les mesures chimiques dans ggsiemes en sont la preuve). |l reste
difficile de s’affranchir de ce site amont et deupoir interpréter les résultats d’expositians
situ indépendamment de lui. Dans l'idéal, il faudraitfisamment bien connaitre les
marqueurs pour pouvoir interpréter leurs variatidass I'absolu et non en relatif. Ici encore,
un gros travail de recueil de données et d’étudenddéle serait nécessaire pour permettre
cela. Cette démarche est indispensable si I'afjuitale ce biotest doit se faire a grande
échelle. Il faut tout de méme noter que ces proatismes se posent également lors des
expérimentations de laboratoire. Cela me menenaturellement a I'importance des facteurs

confondants.

3. Facteurs. confondants

a. Température

Les résultats obtenus sont variables d’'une étuteitie, méme pour une méme espéce et un
méme composé. Nous l'avons par exemple observe.santipodarumou nous avions une
induction de la reproduction aux faibles concerdret (Publi 16), alors que d’autres auteurs
ne I'observaient pas (Nentwig, 2007). Un des élémee différence entre les deux études
était la température d’exposition. Plusieurs études démontré que la sensibilité des
gastéropodes dépendait notamment de la tempédsduest (Aufderheide et al., 2006; Moller
et al.,, 1994; Oehlmann et al., 2006; Sieratowiczalet 2011), bien que cela puisse étre
controversé (Forbes et al., 2008).

J'ai également realisé une expérimentation cRezantipodarum pour déterminer les
conséguences de la température d’exposition sepladuction et les facteurs associés (Publi
10). L'objectif de cette étude était réellementvdléer si des changements de température

d’exposition (en laboratoire et sur le terrain) ypaient avoir des conséquences sur le niveau
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des différents marqueurs, hors exposition a degques. Elle a notamment permis de
connaitre la durée du développement embryonnaivarsua température.

Par ailleurs, une autre étude sur ce méme orgars@seintéressée a la différence de toxicité
d’un polluant modele, le BPA, suivant la températdiexposition (Sieratowicz et al., 2011).
Cette étude montre que la toxicité est diminuéaldd température, certainement du fait de la
longueur du développement embryonnaire. Les camditi d’expérimentation sont
extrémement importantes et doivent étre un maximieproductibles et contrélées
(Matthiessen, 2008).

Plus récemment, cette démarche sur les facteuferatants et la physiologie de la limnée a
été amorcée en collaboration avec A. Sapin (te@mien charge de I'élevage au laboratoire)
et lors du Post-Doc de J. Faburé, du stage de Mpds et de la thése de P. Boisseaux (Publi
21). L’éclosion des masses a été suivie a difféeetémpératures physiologiques (16, 20 et
24°C). Le temps de développement embryonnaire ma&rsement proportionnel a la
température de I'eau. Il s'accélere a partir dpHase véligere. En revanche, la croissance
d’individus exposés tout au long de leur développaima ces températures est similaire
(Figure 29A). Cela montre une adaptation aux teatpées de l'eau en condition de
nourrituread libitum La reproduction des limnées exposées a 20 et &#8tComparable,
alors que celle des limnées exposées a 24°C edficajvement plus faible (Figure 29B). Il
semble donc que cette température plus élevéeasdiessus de ce qui est physiologiqguement
acceptable, et que les limnées n’investissent que th reproduction.

Par ailleurs linfluence des températures d’expasitsur la réponse immunitaire a été
évaluée. Comme il est clair que la raison d’étreladeéponse immunitaire est la défense
contre les pathogenes, il existe forcément de piefti facteurs de variation de celle-ci,
indépendamment de I'exposition aux toxiques. Nousna ainsi pu déterminer que la
température d’exposition, tant qu'elle était dars dammes physiologiques, n'avait pas de
conséguence sur la capacité immunitaire (Figure).2906rs d’expositions a des chocs
thermiques, la réponse immunitaire est impactéeeganche. Il y a donc un phénomene
d’adaptation.

Cette étude montre que des traits de vie, commepladuction peuvent étre impactées, alors
gue la réponse immunitaire ne I'est pas. Ce ne goatdes études préliminaires, mais ici

encore, il faudra améliorer les connaissances.
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Figure 29: Effet de la température d’exposition (1620 et 24°C) sur la physiologie de. stagnalis A :
Croissance aprés éclosion ; B : Nombre d'ceufs padaltes ; C : Phagocytose (M1: immunocompétence et
M2: immunocapacité) a différentes températures d’eposistion. Adapaté de Publi 21
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b. Variabilité naturelle

Afin de mieux comprendre les modeéles d’études, nawail conséquent a été réalisé de
compréhension des cycles biologiques. Peantipodarumnous avons étudié les variations
des marqueurs suivis au cours d’'un cycle annudiadaopulation dont est issu I'élevage
(Publi 9). Cela nous a permis de définir une gand@evariation « physiologique » (Figure
30). Lors des expérimentations qui ont suivi cetteactérisation, il a été possible de replacer
les variations des marqueurs dans la gamme phyggjolement acceptable. C’est
extrémement important, en particulier pour le swui nombre d’embryons dans la poche

embryonnaire.
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Figure 30: Niveaux de variation physiologiques (magnne et écart-type) de différents marqueurs dans @n
population naturelle deP. antipodarum A : stéroides, B : triglycérides, C : cholestérgID : protéines. Issu
de Publi 9

Comme évoqué précédemment, plusieurs études oalucamles inductions de reproduction,
alors que la reproduction des témoins était trédefgSchmitt et al., 2010; Schmitt et al.,
2011a). Les auteurs mettent en évidence des #ffstsignificatifs, alors que la reproduction
des témoins est tellement basse, qu’elle-mémeeesighe qu’'un dysfonctionnement est en
cours.

