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Me s activit®s de recherche sbinscrivent dans | e C
| denvironnpeimdes®l @ment s traces mo®talliqgues (ETM) et d
mes activités de recherche principalement ausei n de | 861 RSN (Il nstitut de Rad
Nucléaire), au sein duquel je suis chercheur depuis fin 2002. Chef du Laboratoire de Radioécologie et

ddEcotoxicologie de 2007 © 2011, puis du Laborsaesoi r e
radionucl ® des depuis d®but 2012, jodai exerc® mes ac

Eco que je pilote depuis 2008.

Ma d®marche a ®t® doball i ercouplées a @ cancegion de mqiées iavee lat al e
représentation des processus observés par des modeéles, dans un double butd e pr ®di re | dexpo
extrapolation & des situations réelles) e t dodutilisation op®rationnelle po

écologique. Me s recherches sdarticul engs prirmipale® dont ladsgnthdse est s t |

présentée dans ce mémoire :

- la caractérisation du danger des ETM et des radionucléides pour les organismes aquatiques
(Chapitre 1)

Ma recher cthoeut s ddedmaphyéer sir la conduite de bi oessai s dé®cotoxicit
organismesaquatiques (ex. algues, daphnies) et le développement de marqueurs de réponse sensibles (ex.

stress oxydatif, génotoxicité) et représentatifs de la physiologie et de la dynamique de population des
especes.les di ff®rents projets dans | esquels | eiffereatessui s
situations d 6 e x p o @rnarnium,osélénium, cuivre, irradiation externe gamma, contamination interne par

des ®metteurs alpha et b &%Am, e °H).eespésutats obtenmsesortes effeteede | 6

| 6i rradiation gamma et | a synt h netanmeneétécutlisés pour preposer de |

une méthodologie et des critéres de protection radiologique génériques pour les écosystemes (ERICA).

- La détermination de la biodisponibilité des ETM et des radionucléides pour les organismes

aquatiques (Chapitre 2)

Mon objectif a été de préciser le lien entre la biodisponibilité pour les organismes aquatiques et la

spéciation chimique des contaminants en solution (cuivre, uranium). Les résultats obtenus ont permis de
valider, mai s surtout de d®ter mi ner | pesnettant immeserssded 6 a p
la labilité des métaux (DPASV, DGT) et de modeles(modé e de | 6i on | ibre, du Iigart
pour la prise en comte de la biodisponibilité dans un cadre réglementaire, comme pour la surveillance de

| 6 ®t at chi mique des masses d,fleaa ud @tDeirrneicntaitvieo nc addéruen es u

Environnementale pour | 8ur dadénnarche d@ ® v & lo m arisqué éagayigue.i on d



- La prise en compte des expositions conjointes a de multiples contaminants (stables et

radioactifs) dans les écosystemes aquatiques (Chapitre  3)

Nos travaux ont mis en évidence que les évaluations du risque écologique liés au x rejet s urbains ou
industriels abouti ssent souvent ~ | 6identification de plusi eur s
potentiel, alors que | es connaissances et méthodes utilisées ne permettent pas de représenter de maniére
pertinente ces m®l anges. Ainsi, mon objectif a ®t ® doi de
et radioactifs (ex. U+Se, Cu+3H) par la confrontation des résulta ts expérimentaux avec les modéles

cour amment admis doaddition des concentrations et doi nda@

A | 6i ssue de ce vkdralacroonfmomt erojdets m®t hodes doé®vaal uati ol
priori (détermination du danger en laborato ire) a des informations in situ de caractérisation d 3 une dep ar t

la pression de contamination par des contaminants radioactifs et stables et d d a ut r de lgpsantétdes

®cosyst mes. Léobjectif de cel)ervendsdifféret 13 Velraubsaientifiquest s er a ¢
et méthodologiques q u i Il imitent encore | a d®termination du danger
exp®ri mental es (ma“ " trise des conditions ddexposition e
concentrations etlesdosesi nt er nes, ®l argi ssement des mod |l es de bioc
des contaminants multiples) ; (2) la validation des outils de mesure de la biodisponibilité dans des

échantillons complexes (ex. présence de matiére organique naturelle é ) p enupermettre a terme un

utilisation pour la surveillance et la quantification des expositions aux ETM et aux radionucléides



Synthese des travaux
scientifigues effectues

La synthése ci-apres se réfere aux travaux de recherchemen®s en <col |l aboration dans diff
des étudiants (les projets, collaborations et étudiants sont référencés en gras dans le texte). Les références aux
travaux publiés sont indiqué es entre crochets.






Synthése des travaux scientifique effectués

Introduction générale

L'évaluation du risque écologique est née du besoin pour nos sociétés industrielles de déterminer les

conséquences des activités humainess ur | © e n v i(Suten ©1963n eCrote tné démarche (Figure 1)
qui vise a déterminer la probabilité que des effets écologiques défavorables survien nent par suite de
I'exposition, prévisible ou réelle , a un ou plusieurs facteurs de stress (USEPA, 1999 et permettre ainsi les
prises de décisions adaptées en matiére de gestion environnementale. Cette démarche nécessite donc
d érganiser les connaissances scientifiques qui permettent de comprendre et de prévoir les relation s entre
ddune Ipg@positign a un ou plusieurs facteurs de stress (substances chimiques, rayonnements

ionisants, stress physiquesé ) et doautdffets épolgidues.l Elesnécessite aussi de spécifier le

niveau de certitude ( et d di n caentfigud des données, modeles et hypothéses sousjacentes.

