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• ER: récepteur des oestrogènes

• PXR: récepteur des pregnanes

• AR: récepteur des androgènes 

• GR: récepteur des glucocorticoïdes 

• AhR: récepteur de la dioxine 

• PR: récepteur des progestagènes

• MR: récepteur des minéralocortocoïdes
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Lexique
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Effluents urbains = source ponctuelle de contaminants
Diversité des classes chimiques (+ produits de transfo.)
Risque potentiel pour l’Homme et les écosystèmes aquatiques

 Besoin d’éliminer ces composés

Les procédés de traitements conventionnels et les 
méthodes pour évaluer leur efficacité sont insuffisants…

Contexte ECHIBIOTEB

Nouvelles méthodes
d’évaluation

(Effet ? Danger ? Identité ?)

Traitements complémentaires
(ozonation, charbon actif …)
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Contexte méthodologique

(+) Sensible, sélective et 
quantitative
(-) coût élevé

(-) Non-intégrateur (ciblées) 
(-) pas d’effet de mélange

Analyses chimiques
(ciblées) 

(+) Sensible, spécifique, 
intégrateur et quantitative 

(Bio-TEQ)
(-) Pharmacocinétique ?

(-) Identité des composés ?

Bioessais in vitro
(bio-analytique) 

(+) Intégrateur 
et pertinence (éco)tox

(-) non spécifique
(-) pas d’info sur effet long 

terme et mécanisme d’action
(-) identité ?

Bioessais in vivo 
(écotox) 

Approche bio-analytique = identifier la cause de l’activité/effet
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Démarche bio-analytique - EDA  

Identité des polluants actifs ?

Si polluants recherchés faiblement explicatifs

Échantillonnage
+ Traitement de 

l’échantillon

Diagnostic

de la qualité chimique 

basé sur le mécanisme 

d’action/effet 
1

Profilage toxicologique 

(quantification bio.

Bio-TEQ)

Fractionnement  

dirigé par les 

bioessais
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(HR-MS)

3 Identification de 

polluants (in)connus

Bioessais

Contribution des 

polluants actifs connus

Analyses 

chimiques 

ciblées
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Quantification chimique
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Effet du mélange environnemental

(cellule – tissu – individu - population)

Réduction de la complexité du mélange – Décomposition de l’effet

Isolement et Identification des composés actifs

L’ analyse dirigée par l’effet ou comment décrypter 

l’effet « cocktail » dans l’environnement

Décryptage des mécanismes sous-jacents 

Mélange reconstituécomposés seuls

Confirmation et/ou évaluation des effets 



Effet du mélange environnemental

(cellule – tissu – individu - population)

Réduction de la complexité du mélange – Décomposition de l’effet

Isolement et Identification des composés actifs

L’ analyse dirigée par l’effet ou comment décrypter 

l’effet « cocktail » dans l’environnement

Décryptage des mécanismes sous-jacents 

Mélange reconstituécomposés seuls

Confirmation et/ou évaluation des effets 

Faire le lien de causalité 
entre contaminants et 
réponses biologiques !
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Domaines d’application

 Pollution du milieu naturel

 Source et devenir de la contamination

 Identification de sites fortement contaminés

 Identification de nouveaux polluants 

 Traitement de l’eau 

Efficacité de l’épuration 

Performance de pilotes   

Qualité rejets

Identification de produits de transformation

 Nouvelles stratégies de surveillance pour l’acquisition de données sur 
l’occurrence, l’identité et les effets (éco)toxicologiques des PE (et d’autres…)
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Exemple d’application  
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Outils bio-

analytiques 

in vitro

Détection dans la fraction biodisponible de l’eau 

de surface (POCIS) de composés interagissant 

avec les récepteurs GR, MR, PR, PXR, et ER

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?



Colloque final du programme de recherche ECHIBIOTEB - 3 février 2015 - Villeurbanne 15

Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Outils bio-

analytiques 

in vitro

Détection dans la fraction biodisponible de l’eau 

de surface (POCIS) de composés interagissant 

avec les récepteurs GR, MR, PR, PXR, et ER

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?