Il est absolument nécessaire d’introduire desrestéle validité des expérimentations, et le
niveau de reproduction des témoins en est un. @@st ces mémes raisons que nous avons
introduit la mesure des réserves énergétiquesaritgliérement en conditions de terrain. |I
nous est apparu nécessaire de s’affranchir deggalimentaires lors de suivi de la fécondité.
De nombreux facteurs peuvent faire varier la féaéndes témoins (Tableau 12), comme la
taille, 'origine des organismes, la températurexgosition, le type d’exposition (caging, eau,
sédiment), ou d’alimentation. Il convient de mair au maximum les différents facteurs

d’exposition pour limiter la variabilité des répess
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Tableau 12: Fécondité chez les témois antipodarumsuivant les conditions expérimentales
(température, taille, nourriture, origine, alimentation). Issu de Publi 9

Exposition Size of organisms Origin of T (%) Food Unshelled Shelled Total embryos References
medium (mm}) Organisms embryos embryos
Laboratory
Sediment
=36 Culture 151 Tetraphyll + Fish 16,7]
Tamin
Culture 156 3-6(14-56d) 3-8 (14-56 d) B-14(14-56 d) [25]
405 Culture 16 Leaves 1({56d) [32]
38205 Culure 151 Leaves 2-5(28-56d) [35]
35+1 Field 16 Tetraphyll 15(28d) [34]
Laboratory Water
Culture Lettuce 1-2(14-42d) 10-12 (14-42 d) [20]
4602 Culture 20 Lettuce 75(35d) | 10]
41+£01 Culture 20 Lettuce 25(35d) [ 10]
*37 Culture 161 Tetraphyll 7(28d) 7{28d) 14 (28d) [30]
>3.7 Culture 161 Tetraphyll 6 (28-56 d) 11 (28-56 d) 17 (28-56d) [ 28]
44203 Culture 21 Tetramin 4(42.d) 9({42d) 13 (42 d) [14]
4303 Culture 1621 Tetramin [13]
Culture 16 Tetraphyll 2(284d) |36]
>3 Field 1407 13-2 {14-28 d) 22-6(14-28 d) [11]
44202 Field 78202 Tetramin 1-3(14-56d) 1-2{14-56d) 2-5(14-56d) [17]
158202 4-9(14-56d) 1-7 (14-56 d) 5-15({14-56 d)
243211 2-4(14-564d) 1-2 (14-56 d) 4-6(14-56d)
Field
3.3-43 Culture Sediment 4-10{28 d) [33]
42202 Freld Biofilm 3-10(7-28d) 6-10(7-28 d) 10-17 (7-28 d) |16]
44104 Field Biofilm 3-9(21-28d) 5-16 (21-28 d) 9-25(21-28 d) [15]

Par ailleurs, aussi bien lors du suivi des poporetiterrain, que dans les élevages, une
saisonnalité dans la reproduction est observéefadiions personnelles et Gust et al., 2011b;
Sieratowicz et al., 2011). A ma connaissance ilanpas réellement d’études qui s’intéressent
a la sensibilité d®. antipodarumsuivant la saison d’exposition. Un travail intéast serait
certainement a mener sur ce sujet, comme cela fiétéhezM. cornuarietischez qui les
observations sont relativement contradictoires @&dfeide et al., 2006; Forbes et al., 2007a;
Forbes et al., 2007b; Forbes et al., 2008; Oehlnetuah, 2006).

La caractérisation de la variabilité chez les imirg témoins est indispensable lors des tests
en écotoxicologie afin de s’assurer que les orgagssutilisés sont convenables pour une
réalisation correcte des tests. La connaissancealesrs seuils est également nécessaire a la
réalisation de schémas d’expérimentations perntetiae puissance statistique suffisante
pour discriminer les effets des polluants ou aut@sditions expérimentales (Forbes et al.,
2007b). Ainsi, cheM. cornuarietis le gastéropodes chez qui le plus d’études delwiité

de réponses ont été effectuées, la fécondité asdilde plus variable, suivi par la croissance
des juvéniles, le pourcentage d’éclosion et laeldiéclosion (Forbes et al., 2007a). Suite a la
caractérisation de cette variabilité, les autewst £n mesure de proposer des schémas

expérimentaux robustes d’'un point de vue statistiqu
Aucun travail équivalent n’a été réalisé clezantipodarum Il serait nécessaire de le faire

afin de : (i) définir des valeurs seuils de repithn des témoins (10 embryons au minimum

par exemple) ; (ii) définir la variabilité des tém®; (iii) définir le nombre de réplicats et
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d’individus par réplicats nécessaires pour déteaterpourcentage d’effet par rapport au

témoin avec une puissance statistique de 80% [ain@e.

c. Solvants

Un autre facteur confondant important est l'utiiiga de solvants pour permettre I'exposition
via I'eau a des toxiques non miscibles dans I'dde revue de Hutchinson et al. (2006)
mettait en évidence les effets délétéres de ceniedgr et conseillait de limiter les
concentrations d’expositions a 20uL/L (norme OCRELAOuL/L). Ayant également observé
des effets dans nos témoins solvants au laboratoings avons voulu caractériser plus en
avant les effets de ces derniers a faibles coratésis sur la reproduction et les marqueurs
associés cheR. antipodarumors du Master de V. Lecomte (Publi 5).
Ainsi, I'exposition aux solvants seuls (acétonéaebl, methanol, DMSO) est bel et bien un
facteur confondant chez cette espéce, a des coatiens aussi basses que 20uL/L :

O [réthanol diminue la croissance des juvéniles,

0 lacétone diminue la durée du développement emingioe.
Les solvants induisent aussi des modificationgasphysiologie de la reproduction :

0 augmentation des niveaux d’E2-like,

0 modification des niveaux d’expression des génepligmés dans les voies de

signalisations des cestrogénes (Figure 31).
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Figure 31: Effets des solvants sur différents trag de vie et marqueurs cheP. antipodarum (moyenne et
écart-types, *** indique une différence significatve par rapport au témoin p<0.05). A : nombre
d’embryons dans la poche embryonnaire, B : nombrewnulé de juvéniles, C : niveaux d'E2, D et E :

expression de genes. Issu de Publi 5

Cette étude met en évidence les effets des soluantdlement utilisés en écotoxicologie a de
treés faibles concentrations. Il faut autant queefae peut limiter leur utilisation. Lorsque ce

n'est pas possible, il faut alors choisir celui qupacte le moins les marqueurs mesurés et
choisir une concentration la plus faible possitBBéen que des effets soient notés, les

meécanismes sous-jacents sont encore tres mal cmpri

Ces résultats sont & mettre en relation avec ésshimuts niveaux de bioaccumulation de tNP
chezP. antipodarummesurés dans la publi 3. Bien que la contaminatessolvants utilisés
pour les expositions ne soit pas mesurable, elitet@g de méme a lorigine de la
contamination des organismes. Tous les effets wbsdors de cette expérimentation ne sont
pas forcément dus aux alkylphénols, d’autres pothiaétant potentiellement présents.
Quoigu’il en soit, ces données de chimie confirmgoe l'utilisation de solvants est a

proscrire au maximum.
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C/ CONCLUSION

En conclusion, les gastéropodes et plus parti@mhentP. antipodarumsont des organismes
trés intéressants pour I'évaluation de la qualéé écosystemes aquatiques d’eau douce. La
majorité des études d’encagements ont été réaliseed. antipodarumet par notre
laboratoire d'IRSTEA. J'ai soulevé les grandes t@niposées par la variabilité des réponses,
mais ces inconvénients pourraient certainement &wepensés par des schémas
expérimentaux adaptés. Un énorme travail sera anifopour étudier correctement la
variabilité et définir des valeurs seuils. J'ai coancé au cours de ces derniéres années, mais
beaucoup reste a faire. Cet organisme étant prapt&€¥CDE, il y a de fortes chances pour
qgue plusieurs laboratoires participent I'effort eggaire a cela. Cela semble d’autant plus
indispensable que cet organisme est trés sensib&tains types de polluants. Il convient
donc que les schémas expérimentaux ne soient pigsiales, afin que les résultats obtenus
ne le soient pas non plus.