Ecological Risk Assessment
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Figurel:Sc®ma de | a d®marche do®valUsSEPAil®®8) du ri sque ®c

La recherche en écotoxicologie, qui a pour but de comprendre les processus de transfert des substances
chimiques dans les biotopes et les biocénoses, ainsi que leur transformation et leurs effets sur les
organismes vivants et sur les processus écologiques fondamentaux congtitue la base scientifique de
| 6®val uati on du .rCorxenad les®substarcesi radinactives dont il est question en

radioécologie, certaines sp®cificit®s degnatara dhenigtie desdsalstanges e r I
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Synthése des travaux scientifique effect ués

radioactives, mais surtout qu ant i f i c &xpaosition aud eayohn@ments ionisants par un calcul de

dose'), mais lesenjeux sci enti fi ques de | a radi o @aotdatgenepnt partaggds. de | 6 ®c o

Léadaptation et l a mise en place dounmsues ®rhaurtenthem c¢c o h ®r e
particulier a la faiblesse des connaissances caractérisant les expositions et les effets écologiques des

substances chimiques et radioactives dans le domaine des expositions chroniques a faible niveau. Par

exemple, | es données permett a n t | 6®l abor ati on de-répoesk bidlogique»spoudles t ype ¢
substances radioactives s o n t parcellaires (principal egamemat Garnesues doe
Laplace et al. , 2004 [AP04a]) et les perspectives établies depuis plusieurs ann ées dans le domaine de la

radi oprotecti on dantétatide cevlacunesn( Adam@uilleérmin et al. , 2006 [AP06a]).

Une approche pragmatique pour pallier aux fortes incertitudes dans la caractérisation du risque

écologique consiste a adopter une approche graduée et conservative dans la détermination des exposition s

et des effets. Par exempl e, |l es m®t hodes auj our dpdohuuri |edn® vvail guuaet u ro |
risque écologique des substances chimiques sont essentiellement issues des 6 T enic&l Guidance

D o ¢ u me (Buropgan Commission, 2003). Elles s o n t bas®es s urpodr 6h@que dubdstarses e me n t
ddun rapport entre une Concentr aRECpourPr ®Ri sdibdteed aBrvilre
Concentrationd) et révisiele S@rs nEffed ifditer BNECpourP 6 Predict ed Non
Concentrationd) . Cette der nienpramniere appoahe & padit de bioessast estin

ddo®cotoxicit® r ®a tHanssle’bst deedéteriniaebl® rdanteo écatogique de chaque substance

isolément et dans des conditions standard.

Dans ce contexte, les réponses biologiques déterminées travers des bioessais doivent étre suffisamment

repr®sentatives des cons®quences sur Idax la pehtuybatioro des gi e d 6 u

processus écologiquesque | don ¢ her c hleesten oute prim@rdia detdéerminer dans quelle
mesurel es r ®ponses biologigues observ®es au | aboratoire, d
peuvent étre extrapolées a des conditonsddexposition r®elles dandanslde mil i e

nombreux cas les écosystemes sont exposés a plusieurs facteurs de stress alors que les connaissances et
méthodes utilisées ne permettent pas de représenter a priori les effets conjoints dans un contexte de

multi -contamination .

Ainsi, notre objectif a ét¢ de comprendre la complexité des relations entre les expositions aux €éléments

traces métalliqgues (ETM) et aux radionucléides et les réponses biologiques des organismes en se

focalisant sur d es organismes aquatigues modeéles couramment utilisés en écotoxicologie. Trois axes ont

été abordés :

Yle concept de dose (oudébitde dose) radiologiqgue est utilis® pour d®t
rayonnements ionisants. Son unité est le Gray (Gy), le débit de dose étant défini par rapport au temps (ex.

HGy/h)
18 Rodolphe GILBINS Habilitation a Diriger des Recherches
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Synthése des travaux scientifique effectués

1- La détermination du danger écotoxique  (Chapitre 1): Notre r echer che sb8est apr
conduite de bioessai s dd®cot oxi cit® s uraqudtgued (&r agues,sdapbnieggani s
poissong, tout en développant , par des collaborations, des marqueurs de réponse sensibles (ex.
stress oxydatif, génotoxicité) et représentatifs de la physiologie et de la dynamiq ue de population
des espéces Notre démarche a été de chercher a détermin er la représentativité des informations

issues de bioessais classiquegpar deux voies :

a. | a compr ®hension d e ®tressn oxydatdf, géhdicxicité | métabolisme
énergétique) al 6girme de r®ponses des organi smes, dan
partagées ou au contraire spécifiques di ff®rentes situations d

traces métalliques stables, uranium, radionucléides émetteurs alpha , béta et gamma) ;

b. | 0 e xdlation gies réponses individuelles par | dutili sation de mod | ¢

sur la dynamique énergétique (approche DEB tox) et de dynamique de population .