- Beaucoup de voies de signalisation impliquées

- Xéno-œstrogènes, seuls, n’expliquent pas le phénotype
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Outils bio-

analytiques 

in vitro

Détection dans la fraction biodisponible de l’eau 

de surface (POCIS) de composés interagissant 

avec les récepteurs GR, MR, PR, PXR, et ER

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?

Fractionnement = Réduction de la complexité

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

ER

PXR

GR

PR

a.MR

MR

- Beaucoup de voies de signalisation impliquées

- Xéno-œstrogènes, seuls, n’expliquent pas le phénotype
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Outils bio-

analytiques 

in vitro

Détection dans la fraction biodisponible de l’eau 

de surface (POCIS) de composés interagissant 

avec les récepteurs GR, MR, PR, PXR, et ER

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?

Fractionnement = Réduction de la complexité

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

ER

PXR

GR

PR

a.MR

MR

- Beaucoup de voies de signalisation impliquées

- Xéno-œstrogènes, seuls, n’expliquent pas le phénotype

Réduction des interactions 

Décomposition de la réponse biologique 

Isolement des PE responsables de cette réponse
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Exemple d’application  

Dégradation de l’ assemblage piscicole
Hypertrophie gonades

Incapacité de ponte

Obervations

terrains

Intersexualité + induction de synthèse de vitellogénine

(marqueur de féminisation), Sanchez et al. 2011

Biomarqueurs

biochimique et 

histologique 

Outils bio-

analytiques 

in vitro

Détection dans la fraction biodisponible de l’eau 

de surface (POCIS) de composés interagissant 

avec les récepteurs GR, MR, PR, PXR, et ER

Identité du/des composés ? Mécanismes d’action ?

Hypothèse : VTG + intersex  xéno-œstrogènes ?

Fractionnement = Réduction de la complexité

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

ER

PXR

GR

PR

a.MR

MR

- Beaucoup de voies de signalisation impliquées

- Xéno-œstrogènes, seuls, n’expliquent pas le phénotype

Identification des PE : cortico-stéroïdes, progestatifs 

Réduction des interactions 

Décomposition de la réponse biologique 

Isolement des PE responsables de cette réponse

 Confirmation de l’effet biologique …



Quantifier une concentration en 

micropolluants pré-ciblés a priori 
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Mise en œuvre dans ECHIBIOTEB

Mesurer une activité biologique cellulaire 

ou microbienne (perturbateur endocrinien, 

dioxin-like, cytotoxicité, …)

Identifier a posteriori de nouveaux 

micropolluants et produits de 

dégradation



Quantifier une concentration en 

micropolluants pré-ciblés a priori 
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Mise en œuvre dans ECHIBIOTEB

Mesurer une activité biologique cellulaire 

ou microbienne (perturbateur endocrinien, 

dioxin-like, cytotoxicité, …)

Identifier a posteriori de nouveaux 

micropolluants et produits de 

dégradation

L’EDA = Faire le lien entre micropolluants

et l’activité biologique détectée



Quantifier une concentration en 

micropolluants pré-ciblés a priori 
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Mise en œuvre dans ECHIBIOTEB

Mesurer une activité biologique cellulaire 

ou microbienne (perturbateur endocrinien, 

dioxin-like, cytotoxicité, …)

Identifier a posteriori de nouveaux 

micropolluants et produits de 

dégradation

L’EDA = Faire le lien entre micropolluants

et l’activité biologique détectée
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Démarche bio-analytique - EDA  

Identité des polluants actifs ?

Échantillonnage
+ Traitement de 

l’échantillon

Diagnostic

de la qualité chimique 

basé sur le mécanisme 

d’action/effet 
1

Profilage toxicologique 

(quantification bio.

Bio-TEQ)

Bioessais

Contribution des 

polluants actifs connus

Analyses 

chimiques 

ciblées
2

Quantification chimique

(Chem-TEQ)  
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Profilage toxicologique 
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Démarche bio-analytique - EDA 

Identité des polluants actifs ?

Si polluants recherchés faiblement explicatifs

Échantillonnage
+ Traitement de 

l’échantillon

Diagnostic

de la qualité chimique 

basé sur le mécanisme 

d’action/effet 
1

Profilage toxicologique 

(quantification bio.