Quoigu’il en soit, c’est un organisme tres adapig axpositions de terrain du fait de sa
grande résistance. Sa petite taille peut paraitr@econvénient au premier abord, mais avec la
miniaturisation des méthodes d’analyses (chimiquas)éculaires, biochimiques...), ce
désavantage reste au final, limité. Ce n’est patfoent I'organisme de premier choix pour
'évaluation de l'exposition, mais il reste tréesngenable. Il bioaccumule aussi bien les
meétaux que les composeés organiques. Dans la m@swurest un organisme sensible, d’autres
especes seraient certainement a favoriser si tobjest uniquement I'évaluation de
'exposition. L'intérét de P. antipodarum est la possibilité d’évaluer conjointement

I'exposition et I'effet.

En terme de sensibilité aux polluants, les gastitep sont des organismes extrémement
intéressants. Comme nous l'avons souligné dang geittie, ils sont trés sensibles aux
polluants reprotoxiques, mais également aux imnaxigties. Toutes les réponses observées
ne sont pas encore bien comprises, mais les coatiens les induisant sont tres faibles.
Leurs modes de reproductions variés en font desn@mes trés sensibles aux composés de
type perturbateurs endocriniens. Leur vaste gammepliysiologie et de taille permet

egalement d’évaluer les effets immunotoxiques samsnatisme associé.
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Evaluation de la qualité des écosystemes aquatiques

Il N’y a certainement pas un modele de gastérompdepermet de répondre a toutes les
problématiques. En revanche, deux d’entre @uxgntipodarumet L. stagnalissont proposés

a I'OCDE comme biotests pour évaluer les effetsateiques, ce qui illustre bien I'effort de
recherche engagé ces dernieres annees, et I'iogéit peuvent revétir. Pour avoir travaillé
sur les deux modeéles, mon sentiment personnelugitd ge répondent pas exactement aux
mémes questions et qu’ils sont certainement tréspamentaires. Je ne pense pas qu'il
existe un modele parfait en écotoxicologie, quinpeite de tout évaluer (I'exposition, les
effets, les mécanismes impliqués...). L'intérét davailler sur les invertébrés, et plus
particulierement les mollusques, et encore plusitétnent les gastéropodes, est leur grande
diversité. A ma connaissance, il N’y a jamais eexgdositions conjointes de limnée et®e
antipodarum comme ce que nous avons pu faire aVegiscinalis Enormément d’études
sont en cours de réalisation dans le cadre du grdapgravail OCDE sur le sujet pour évaluer
la robustesse des modeles. Il serait intéressatésdeomparer en conditions parfaitement

identiques.

Je n’ai personnellement aucun recul sur le bidiesiée tel que préconisé par 'OCDE,
puisque je ne l'ai utilisé que comme modele dimwioxicologie. De ce que jai pu
observer, I'élevage de la limnée est bien plus ajgé celui deP. antipodarum C’est
certainement di a une bien meilleure connaissancaatiéle biologique. Au sein den notre
laboratoire, la personne en charge de I'élevagex@idre Sapin), qui est extrémement
compétente dans son domaine semble trouver de eosd® améliorations aux méthodes
d’élevage des gastéropodes. Il est actuellemerabbapd’assurer un élevage total Be
antipodarum sans recours a une population de terrain. Ennohe I'élevage n’est pas
encore en mesure de fournir des adultes tout ayiden’année. Il semble donc clair que des
avances dans ce domaine sont a espérer dans un@oeehe.

Pour ce qui est de la manipulation des organisro@sime cela a déja été souligrig,
antipodarumest extrémement robuste et donc la mortalité éesins tres faible. Mon retour
d’expérience me laisse penser que la limnée egeurplus fragile, supporte moins bien les
changements de facteurs abiotiques, et que cetaépeuproblématique. L'utilisation de cet
organisme sur le terrain parait notamment assdiildifa envisager. Cette plus grande
sensibilité aux variations de facteurs abiotiquestngendrer des effets n’ayant rien a voir
avec un stress chimigue. De plus, cet organismepebhoné, et donc les systemes
d’encagement devraient obligatoirement permettraaaes a I'air de surface. C’est tout a fait

réalisable, mais demande des adaptations techragse®rcément évidentes.
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Des avancées dans la réglementation des produitsgeies sont en cours dans le monde
entier. Un objectif commun est la volonté de détecévaluer le danger et le risque
environnemental des PE. Cependant, il y a tres geuests standardisés d’écotoxicité
aguatiques, qui soient sensibles a ce type de ceds@ECD, 2009a; OECD, 2009b; OECD,
2009c). De plus, ces tests ne sont réalisés quelesirorganismes vertébrés (poissons et
batraciens). Des tests standardisés sont en ceutgwloppement chez les invertébrés, mais
uniguement chez les arthropodes. Dans la mesul&emgemble de I'écosysteme doit étre
protégé, I'élargissement a d’autres phyla sembtessaire. Les mollusques ont été proposés
dans ce cadre pour les raisons évoquées en intrmducleur importance dans les
écosystemes et leur sensibilité avérée aux PE (QRCID).

En milieu d’eau douce, deux espéeces ont été prepas§mnaea stagnalist Potamopyrgus
antipodarum J’ai déja beaucoup développé dans ce manussréviantages et inconvénients
des gastéropodes et principalemenPdantipodarumen écotoxicologie d’eau douce. Cette

derniere partie a donc pour objectif de mettre t@la en perspective.

A / GASTEROPODES ET EXPOSITION

1. Durée et période d'exposition

ChezP. antipodarum les expérimentations sont généralement realickées des adultes, ce
qui permet de mesurer la reproduction. Des cons@ggesur cette derniere sont ensuite
facilement extrapolables au niveau populationnas lprotocoles proposés a I'OCDE se
concentrent sur les adultes reproducteurs, aveaneomarqueur principal le suivi de la
reproduction. Pour les deux gastéropodes ce sw@viaesé, mais leur reproduction est
saisonniere, méme au laboratoire. Il faudra domdegecette caractéristique en mémoire lors
de I'analyse des données.