2- La détermination de la biodisponibilité  (Chapitre 8 ). Notre démarche a été de déterminer
| idfluence de la spéciation chimique des ETM et des radionucléides sur leur biodisponibilité . Les

deux voies que nous avons explorées ont été :

a. la compréhension du lien entre la biodisponibilité et les réponses biologiques dans des
conditions d 6ue Xegquedlest la ospéciatipn chimique est parfaitement
caractérisée : cette condition est nécessaire pour permettre la validation des modéles de
biodi sponi bextira@oledatilod des connai ssances ac
ddexposition

b. le développement et la validation de méthodes permettant une mesure in situ des
concentrations biodisponibles dans les milieux (fractionnement par taille, DGT,

polarographie).

3- La mise en évidence des effets conjoints  pour des expositions a de multiples substances
(Chapitre 3), dans le but de déterminer les éventuelles synergies qui pourraient remettre en
cause le caractere conservatif des approches basées surl 6 ®v al uat i ocumubtB.uNotrei s q u ¢
démarche a ®t ® d 0 iled iaterdctiofsiemtre contaminants stables et radioactifs (ex. U+Se,
Cu+H) par la confrontation des résultats expérimentaux avec les modeles couramment admis

ddaddition des concentrations et ddind®pendance d

Pour chacun de ces trois axes les acquis de nos recherches ont été utilisés pour améliorer la
détermination de criteres de protection pour les écosystemes, en particulier en y intégrant les
connaissances acquises sur la biodisponibilité et le contexte de multi -contamination, et en se confron tant

des cas do®tude r ®el s. -dessauxpuésente dosc, apresauekjues éémenistler e s
contexte, les avancées de recherche menées, puis de quelle maniére | es connaissances acquiseont été
utilisées dans le cadre de | 8 ®v a |l u a isque écolodigue des éléments traces métalliques et des

radionucléides.

Rodolphe GILBINGHabilitation a Diriger des Recherches 19
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Synthése des travaux scientifique effectués

1 Danger écotoxique des éléments traces métalligues et des radionucléides pour les

organismes aquatiques : recherche de réponses biologiques sensibles et

prédicti ves des conséquences écologigues

16 publications internationales  (ACLO5b, ACL06a,ACL0O6a, ACLO6b, ACLO7a, ACL0O8a, ACL08bh, ACL08d,
ACL08e, ACL08f, ACL09a, ACL10a,ACL11a, ACL11c, ACL12aACL12b)

Principales communications complémentaires : 2 articles a comité de lecture nationale (ACLNO8a,
ACLNQ9a),1 chapitre doodrappoatg(AP04aDAd068,aAP09a, AP10b)

Encadrement de 3 stagiaires (S. Bourrachot, 2005 ; V. Wiktor, 2004 ; C. Della-Vedova, 2004), co-
encadrement de 2 theéses (F Zeman, 2008 ; C. Réty, 2010) et participat i on ~ | 6encadr ement
Massarin, 2010; S. Al Kaddissi, 2012)

Collaborations : IRSN Frédéric Alonzo, Christelle Adam -Guillermin, Karine Beaugelin -Seiller, Jacqueline
Garnier-Laplace, Laure Geoffroy, Catherine Lecomte -Pradines, Teresa Mathews, Sandrine Pereira, Olivier
Simon), Ineris (A Péry, R Beaudouin), EDF R&D (Ph Ciffroy, M Grote), NIRS (Shoichi Fuma), EPOC (P
Gonzalez, A Legay)

Programmes de recherche : ENVIRHOMEco, ERICA, GGHnvironnement, HEMI-Breaks

1.1 Contexte et démarche scientifique

Dans | Gidée®ndnationdu danger ®cotoxique des substances sdef
proches que possibles des écosystemes naturels (écosysteme reconstitué en mésocosme ou étudesn situ ).
Cependant, compte tenu desmicoeéitan qudemgeddr ért sl test
®valuer | es dangers de | densemble des substances exi
réalisées a ce sujet dans les années 1970, une démarche plus pragmatique a conduit au développement
ddun e ns e mledsas etddeleurbstandardisation par les instances internationales ou nationales
(Forbes et Calow, 2002a). N®anmoi nsagssadrienr dwbne repr®sentativit® suf
écosysteme, la démarche consiste a sélectionner des organismes modeles des différents niveaux
trophiques des ®cosyst mes (ex. producteurs primaires

Plusieurs ouvrages de référence détaillent ces approches (e.g. Ramade, 2007 ; Forbes et Forbes, 2002).