Bio-TEQ)
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Fractionnements 

40 fractions

Polarité

Tests in vitro

20 fractions

Polarité

HPLC-NH2 (normale) HPLC-C18 (inverse)

BOUE - COMPOST

CAG

POCIS - CAG
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Fractionnements 

40 fractions

Polarité

Tests in vitro

20 fractions

Polarité

HPLC-NH2 (normale) HPLC-C18 (inverse)

BOUE - COMPOST
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Fractionnements 
boue-NH2 

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20

ER

AR

AhR 4h

AhR 24h

Calibration HPLC
ER : F15-F16  E1 et E2

AhR : F1-8  HAP, TCDD, PCB

Analyse HR-MS (GC-QTOF)  Candidats

F15 Acides gras, composés de forme stéroïdienne
(sitostérole…)

F16 Acides gras, Composés de forme stéroïdienne
(sitostérole, cholestanone… )

F9 Acide gras, Triterpènes (Lupénone…)

F8 Phtalates (bis(2-éthylhexyle)phtalate …), muscs
(galaxolide…)

Pool Fraction  antiAR
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Fractionnements 
boue-C18 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

ER

AR

Anti-AR

AhR 4h

AhR 24h

Analyse HR-MS (LC-QTOF) -> candidats

Calibration HPLC
ER : F18-19  E1, E2, EE2
AhR : F30-35  HAP, PCB

F27 Acides gras, HAP chloré

F31 Acides gras, 
triterpénoïdes, HAP chloré 
En accord avec F9-NH2

Pool Fraction  antiAR
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Fractionnements 

29

40 fractions

Polarité

Tests in vitro

HPLC-C18 (inverse)

CAG

POCIS - CAG
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Fractionnement 
POCIS-C18, vue globale
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Fractionnement 

POCIS-C18, Activité oestrogénique
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Analyse HR-MS (LC-QTOF; ESI +/-)  Candidats suspectés

F16 composés pharmaceutiques (bisoprolol, labétalol, 
doxylamine, dioxoprothazine, étaqualone, fenlafaxine…)

F18 Diterpénoïdes, composés pharmaceutiques (telmisartan …) 

Calibration HPLC
ER : F18-19  E1, E2, EE2

Traitement : Légère persistance après CAG
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Fractionnement 

POCIS-C18, activité gluco-corticoïde
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Analyse HR-MS (LC-QTOF; ESI +/-)  Candidats suspectés

F24 composés pharmaceutiques (EDDP [métabolite méthadone], erithromycine, 
loxapine, trimebutine, norverapamil [métabolite du vérapamil]…),
phtalate (MEHP [métabolite actif du DEHP])

F25 composés pharmaceutiques (EDDP [métabolite méthadone], 
clarithromycine, cyamémazine, propafénone, vérapamil, …), pesticide 
(imazalil), stéroïdes (acide canrénoïque, oxymestérone)

Calibration HPLC ???

Traitement : Légère persistance après CAG
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Conclusions & Perspectives dans 

ECHIBIOTEB :

 Décryptage des effets de mélange

 Isolement des composés actifs 

 Informer sur la nature des composés actifs (polarité)

 Fractions amont vs fractions aval 
- Abattement qualitatif
(Apparition de produits de transformation, a priori pas le cas ici)

 Identification de composés actifs (en cours)
- Composés persistants vs produits de transformation ?
- Candidats à confirmer …

 Base pour la mise en œuvre de nouvelles méthodes de
traitement spécifique en vue de réduire le danger associé aux
rejets…
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En résumé : 
Intérêts de la démarche bio-analytique - EDA

Enjeux
Profilage 

toxicologique
EDA Besoins/Développement

ETAPES

Qualité chimique intégrée 
(niveau de contamination)


Autres mécanismes/effets 

(PR, PXR, PPAR…)

Mécanisme(s )/ Effet(s)  Bio-essais in vivo

Sources et devenir  Biote 

Identification de sites fortement 
contaminés -> danger ?...


- Seuils (BioTEQ-NQE)

- Extrapolation vitro  vivo

Identification de (nouveaux) 
polluants actifs (prod. Transf.)


Stratégie d’identification 

(banque de spectres…)

Identification de la « cause »
(lien avec état écologique ?)

( )
Confirmation

ind.  pop.  comm. 
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Approche modulable selon le contexte, les objectifs et les moyens



Merci de votre attention