Le cycle de vie des gastéropodes proposés esteshant long. Il faut plusieurs mois a 21°C
pour obtenir un cycle de vie complet (de la porde gees adultes, jusqu'a a la ponte de la
génération suivante). Cela nécessite un suppo#drimental lourd, aussi bien d’'un point de
vue matériel que personnel. Il est généralementisadiue l'allongement de la durée
d’exposition permet l'apparition d’effets a de mahies concentrations. Il est difficile de
savoir si les expérimentations sur tout le cyclevde des gastéropodes engendrent une

sensibilité supérieure a celles effectuées uniqunesie une partie du cycle de vie. En effet, a
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ma connaissance, aucune étude ne s’est intéredaédifierence de sensibilité a un toxique

donné, entre les deux types d’expositions.

Des expositions sur tout le cycle de vie ont éadigées chez la limnée (Czech et al., 2001;
Leung et al., 2007), et n’ont pas montré une séi8iblus importante que lors de tests moins
longs aux polluants testés. Des expositions testias parties seulement du cycle de vie ont
également été réalisées, montrant une sensibitiig&saconcentrations environnementalement

réalistes (Ducrot et al., 2010).

Le choix entre exposition sur tout le cycle ou sme partie seulement est difficile, et
finalement commun a toutes les espéces ayant ue dgcdéveloppement long. Il est génant
de ne pas exposer toutes les phases d’'un cycleeda@uvfait de I'existence potentielle de
périodes critiques (ce que nous avons mis en éstdehezP. antipodaruny ou d’effets
trans-générationnels ou multi-générationnels. Né&amsn les gastéropodes ne sont pas tres
adaptés a des études sur tout leur cycle de vijtdde sa durée. D’'autres esped@srfiagna
par exemple) présentent des cycles plus courteretgitent cela. C’est un inconvénient de
taille, mais la sensibilité des gastéropodes etrigprésentativité biologique sont des éléments
a ne pas négliger.

D’autre part, des expositions de phases de cyclnéhls (embryons, larve, juvéniles,
adultes...), peuvent étre réalisées, ce qui peutgttnerde palier a la difficulté d’exposer sur
tout le cycle de vie. Les études réalisées sutulaxétine (Publi 16) ou le mélange de PE
(Publi 3) ont en effet montré que les effets surdproduction pouvaient apparaitre lors
d’exposition d’autres stades de vie que les adultes

Ainsi, ce dernier type d’exposition serait a fageria mon sens.

2. Voies d'exposition

a. Eau

Les gastéropodes sont épi-benthiques. La voie d&tipn la plus fréquente se fait par I'eau.
Comme les concentrations de toxiques sont pludefaent mesurables dans le milieu
d’exposition, cela permet une évaluation de risojue aisée. Du fait des durées d’exposition
longues, des systémes en renouvellement contirtthdamoriser. D’expérience, ces systemes
sont plus faciles a gérer dans le long terme, mpedsentent des inconvénients logistiques
importants (panne de pompes...). lIs nécessitentn&ment de tubulures, sur lesquelles les

toxiques s’adsorbent. Nos expérimentations montogr une différence notable entre les
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concentrations nominales et mesurées pour lesgm#ilorganiques. Il faut normaliser I'eau,
ce qui n'est pas forcément évident étant donnégaamtité d’eau nécessaire pour ce genre de
tests, dans la durée. Cependant ces limites soalefnent communes a toutes les espéces
utilisées en écotoxicologie aquatique.

Lors d’expositions via I'eau, le probléme se poss golluants non miscibles dans I'eau.
L’étude sur les effets des solvants sur la repriolncleP. antipodarumdémontre bien que
cela doit étre évité au maximum. Par ailleurs, astéropode pulmoné comme la limnée, peut
certainement limiter son contact avec les toxiqpessents dans l'eau si ces derniers
provoguent une géne, en remontant frequemmensarface. Des dispositifs expérimentaux

adaptés sont a prévoir.

b. Sédiment

Le mode de vie des gastéropodes autorise égaledesnexpositions sédimentaires. Ces
derniers sont a la fois un réservoir d’accumulaties polluants via les matieres particulaires,
et une source de toxiques via la remise en suspense risque engendré par les sédiments
n'est donc pas directement dérivable des conc@rigtde polluants dans I'eau. Des tests
normalisés existent pour les oligichétes, inseetegmhipodes et nématodes.

Des expositions via le sédiment ont été réalisges R. antipodarum |l se pose les mémes
guestions de standardisation du sédiment utiligépguir 'eau. De plus, cette espece n’est pas
strictement inféodée au sédiment. Les gastéroppdasent donc s’affranchir du contact
sédimentaire si celui-ci induit un « inconfort »exposition est donc mal maitrisée. Les
mémes problémes se posent aussi pour les polloantsniscibles dans I'eau, qui sont ceux
qui risquent le plus de se retrouver dans les s&asn Quoiqu’il en soit, il me semble que les

gastéropodes sont plus indiqués pour des expasitian’eau que par les sédiments.

c. Alimentation

Une autre solution pourrait étre I'exposition patitnentation. J'avais réalisé des essais en
contaminant directement la nourriture (Tetramin®ipB. antipodarum Le probleme est
I'évaluation de I'exposition et le lien qui peutéfait avec les concentrations présentes dans
I'environnement. C’est certainement une piste du&rglus en avant, mais non applicable en

I'état.
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3. Schéma expérimental

Du fait de la variabilité des réponses, un nombofésant de réplicats doit étre prévu dans les
expérimentations, avec un nombre suffisant d’irdligi par réplicats. La sensibilité d’un test
est inversement corrélée a la variabilité de laonép. Dans la mesure ou les réponses des
gastéropodes sont hautement variables, il faut domter au maximum la variabilité générée
par les dispositifs expérimentaux (vérifier notamingue la concentration de polluant est
bien constante au cours de I'expérimentation, gadifiérences de conditions d’expositions
entre réplicats...). Les schémas expérimentaux dbiv&ne aléatoires, assurer une
indépendance entre réplicats, et reproductibléesercore, ce sont des éléments communs a
tous les tests écotoxicologiques et pas seulenuengastéropodes.

Dans tous les cas, il faut réussir a trouver uriliége entre les nécessités statistiques et la
réalisation pratique. Les études menéedvkucornuarietisont montré qu'il était possible de
définir un schéma expérimental type, permettantcolenaitre la robustesse des analyses
statistiques ultérieures. A ma connaissance riéguivalent n’a été réalisé sur la limnédéet
antipodarum Les expérimentations en cours dans différentsrétbires européens devraient

permettre d’améliorer la caractérisation de laaldlité chez ces deux especes.