La démarche empirique la plus répandue pour | a d®t er mi nati on du danger ®c
un organismer ®si de dans |, @a&as deb tondtisne deelabbratoire contrblées , de relations
dosesréponse qui relient de maniére quantitative une proba bi | it ® et une intensit

exposition donnée. Pour cela, des outils ont été proposés depuis plusieurs décennies (cette méthodologie
pour | 6®t abl i ss e me-méponsdse ainsi guedes butils Hatistiqoes associés, est détaillée
dans Gilbin et al. , 2008 [OS09h] et Garnier-Laplace et al. , 2004 6 [AP04a]). Dans la pratique, différentes

concentrations de pol l uant sont test ®es, et | 6ef f e
m®t abol i quesé) exprim® par reédpwe2)t ~ | a r®ponse du co
Rodolphe GILBINGHabilitation a Diriger des Recherches 21
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Synthése des travaux scientifique effect ués

Chlamydomonas reinhardtii Daphnia magne Effet

(biotechnologie.d e) (F Alonzo/IRSN;

100% 4

50%f —————————————

Témoin (0%) +

—>
Corbicula fluminea (Daniorerio - CE Concentration
(doris.flessm.fr ) (IM Bonzom/IRSN 50
Figure 2 : Exemple des mod | es biologiques wutil irép@se pour | 6 ®t a
(gauche) et représentation schématique de la relation dose -r ®ponse type obtenue |l ors doul
(CE50 = concentration effective & 50% ; NOEC =« No Observed Effect Concentration ; LOEC =
« Lowest Observed Effect Concentration »).
Cdest ai nsi gue notre travail sbest pr i n cChlangdoraomss n t ax®

reinhardtii ) comme modéle de consommateur primaire, des invertébrés consommateurs de premier ordre

comme le microcrustacé Daphnia magna ou le bivalve filtreur Corbicula fluminea, et sur des
consommateurs de second Poocathbaeus ldakimehle polssb®Rani@rerio.s s e

En cohérence avec la stratégie du programme ENVIRHOMECO, et dans le cadre des différents projets liés

(ERICA GGP environnement , HEMIBreaks), les réponses des organismesaux ETM et radionucléides ont

en premier |ieu ®t® ®tudi ®es ~ | & ®c h guesd fendachentalxdtiaitsd i vi du
dohistoire de vie, comme |l a survie, | e &llranliemavecdapr oduct e
compréhensiondes modes doactsiebmétabobgue® csausjacents 81.3). Dans un second

temps, le but a été d imitégrer les connaissances acquises’ | d ®c h el | e palemieuxdprédire lev i d u
conséquences” une ®chel | e périeure) teldige lapgopulation g81.4). Les principales études

menées sont synthétisées ci-dessous. Enfin, les connaissances acquises ont été intégrées, parmi les autres
connaissances issues de la littérature, dans une démarche visant a déterminer des critéres de protection

pour les écosystemes vis-a-vis des radionucléides (§1.5).

1.2 Complexité des réponses des traits do hispgétificitérdes régpamsesvface a divers

stresseurs

Les effets chroniquesde | 6i rradi at i on i éwtiéspaourla peemiprd #is sunlé moddle®e
microcrustacé Daphnia magna( ef f et s subl ®t aux dur adahs le2 Bavauode past- d 6 e X p 0 S
doctorat de Frédéric Alonzo co-financé par le projet ERICA (Alonzo et al. , 2006 [ACL064)]). Les daphnies
e X pos ®&Am (0,4 & 40 Bg/ml dans le milieu, correspondant a un débit de dose interne de 20 a 990
MGy/h suite & sa bioaccumulation) ont montré une baisse de croissance somatique dés 110 uGy/h, sans
effet significatif observé sur la fécondité, mais néanmoins acc 0o mp a g n ® eaccrdissament de la

demande respiratoire des individus, sugg®rant un. co¥%t m¢

En comparaison, la réponse dans des conditions identiques de D. magnaal 6i rr adi ati on gamma |
débits de dose similaires et plus élevés (410 ~ 31000 i Gyydcin)effen Sigmificatio sut la ®

croissance somatique, la respiration ou encore | 8 i n g eesrourrdure (Gilbin et al. , 2008 [ACLO08¢]).
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Cependant,au pl us f ort d®bsitidn, led pontd Domteté libérées précocement et une baisse
de la fécondité totale a pu étre observée, les juvéniles montrant une moindre résistance. Ces résultats
sugg rent un effet direct de Ifédonditd etld irésistancerarvare pledt ne g

qudun m®cani sme de r®duction des r®serves ®nerg®tique

Pour un troisi me scenari o dratergl plessravaux den thésecde IFlarenced e | &
Zeman (Zeman et al., 2008 [ACLO08f]) ont montré d es effets chroniques sur la fécondité des daphnies
exposées (CEq = 14 +/- 7 ug/L U). De méme que pour les irradiations externes gamma et | 26Am, cette
réponse sensible de la fécondité ne signifie pas que les modes d 6 a c tsantopartagés : les réponses a
| 6 ur asomt ameffet observées a un débit de dose radiologique trés faible (EDRg-21j sur la fécondité
estimée a un débit de dose interne de 2 a 5 uGy/h pour | 6ur an iménme poua tnuiso®pe
douranium artificiele PRUBICE,Rjrerre t7@t71 wgll e moun om EDR, estimé
a 480-950 uGy/h - travaux complémentaires dans le cadre du Master de Stéphanie Bourrachot et de
| 6 a c c usghoidhi Fdnea, chercheur du NIRS[AFFO6a ; AFF06b]). De pl us | & ur a ndntuam, C (

I126Am,n G est | das d§ i s énpadrtants sur le taux respiratoire , mais provoque surtout une baisse

de | 6i ngestion de nourriture gui d®croit fortement
reproducti on (Calcul du Scope for Growth [ACL08e]) . Ce mode doaction a @s® Ve
travaux de thése de Sandrine Massarin (Massarinet al., 2010 [ACL10a)) dans | esquel s | 6ut

nourriture marquée au **C a permis de quanti fi er |carbodeipariendaghhiesn d & ¢
en lien probable avec les dommages importants des cellules intestinales de la paroi du tube digestif en
pr®sence doéurani um obser v ®appattion denimecnovilgsites ,pgonflemgnt deg u e

cellules épithéliales é (Figure 3).