Un des intéréts de. antipodarunest la possibilité de mesure individuelle en cecgaucerne

le nombre d’embryons dans la poche embryonnairta @ermet, malgré une variabilité de
réponse forte, d’avoir des effets statistiguesa@elus-entend tout de méme qu'’il n’y a pas de
différences entre réplicats. Cela n’est pas togjole cas, et doit étre vérifié
systématiqguement. Néanmoins, cette espece préseniatérét, associé a la possibilité de
compter le nombre de juvéniles nés par réplicaess(re par groupe d’individus et non pas

par individu isolé).

Pour cette partie de définition du schéma expératesptimal, il faut bien noter que les
données disponibles ne sont pas suffisantes paur @es schémas trés robustes. Au cours de
ces dernieres années, nous avons essaye de aendisiplans d’expérimentations les plus
fiables possibles, en allant jusque 12 réplicatsotds (de 10 a 20 individus) et 8 par
concentrations. C’est possible chBz antipodarumdu fait de sa petite taille, mais peu
envisageable sur la limnée. C’est réalisable danslaboratoire de recherche, mais

certainement moins en routine.
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B / CHOIX DES ESPECES MODELES

1. Elevage

Le premier critere pour une espece modele sur leque biotest pourrait étre réalisable est la
possibilité d’élevage. En effet, 'utilisation ddividus issus de population terrain introduit
enormément de biais (variabilité génétique, contaton antérieure au test, infection
parasitaire ou autre...).

Le retour d’expérience acquis au laboratoire estl@glevage de la limnée est aisé et maitrisé.
Il est possible d’avoir des organismes a l'annéeretguantité importante (pour peu que
I'anticipation soit suffisante !). La ponte est efiet inductible, donc des individus adultes
sont faciles a obtenir apres 3 mois. L’élevagePdeantipodarumest plus complexe, bien
gu'en amélioration. La ponte n'est pas inductiblé fha connaissance), donc les
expérimentations sont tributaires du nombre d'iftlig disponibles, ce qui peut parfois étre
génant. En revanche, cette espéce est nettemantgtluste que la limnée, ce qui lui garantit
une meilleure résistance aux accidents d’élevage.p@ite taille permet également des
densités supérieures et un nombre plus importandlididus sur une place équivalente. Cet
avantage se retrouve également lors de la miséaea gu plan d’expérimentation, puisqu’un
nombre plus élevé d’individus est utilisé et dosaecdbustesse des résultats supérieure.

2. Facilité. d'expérimentation

Pour ces deux espéces, des expérimentations sisefiole du cycle de vie peuvent étre
réalisées. Dans les deux cas, la méme limite estex : longueur du test. En revanche, les
types de tests sur des phases de vie ne sontpagfaes. En effet, la limnée est ovipare, et
donc l'exposition des phases embryonnaires, deénjles et des adultes est réalisable.
Comme la ponte est inductible, des tests embryosmaiont assez facilement envisageables
(Bandow and Weltje, 2012). Si ces tests sont ptigslides stades suivants, alors un gain de
temps important pourrait étre réalisé. La logistiqle ce type d’exposition est beaucoup
moins lourde et cela pourrait permettre un screpdacontaminants. Néanmoins, ici encore,
seule la sensibilité du stade exposé est évaluée.

Au contraire,P. antipodarumest ovovivipare, et donc le développement embrgmara lieu
dans la poche embryonnaire. Des juvéniles sonttéimeent pondus. L'exposition des phases
embryonnaires, hors de l'organisme, semble doncptom (il faudrait trouver un milieu
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d’exposition dans lequel les embryons pourraierdéseslopper normalement). Les juvéniles

et adultes peuvent étre exposés sans difficultibles.

3. Endocrinologie

Une limite pour la réalisation d’un test d’évaloatides effets des PE sur des organismes dont
'endocrinologie est méconnue, est la compréhendesneffets observés. Une perturbation de
la reproduction n’est pas obligatoirement due a wmedification de la signalisation
hormonale. Ce manque de connaissance est un figgum Des biomarqueurs (tissulaires,
biochimiques, moléculaires et pourquoi pas protéoms a I'avenir) sont développés, mais
sans la connaissance de base, I'interprétatioeuts Vvariations est difficile. Un gros effort se

devrait d'étre fait pour améliorer cette connaisgagt donc les marqueurs disponibles.

C/ CONCLUSIONS

Les gastéropodes aquatiques présentent de tregeumxrdvantages (Tableau 13) : (i) ils sont
généralement trés sensibles aux PE ; (ii) ils $acites de manipulation au laboratoire et
globalement robustes ; (iii) sur les prosobrancaigsmoins il y a possibilité d’encagement
directement dans le milieu, ce qui permet une ewid évaluation de la qualité des
ecosystemes ; (iv) il existe également une grandergité des marqueurs développables
(tissulaires, biochimiques, moléculaires, cytonygieis, protéomiques...) ; (v) ils présentent
une grande variété de propriété biologiques et matant de modes de reproduction,
d’habitats ou d’alimentation ; et finalement (vis isont pertinents d’'un point de vue

ecologique.

Pour autant, trois limites majeures sont a notee dbs gastéropodes pour pouvoir développer
des biotests robustes : (i) la variabilité de led¢ponse, qui nécessite un contréle strict des
conditions expérimentales (température, luminosiggison, densité de population,
alimentation...), de l'origine des organismes (isslessouches de laboratoire connues et
contrlées) ; (i) le manque de connaissance de& kndocrinologie, qui limite la
compréhension des effets et les marqueurs disgsnjt#t (iii) la longueur de leur cycle de

vie, qui rend peu réalisable les expérimentatioruswcycle de vie complet.
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Tableau 13: Résumé des avantages et inconvénienesdsastéropodes comme modéles en écotoxicologied'douce

Potamopyrgus antipodarum Lymnaea stagnalis

Manipulation facile
Robuste

Exposition directe dans le milieu possible (prosoiche)
Controéle de la reproduction relativement bien décri

Pertinence écologique et variété de physiologied@gme reproduction, alimentation...)
Petite taille (place pour les expérimentations) nNdeataille (facilité de développement de marqueurs)

Mesure de la reproduction individuelle

Avantages

Collecte d’hémolymphe aisée permettant la cytométei flux et
la mesure de marqueurs immunitaires

Exposition de tous les stades de vie (embryongnijles et adultes)
Evaluation des compartiments eau et sédiment Evatudes compartiments eau
Elevage relativement simple (en cours de validation Elevage tres aisé

Treés sensible aux PE

Variabilité des réponses
Petite taille (développement de marqueurs plus texep Grande taille (place pour les expérimentaion
Cycle de vie de plusieurs mois
Tres peu de connaissances sur I'endocrinologie a@lssances sur I'endocrinologie partielle
Niveau « physiologiques » des marqueurs (reprogiuchiomarqueurs...) peu connus

Inconvénients

Exposition des embryons seuls complexe
Encagement non développé et possiblement difffpilédmoné)
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ConcernantP. antipodarum une attention particuliere doit étre portée aweau de
reproduction des témoins (nombre d’embryons ouud€rjiles par adultes). Comme déja
soulevé dans le manuscrit, des inductions de reptmth sont souvent notées chez cette
espece. Afin de s’assurer de leur pertinence bigleg il est indispensable que ces inductions
soient relatives a un niveau de reproduction deormb santé ». D’aprés notre retour
d’expérience, un nombre d’embryons inférieur a 40ipdividus chez les témoins, a de fortes
chances d'étre associé a un état de santé détitdierganisme. Ce nombre n’est basé que
sur les expériences auxquelles jai participéalldrait s’assurer qu’il est compatible avec ce
qui est observé chez les autres laboratoires. drie de contréle des élevages et des témoins

semble nécessaire.

N’ayant jamais realisé de test de reproduction daeltmnée, je ne possede pas le méme
recul. Il semble cependant que les conditions dage soient mieux maitrisées et qu’il n’y ait
pas de problemes similaires avec les témoins. IEateit serait tout de méme a vérifier. Du
fait de sa plus grande taille, les biomarqueurs gtus facilement développable sur cette
espéece. En contrepartie, la densité de la populakit rester tres faible, aussi bien pour les
expérimentations que pour les élevages. Cela nézaksc une place supérieure a celle
utilisée pourP. antipodarum L'intérét de cette espéce est sa petite tailkrtes plus
problématique en ce qui concerne le développemertiamarqueurs, mais qui permet un
gain de place non négligeable. La mesure individwh nombre d’embryons dans la pche
embryonnaire est aussi un élément permettant uaedgrpuissance statistique (avec les

limites précédemment citées).

Des tests inter-laboratoires sont actuellement amrscavec des substances modeles. Les
résultats de ces tests devraient aider a réporaremnoins en partie, aux questions de
variabilité de réponse. De nombreux facteurs catdols existent et ces études permettront
également une meilleure maitrise de ces derni@s.chnditions de test doivent étre définies
précisément, en accord avec la biologie de I'espafie d’étre a la fois reproductibles et

pertinentes.
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J'ai tenté d’étre le plus critique (aussi bien pesique négative) possible dans ce manuscrit,
guant a l'utilisation des gastéropodes en écottagie aguatique. Lorsque I'on travaille sur

un modele pendant plusieurs années, on vient @réaper, et a en connaitre ses limites.
Cependant, il est parfois difficile d’accepter dermure du recul, dans la mesure ou on investit

tant dessus !

La démarche intégrée est applicable a absolumatdgdes especes. J'ai travaillé, par hasard,
sur les gastéropodes, qui sont devenus des commagmoaparants pour quelques annees.

Mais finalement, gu'importe le modéle !

Les gastéropodes en écotoxicologie aquatiquesdsextellents modéles. Ils ont énormément
d’avantages, que j'ai soulevé tout au long de aeail (sensibilité, facilité de manipulation,
possibilité d’encagement, diversité des marqueurseldppables, modes de reproduction
variés...), mais également des défauts majeurs (neadguconnaissance de la biologie,
variabilité de la réponse, taille et cycle de vie...)

Nul modele n’est parfait, et tout dépend de la tjoesposee... Dans la mesure ou aucun
biotest standardisé n’existe chez ces espéces etox@wlogie, et étant donnée leur
importance écologique, il est évident qu'il fauvdaser leur utilisation. Cependant, les
manques de connaissance tres sérieux sur leuropdgigi limitent leur utilisation, aussi bien
en ce qui concerne I'élevage et les expositions,lgwwompréhension des effets. Des avancés
importantes ont été réalisée ces dernieres annaéeglifférentes équipes. Les résultats
encourageants doivent pousser a continuer danense Bonc une conclusion simpliste a la
guestion de Jeanne serait : Oui, il faut continamzc les gastéropodes. Il faut mettre les
moyens financiers et humains nécessaires a un&eureilcompréhension de leur biologie. |I
faut pousser leur utilisation terrain. Et finalemeih ne faut pas se limiter a un modele
(gastéropode ou autre), mais favoriser la divedaphyla, de maniére a intégrer au mieux la

diversité des espéeces dans « la vraie vie ».

Les pistes de travail a favoriser pour poursuivr@raéliorer I'utilisation des gastéropodes

d’eau douce en écotoxicologie seraient les suigante



1. Caractérisation_fine du controle endocrinien de la

Les schémas de contrdle de la reproduction actoetie proposés sont basés sur nos
connaissances chez d’autres espéces (vertébrébrepades principalement). Cependant, ils
patissent du peu de données disponibles. Il faudtéiser des approches moléculaires ou
protéomiques sans a priori de maniere a présentsechéma théorique.

Cela permettrait de répondre aux questions soutegé@ecernant I'importance des stéroides
sexuels de type vertébrés, le réle des ecdystérgideabsence de role), I'articulation avec les
neuropeptides...

L'objectif serait ensuite de pouvoir proposer desrgueurs d’intérét pour évaluer et

comprendre les effets reprotoxiques. Les différenseivant les modes de reproduction
pourraient également étre mises en évidence. Letérgpodes ont alors un intérét tout
particulier du fait des divers modes de reproductio

2. Approfondir les connaissances et |utilisation de la

Il faudra caractériser la réponse immune dhestagnalissur plusieurs plans. Une publication
récente fait état de la description génomique cetepde la réponse immunitaire chidytilus
edulis (Philipp et al., 2012)mais rien n’est disponible chez les gastéropodeaméisi le
principe de la réponse innée est identique chetedoles especes, vertébrées, comme
invertébrées, des variations existent entre lesaesp et il est nécessaire d’avoir la description
la plus complete possible, afin de mieux compreteeéponses d’'un organisme donné. Des
ressources génomigues commencent a étre accesshliBed ymnaea stagnaljsavec le
séquencage et l'annotation de son génome en  coulgtp://genotoul-
contigbrowser.toulouse.inra.fr:9095/Lymnaea_stagfiatiex.htm) réalisé par [I'INRA
(Bouétard et al., 2012). Ainsi, il serait possiéefaire un travail équivalent a ce qui a été fait
chez d’autres especes, et de décrire les compgsdaté&a réponse immunitaire de maniéere
compléte. Cela permettra d'une part, de comparerdigersité des éléments de
limmunocompétence chez des espéces proches, atral’part, de définir des marqueurs
adaptés et pertinents (chercher les récepteurse®wytokines ou molécules de défense
potentiellement plus « spécifiques » des toxiques aun stress particulier). Cette

caractérisation se fera par une approche génomejuetilisant des techniques innovantes



(RNA-Seq pour faire une étude qualitative et quatiie des différents transcrits d’'un
échantillon).