A3
MVA
L ’ .
. .
.‘ v
2L 0A
- y
e "0 <
1i);1m N 10 pm

L : lumiere ; MV : microvillosités ; A : algues

Figure 3: Observations au microscope optique de tube digestif de Daphnia magna contréle (A.1) et
exposéespendant 21 jours a 50 pg/L U (A2) et 100 pg/L U (A3) (observations issues du travail de these
de Florence Zeman (2008) d Massarinet al. , 2011 [ACL11c]).
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A Ces études ont permis de montrer que les r ®ponses des trait gelddaphnist oi re d
dépendentdu type ddexposition consid®r ® (irradiat iiamchimigMet er ne o U
ou radiologique) , etqucelles sontissues de modes do&6acti on pot @ffetsdirectsl e ment d
des rayonnements gamma sur la fécondité, augmentation du colt métabolique pour une irradiation

inter PAmM, 1ddi mi nuti on odne ploduars slidmerplasntsiilesmgponses biologiques

peuvent en premiere approche paraitre peu significatives ( e x . 2%dAen), Ln@ perturbation subtile

comme la production déiufs pl us petits, potentiell ement
environneme ntales (par exemple & un jeline temporaire) pourrai t avoir des conséquences non

négligeables aprés 2 ou 3 générations.

A la suite de ce travail, nous avons donc été amenés a explorer 2 voies distinctes : mieux comprendre les
mécanismes d & a ¢ tmis @mjeu dans la réponse biologique des organismes (travaux décrits ci -dessous,
§1.3) et déterminer les conséquences des altérations du métabolisme énergétique sur les générations

suivantes et la dynamique de population (voir §1.4).

1.3 Génotoxicité et stress oxydatif : des marqueur s de réponse sensible et potentiellement informatif

des effets écot oxi ques ° une ®chelle déorgani sation sup®rieu

Le mécanismeddacti on des rayonnements icoansissuarnegss dpoaurb Ilea bprriond ud
fait | 6objet de plusieurs d®cennies de recherc-brim en rad
et de r®paration de | 6ADN apparaissent donc anmeoxme des

comprendre les réponses biologiques aux radionucléides. Par ailleurs, les effets contrélés par la

perturbation de | a balance oxydative et | 6apparition di
aussiunmécanismeddacti on bien document ®. A i mgénique el eazymatigaes qu e ur s
Il i® ~ la r®gulation des esp ces r®actives de | 6oxyg ne
démarrage du projet ENVIRHOMEco™ | 61 RS N.

Les effets génotoxiques et le stress oxydatif sont des modes dockides padagésdvecsder adi on
nombreux contaminants <chimiques organiques et m®t al | i gt
pui squdi l a ®t ® montr® que son m®cani sme dobéaction est p
(dont la perturbationdelaba | ance oxydative ° | 6origine potentielle d
ses propri ® ®s radiologiques, N | 6i mage de nombreux m®t

des travaux menés dans le cadre du projet ANRHEMIBreaks, q u i a p etermpluseursdriam@uearp

moléculaires sensibles des cassuresdoublebr i n i ndui tes par |l es m®taux traces
poisson Danio rerio puis de les appliquer invitro etinvivo™ | 6®t ude des effets du rayc
gamma. Ces travaux ont été menés en collaboration avec les chercheurs du projet ENVIRHOMEco™ | 61 RSN

(Christelle Adam-Guillermin , Catherine Lecomte -Pradines, Olivier Simon) sur le modéle poisson, sur des
mod | es d6éinvert®br® (bivalve, ®crevisse) et sur des al g

Les travaux menés dans le cadre du post-doctorat de Sandrine Pereira co-financé par le projet ANR

HEMIBreaks (Pereira et al. , 2011 [ACL11d]) ont per mi s de quantifier | es cass!
de d®terminer | 8ef f-homaaguetNBEJ dgamnd-t2AX; DNAPK, mioronoyaux) a réparer
|l es cassures simple brin (essai comet en condition al cal

du poisson Danio rerio in vitro (lignée de cellules embryonnaires ZF4) et in vivo (embryons). Une
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comparaison des réponses obtenues apres irradiation aigue ponctuelle (0,3 a 2 Gy a un débit de dose de 1