Suite a cette caractérisation il conviendra de ld@per des mesures d’expression de genes
pertinents de la réponse immune en RT-gPCR. IEns&€électionnés soit pour leur précocité
de réaction, leur sensibilité ou leur spécificltés premiers résultats obtenus sur cette espece
(Publis 7) suggerent en effet, que I'expressioMdR4, par exemple, pourrait étre spécifique
d’'un type de contaminant donné.

En paralléle de cette approche génomique, une elpprellulaire devrait étre développée. En
effet, des marqueurs en cytométrie en flux (comgtagbilité, ROS, thiols, phagocytose) ont
d’'ores et déja été développés chez cette espeeetirBS marqueurs seraient a développer
(présence de lysosomes, apoptose, marqueurs deagfttllaire, cellules natural killer...), et

leur pertinence a évaluer.

L'intérét du modeéle limnée réside dans la posséitie collecter I'hnémolymphe de maniére
non invasive (aucun traumatisme n’est infligé adamisme) a plusieurs reprises en cours
d’expérimentation (et donc de suivre I'évolutionud’ méme organisme). Les marqueurs
moléculaires et cytométriques pourraient donc i@agisés sur le méme individu a différentes

échéances de temps au cours des expérimentations.

Suite a la caractérisation de la réponse immune ¢helimnée, des expositions a des

contaminants «types » seront a réaliser. Plusieanslidats pourraient étre envisagés : le
cadmium qui est un immunomodulateur reconnu chegéstéropodes (Latire et al., 2012),

des médicaments (notamment des anti-cancéreux)PHepotentiels (reconnus également
pour leur impact sur la réponse immunitaire chezbiealves) (Canesi et al., 2007; Gauthier-
Clerc et al., 2006), Les types/profils de réponsermus seront comparés, afin de déterminer
si les différents éléments du systeme immunitaoet affectés de maniére différentielle

suivant les contaminants en cause.

En parallele, les réponses individuelles (croissameproduction) seront a évaluer, afin de
déterminer l'interrelation entre les différenteadtions physiologiques, et I'éventuel « colt »

de la réponse immune sur d’autres processus.

Les expositions de laboratoire présentent I'intéeéta limite, de n’introduire qu’'un nombre
limité de stresseurs (contaminant), en conditioostrélées. La réponse immunitaire est

cependant dépendante de nombreux facteurs, etusorsamble particulierement indiqué en



situation de stress multiples, c’est-a-dire lorexgositions sur le terrain. Une autre étape
consiste donc a valider les marqueurs lors d'etipos in situ a des typologies de
contamination variées (urbaine, agricole, hosgitalimétallique...).

Il conviendra, notamment, de tester un effluentS¥&P pour valider I'exposition a une
multicontamination associée a une contaminationtépi@nne. Enfin, il sera intéressant
d’évaluer l'influence de I'état de santé des orgamds sur leur réponse au stress, et donc

d’évaluer leur variation de sensibilité lorsqusient confrontés a une infection.

Dans tous les cas, il est clair que pour avoirdgraarche la plus intégrée possible concernant
I'utilisation des marqueurs immunologiques en éxtmogie, beaucoup reste a faire. D’un
point de vue pratique (et a court ou moyen teriae)x choix sont possibles :
0 soit la réponse est caractérisée dans son enseaisblmaniere a comprendre le
fonctionnement global ;
O soit les marqueurs déja disponibles sont validéstétirs confondants, sensibilité,
spécificité...) et appliqués.
Les objectifs et les moyens mis en ceuvre ne sostl@s mémes. La caractérisation
moléculaire nécessite des moyens techniques élhbOedte approche est plus mécanistique,
et pourrait permettre de développer des marquewvateurs.
L’approche de validation des marqueurs déja didgpesipermettrait de tester leur robustesse
et leur applicabilite. Pour autant, elle est limait&éoncernant la compréhension du

fonctionnement de la réponse immunitaire.

3. Développer..des. méthodes.  d'exposition. adaptées. . pour

toutes. les especes

Il faut préciser qu'’il n’existe pas, a I'heure aelfle, de méthode d’exposition terrain chez la
limnée. C’est un organisme aquatiqgue, mais avecmaale respiratoire pulmoné. Cela
nécessite donc un acces a l'air atmosphérique,oat de développement de systéemes

d’encagement adaptés.

Outre les expositions terrain, des progrés seragatement a réaliser au laboratoire pour
permettre I'exposition des différentes phases deldgpement et également les expositions

sur plusieurs générations.



4. Variabilité des réponses

Un des gros inconvénients des gastéropodes esiride variabilité des réponses. Un travail
conséguent sera donc nécessaire pour caractéaiervariabilité et définir des réponses
« types ».

Actuellement il est difficile de comparer les répes obtenues entre différentes expositions,
car nous ne sommes pas capables de les replaceuidaigamme connue. Cet exercice sera a

réaliser afin d’augmenter la pertinence des modglees réponses utilisées.

5. Mieux.comprendre. les. mécanismes. daccumulation. et de

Les études présentées dans ce manuscrit sont isesagn ce qui concerne I'accumulation
des composés organiques. Elles sont a poursuivwar pomprendre l'origine de la

bioaccumulation de 'oxazepam ou des alkylphénats. différences de sensibilité observées
entre les organismes lors des expérimentationsjgpes’expliquer par des différences dans

les expositions. Ces phénomeénes sont a approfendicomprendre plus en avant.

6. Développer. une démarche. calquée sur. |'AQOP. (Adverse

L'objectif final du développement de tous ces margs et de leur compréhension est
d’essayer de mettre en relation les différentespasantes de la réponse. C’est une démarche
basée sur I'Adverse Outcome Pathways (AOP). C'estaonstruction analytique qui décrit
une chaine d’événements de causalité séquenti@lldjfférents niveaux d’organisation

biologique, qui méne a un effet écotoxicologiqutie (Figure 32).