Gy/min) et continue (40 a 31250 uGy/h pendant 24h, soit 0 ,01 a 0,75 Gy) a montré que les dommages

r®si duels de | 6ADN sont pl us intimpep sansa potir sautahtoaltéser lele | 0
d®vel oppement embryonnaire. Ce r®sultat pourrait °tr
| 6ADN ( ex. recombinai son homol ogue) ou au renouvelle

embryonnaire. Cette étude confirme donc la pertinence de marqueurs de dommage et de réparation de

| ADN comme des outils sensibles et pr®coces pour de
mai s aussi de |l a n®cessit® doex plvaes derrépdration padt demautlg e s e
complémentaires. La continuité de ce travail a récemment permis de mettre en évidence la génotoxicité

de | 0 uinaimoi sumtellules ZF4 (Pereiraetal., 2012), sugg®rant wune di minu
voie de réparation NHEJ en présence de cadmium, comme déja suggéré pour le cadmium (Viau et al. ,
2008), et | dactivation potentielle de voies de r®par a

Concernant la validation de marqueurs de stress oxydatif, les travaux de these de Simona Al Kaddissi

encadrée par Olivier Simon © | 81 RSN (col |l aborati on &RCEdPatricd Ganzaleze r st i
Alexia Legay) ont per mi s, dans un premier temps, doi dent i f
mg/ L, 4 © 10]éProsambarus dagic (AlKaddissiet al. , 2011 [ACL114]) : | 6®t ude a mo
tol ® ance " | duranium de cette esp ce (faible mortaldi

les organes clés (branchie, hépatopancréas) probablement li¢ a la miseen pl ace ddun m®ca
d®t oxi cation (formes pr®cipit®es dans | 6®pith®lium d
genes impliqués dans la réponse au stress oxydatif (sod(Mn)) et mitochondriaux (cox1) corrélée aux
niveaux de bioaccumulation, accompagn®e de dommages histologiques ¢
suite (Al Kaddissiet al. , 2012 [ACL12a]), | 6 ®t ude des effets |l ors dbéune exp
(30 et 60 jours, 30 ijg/ L U) a conf i r ps@nitdcloondnmexr(12s,r b at
atp6, cox1), des g nes impliqu®s dans | a r®ponse au
enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPX, GSTFigure 4). Ces résultats ont permis de proposer un possible
m®cani sme de cytotoxicit® de | durani um, associ ® © une
r®ducteurs sur l Gurani um et I a producti on ddesp ce
Pourahmadet al. (2006) dans une étude in vitro sur des hépatocytes de rats.
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Figure 4 : Activités enzymatiques (SOD, CAT, GPX, GST) dansé¢ s br anchi es ( G) et | 6h®p
(Hp) de Procambarus cl arkii apr s 30 et 60 j oMrs ° 0o

Kaddissiet al. , 2012, [ACL124])
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Une démarche similaire sur un modele végétal (algue unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii - Pradines

et al. , 2005, [ACLO5b], résultats issus du Master de Virginie Wiktor en 2004) nous a conduit a rechercher

|l es r®ponses pr®coces de | duranium par | a mesure de mar
GSH/GSSG) et de détoxication (production de phytochélatines). Comme pour les métallothionéines sur les

mod | es ani maux, | uranium néa pas montr® de capacit®
essais menés avec du cadmium Les marqueurs enzymati guespasdnentrésung es s 0 X )
sensibilité suffisante pourdétect er une r ®ponse ° | duranium et, au final,
®t ® mesur ®es sur | dactivit® photosynth®tique (fluoresce
de la population algale . En effet, la sensibilité de la mesure de fluorescence chlorophyllienne, en lien

avec | 6identification d6éune alt®ration de | dultrastruct
cadre des travaux de post-doctorat de Laure Geoffroy (2006-2007) ayant visé a déterminer les effets

écot oxi ques du s®l ®ni at e Ghlamydomdnasl rginhadtii u(Gdofray let al.l, 2007 e

[ACLO74d]) . Ldut i | iflaoeescencenmodukte (PAM, Pulse Amplitude Modulated fluorescence) a en

particulier montré la pertinence de la détermination du rendement opérationnel de photosynthése comme

marqueur de réponse sensible au séléniate. Enfin, afin de compléter notre capacité a mesurer une

r®ponse sensi BHamydahenad réirhardiiiu & des contaminants pro-oxydants, la mesure de

ROS par une sonde fluorescente (DCFDA) a ®t ® adapt ®e et
Ce d®veloppement a f aMastl é&robd &A u rd®2003%t eh & pavétrsetiliséeavec

succes afin de déterminer les interaction du tritium et du cuivre dans le cadre de la  thése de Céline Réty

(Réty et al., 2012 [ACL12b]), travaux menés dans le cadre du projet GGREnvironnement en

collaboration avec Philippe Ciffroy et Matthias Grote (EDF R&D.

A Le travail de recherche effectué nous a permis de valider différents outils moléculaires et

cellulaires, confirmant la pertinence des marqueurs de génotoxicité et de stress oxydatif comme

marqueurs de réponse sensible s etinformatifssurles mo de s d 0 a ledeffetsnécaoxique s a une

®chell e doéor gani s dltraste encore tbpaB®aolp eaufaire dans la compréhension des

m®c ani smes fondamentaux doéinteraction entre |l es ETM et |
et ce travail va  bien au -dela des travaux ici présentés (ils sont conduits par ailleurs dans le cadre

du projet ENVIRHOM -Ecoetde c ol | aborati ons men®es par dbéautres cherch

1.4 Effets sur la dynamique de popula t i on: | approche DEB poutes tiaitst ®gr er |

dohi stoire de vie

Les effets des radionucléides au niveau de la population sont intégrateurs des réponses mesurées au

niveau individuel. Cependant, bien que ce niveau soit écologiquement plus pertinent, la quantification de

la réponse d 6 u n gulagioo & un contaminant est rendue difficile par la complexité des facteurs
environnementaux dont ils dépendent (conditions trophiques, pression de prédation, effet de la

densi tS®éa)s. certaines hypoth ses, des mod toiesancepde lamet t ent
population. Une des approches les plus efficaces permet de prendre en compte la structure interne des
populations:struct ur ®es en cl asses do®©g e(cobones) cettecapprocheredde | eur

ainsi la propagation des réponses observées sur les différents stades de vie écologiquement plus
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pertinent e (Figure 5a). Une équation différentielle considére une décroissance exponentielle
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Ce type de modele matriciel a été appliqué dans le cadre du projet ERICAen collaboration avec Frédéric

Alonzo ~

| 6 (ARr&det al., 2008 [ACL08a]) en simulant, sur la base des résultats expérimentaux

acquis, le retard de croissance de population de deux invertébrés terrestre et aquatiqu e (Eisenia fetida et

Daphnia magna respectivement exposés a une irradiation gamma externe et a | 26/Am). La modélisation a

permis de montrer que le retard de reproduction (ex. date de premiére ponte pour la daphnie

- Figure

5b) est pour les deux espécesle parameétre le plus sensible sur la croissance de la population. En revanche

|l a croi

une réduction de fécondité qu 6 ~

ssance

ddune

une

sensibilité pour ces deux critéres.

A Ces travaux montrent que la
se basant uniquement sur les connaissances acquises pourune g ®n ®r at i on

généralement le cas pour les tests

| 06i dent

i que

popul ati on

de

daphni e

r®duct i,otna ndle E Ifetifa §pnégentd ume méme

simulation des effets sur la dynamique de population est possible en

ddune

g®n®r ati on ° |

dautr e, ne

d 0 ®c ot ostandardst C@pendant, la propagation de la réponse

per met

sensibilité qu i peuvent apparaitre au fil des générations. Pour cela, il est nécessaire de déterminer

la réponse des individus sur plusieurs générations.

Dans uneétude de 70 jours, les effets de | 26/Am sur Daphnia magnaont été étudiés plus en détails afin de

mieuxma ~ t r i

ser

| 6 e x p alsdétermioen lesirépdnges deindiviéus exposés sur 3 générations

successives (Alonzoet al. , 2008 [ACL08b]). Les résultats ont montré des effets sur la survie, la fécondité

(fig. 2 et 3, pages A41-A42) et la croissance, r e pr ®s e n tna sendibgité mlus forte au fil des

générations : si a la premiére g ®n ®r at i on,

aucune

mortal.

t ®

ndavai
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[ACLOGal (conf i r m® | weyhuACLO8H] ) la Subvie et la croissance des larves de deuxiéme et

troisieme génération est en contraste affectée dés 300 uGy/h. En particulier, les juvéniles de petite

taill e, i ssus do7 uf s dentunegpkisgeandp beasilitd. &En tohselérantmes reffets
multigénérationnels, les ¢ onséquences prédites sur la croissance de la population sont logiquement bien
plusi mportantes que sur | a base des r®pondgigwse6lédune premi
$ 1000000 A
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< | | | ||
S 800000 800000 - f +' [
© I ;‘I, | I {
[J) _ S — | |
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Figure 6: Effe t  d®@Amlsud la croissance de population de D. magna, simulée a partir des données
obtenues apr s une @@érgiians(gauche) ou dd &ois générations successives (droite)
(Alonzo et al. , 2008 [ACL08a]).

Léaggravati on |des@némtiofisa pwsétreaaonfifnée sur doéautres Lestravdua mi nant s
de thése de Sandrine Massarin (2007-2010) ont ainsi mis en évidence que les effetsde | ur ani um sur |
croissance somatique et la reproduction de Daphnia magnas 6 a g g r sunv 3 gémérations successives
exposées: une réduction importante de la croissance et du taux de nutrition est par exemple visibles dés
10 pg/L U a la deuxieme génération exposée (Massarinet al. , 2010 [ACL10a]). L éxposition précoce de la
deuxiéme génération dés | & e yobhénése pourrait en partie e x pl i quer | daggreseavdsi on des

mais les effets sont plus complexes, car ils dépendent aussi des réserves énergétiques allouées par la mere

dans | es Lidawfld oc at semhle dont &re e fgctew clé dans la survie et la croissance des
juvéniles.