Macro-Motecular Cellular Crgan Crganism Population
Toxlcant
Interactions Responses Responses Responses Responses
: Receptor/Ligand | [Bene activation! "Altered F‘h?élﬂlgy ' Lethality Etrycthure |
Chemical Interaction
Propertles Protein Disrupted | | |mpaired | | Extinction
DBA Binding Production Homeostasis | | Development
Protein Oxidation | Altered Alterad tissue Impairad
Signaling development! | |Reproduction
—_— — '-'I.]I"Itﬂl:ll'l | ——

Figure 32: Schéma théorique des AOP (issu http://ww.oecd.org/env/ehs/testing/adverse-outcome-
pathways-molecular-screening-and-toxicogenomics.hfm
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1. Gust M, Gagné F.Berlioz-Barbier A, Buronfosse T., Tournier M., Garric J., Cren-Olivé
C. Caged mudsnaiPotamopyrgus antipodarur(Gray) as field biomonitoring tool of
water column contamination: exposure assessmentrepbtoxic effects. Submitted
Water Research

2. Fabure J, Gagné F.Hubert-Louis A.Gust M, Immuno-genotoxic effects of wastewater
effluent inLymnaea stagnalisSubmittedChemosphere

3. Gust M, Berlioz-Barbier A, Bertin D., Buronfosse T.Dupre M, Lecomte V. Tair-
Abbaci K., Garric J., Cren-Olivé C. Endocrine-digive compounds mixture
bioaccumulate and have persistent reprotoxic effeon gastropods shnails at
environmentally relevant concentrations. Submitt&hvironmental Science and
Technology

4. Gust M, Cren—Olive C., Bulete A., Buronfosse T., Garri¢-llioxetine accumulation and
metabolization as exposure biomarker to bettererstdnd biological effects in aquatic
gastropodsXenobiotics2013 3 (s1), 8-10

5. Lecomte V.Noury P., Tutundjian R., Buronfosse T., Garric@ust M.Organic solvents
impair life-traits and biomarkers in the New Zealaé€mudsnail Potamopyrgus
antipodarum (Gray) at concentrations below OECD recommendatioAquatic
Toxicology 2013 140-141, 196-203
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6. Gust M, Fortier M., Fournier M., Garric J., Gagné F. Inmotoxicity of municipal
effluent toLymnaea stagnalifAquatic Toxicology2013 126, 393-403

7. Gust M, Fortier M., Fournier M., Garric J., Gagné F. SHerm immunotoxicity of
pharmaceuticals thymnaea stagnalisScience of the Total EnvironmeB013 445-446,
210-218

8. Gust M, Gélinas M, Fortier M., Fournier M., Gagné Hn vitro immunotoxicity of
selected antibiotics on freshwater musielvironmental Pollution2012 169, 50-58

9. Gust M, Mouthon J., Quéau H., Buronfosse T., Garric JiuNs& variability and
interpretation of fecundity, vertebrate-like segrsids levels and energetic status in a
natural population of the New Zealand mudsrRdtamopyrgus antipodarur(Gray).
General and Comparative Endocrinolo@p11 172, 243-250

10.Gust M, Buronfosse T., André C., Mons R., Gagné F., @akris exposure temperature a
confounding factor for the assessment of reprodegbarameters of the New Zealand
mudsnaildPotamopyrgus antipodarufGray)?Aquatic Toxicology2011 101, 396-404

11.Gust M, Buronfosse T., Geffard O., Coquery M., Mons RbbAci K., Giamberini L.,
Garric J. Comprehensive effects of a complex fpgt/-metallic pollution gradient on the
physiology of the New Zealand mudsn&ibtamopyrgus antipodarur(Gray). Aquatic
Toxicology 2011 101, 100-108

12.Gust M, Buronfosse T., Geffard O., Mons R., Quéau H.utMon J., Garric Jin situ
biomonitoring of freshwater quality using the Newealand mudsnaiPotamopyrgus
antipodarum(Gray): example of WWTP effluent discharg®¥gater Researci201Q 44,
4517-4528.

13.Gust M, Vuillet E., Garnier F., Giroud S., Couturier Ssarric J., Buronfosse T.
Development, validation and comparison of LC-MS/M#hd RIA methods for
guantification of vertebrate-like sex-steroids imogpbranch molluscsJournal of
chromatography B201Q 878, 1487-1492.

14.Gust M, Garric J., Giamberini L., Mons R., Abbaci K., G&r F., Buronfosse T.
Sensitivity of New Zealand mudsndotamopyrgus antipodarurto specific aromatase
inhibitor. Chemosphere01Q 79, 1, 47-53.

15.0akes K.,Coors A., Escher B., Fenner K., Garric J., Gust Khacker T., Kuster A,
Kussatz C., Metcalfe C., Monteiro S., Moon T., Btrd., Pery A., Ramil M., Tarazona
J.V., Sanchez Arguello P., Ternes T., Trudeau \an \Der Kraak G., Servos M. An
Environmental Risk Assessment for the Serotoninup@ke Inhibitor Fluoxetine - A
Case Study Utilizing the European Risk AssessmemamBwork. Integrated
Environmental Assessment and ManagengéiQ 6, 524-539.

16.Gust M, Buronfosse T., Giamberini L., Ramil M., Mons Barric J. Effects of fluoxetine
on the reproduction of two prosobranch mollusBPetamopyrgus antipodarunand
Valvata piscinalisEnvironmental Pollution2009 157, 2, 423-429.

17.Pery AAA., Gust M, Vollat B., Mons R., Ramil M., Fink G., Ternes, TGarric J.
Fluoxetine effects assessment on the life cycle aguatic invertebrates. 2008.
Chemosphere008 73, 300-304.

En préparation

18.Gust M, Berlioz-Barbier A, Cren-Olivé C., Labanowski J., Garric J., Bouche1n situ
reprotoxic effects of urban and hospital effluenttbe mudsnaiP. antipodarumrole of
biofilm and water column. In prep.

19.Fabure J, Ferrari B., Geffard O., Garric J., Gust Mlomprehension of reprotoxic effects
of urban effluent in the New Zealand mudsnBibtamopyrgus antipodaruniGray):
toxicant bioaccumulation, ex situ and in situ expes and seasonal variations. In prep.
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20.Gust M, Fabure J, Francois A., Garric J. Usefulness of reprotoXfects in the New
Zealand mudsnaiPotamopyrgus antipodarur{Gray) for field point source pollution
assessment. In prep.

21.Sapin A.,Faburé J, BoisseauxP., ChapinM., Gust M, Effect of global warming on
embryonic development, growth, reproduction and umen function of Lymnaea
stagnalis In prep.
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