Dans | & ap ppedScopesFordseowth utilisée dans les travaux de thése de Florence Zeman ( Zeman
et al. , 2008 [ACLO08f] ), la capacité reproductive et de croissanced d u n i ravhient étéd déterminé es a

partr ddune estimation de doduern et @ i(différedde sdote n labrhesure de

| 6assimil ati on )e Cepehdant, creissgnéer e treproduction demandent une dépense

énergétique basale de maintenance q u i ndest pas pr i syep ee nd dcaopipfrioec hpp® ®t abd | t |
un bilan énergétique complet, prenant en compte la dynamique inhérente a la croissance des individus, la

théorie DEB (Dynamic Energy Budgetdde Kooijman (1993) permet de décrire quantitativement les grandes

fonctions biologiqu e s d d un d¢nutgtiann assinmi&ion, croissance, reproduction, maintenance et

vieilissement) parles f | ux d 0 ®ette thé@piieea.été adaptée par Kooijman et Bedaux (1996) pour

d®crire |l es r®ponses benpltésence dp subsancesdoniguescet legra conseguences

sur l a croissance et | a r BEBtox (Dynaniid Energy Butiget is toxicblagy) mod ~ | e
d®crivant &ctmoadrespasdsi bl es, d®crits par une fonction de
Effect Concentr at i on &) et dont |l i ntensi t® de |l a r®ponse d®p

| 6 or g a(Rigue Me
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Nutrition = Assimilation réduite
- Colts de maintenance somatique additionnels

® Coilits de croissance additionnels
Codts de reproduction additionnels

Réserves Mortalité directe de I&mbryon
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somatique de la maturité
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Figure 7 : Représentation schématique de la répartito n d 6 ® ndans tgimedele DEBet des 5 modes
déaction consi d®(d®sa p&aipan, 2080) DEBt 0 x

En couplant les modéles DEBtox aux matrices de Leslie, il a été possible derel i er | es effets
sur la survie, la croissance et la reproduc tion a la dynamique de population (Massarin et al., 2011
[ACL11c], en col | ab olneast).iComme andiqué plus Baut (81.2), | es résultats obtenus sur la
daphnie ont tous confimé I[Bacti on centr al elarédeu cltdiuorna ndieu M Gsausrsi mi | at |

probablement lié a des effets directs sur le systéeme digestif

AParled®vel oppement dountex, ilapte possibléde codfEnger quele mode ddacti
de | Guranium sugg®r® (baissreridarkbkdappligmeléesategoises de |
observées sur la baisse de croissance et la diminution de la reproduction des individus, mais aussi

de simuler de maniere satisfaisante | 6 accr oi ssement de | dintensit® des

Cetteapproche a de pl us | 8 av asngg&agBilloir et al.m@009),ldd mendre en compte

toutes |l es concentrations ddexposi tipoonusr sliodnmeusltti ama® n eor
concentration sans effet (NEC, No Effect Concentration), permettent une déter mination plus fiable
de | a concentrati @qmudarmnietci gomane EEES f e t

15l nt ®gration des connai ssances acqui ses déeoninationldd ®v al L

valeurs guide s pour la protection des écosystemes

Les travaux de recherche présentésci-d essus ont permis de d®terminer | a
de vie de différentes espéces aux radionucléides et aux ETM, de mettre en évidence certains mécanismes

| origine de ces r®ponses, e tprédictive de$ domankes acquised Pauro Nt r ¢
simuler des effets au niveau de la dynamique de population des espéces. Ces études fournissent aussi, du
point de vue de | 6®valuation du risque, l es donn®es

guides pour la protection des écosystémes.
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lLad®t erminati on ddédune valeur guide dite sans effet pour
substance donnée constitue une étape incontournable pour déterminer une norme de qualité
environnementale (NQE) dans le cadre de la prévention pour la protection des milieux (e x., directive

cadre sur | 6eau, di rect i Dans c@ 6alrd, a4 MQE EeEdgfinit par ¢ | a concentration
polluant oud&édwpm|ldmuampes dans | deau, | es as@ibidépassée,s ou | e
afinde pr ot ®ger |l a sant® humainPoet | denvironnedemmt, ¢l es Vv
correspondent pour chaque contaminant a la plus faible des PNEC (« Predicted No Effect Concentration » )

des différents compartiments que s ont | 6eau, | e @rgarss@ek ivivaats. Les PNEQ a pbue s

objet de prot®ger |l a structure et l e fonctionnement du
(biodiversit® associ ®e " |l a colonne d?®oeawmquatigue)abDaxs s ®di me
|l a pratique, ce sont |l e pl us s owweBG, obtevuss ed labonat@ires ddef f
(comme illustré dans les travaux présentés au 8§1.2) qui servent de base ©° | a do®te
dans un cadre réglementaire (European Commission, 2003) Af i n d & ane eprésentativité suffisante ,

quatre cat®gories doeffet de type d®terministe (mort al
généralement considérées sur plusieurs taxons, et analysées selon leur pertinence écologique en termes

de dynamique de populations des espéces (e.g., Forbes et Calow, 2002 b).

Nous avons adpté et développé les outils méthodologiques nécessaires afin de dérouler cette démarche

pour ce qui concerne les radionucléides. Ces travaux ont été menés en collaboration avec les chercheurs a

| 6 | RIsahne Beaugelin -Seiller, Jacqueline Garnier -Laplace) dans le cadre des projets ERICA

(collaboration avec les partenaires européens participants) et GGREnvironnement (collaboration avec

Philippe Ciffroy, EDF R&D ), ainsique du Gr oupe d o EXx p éERminsse UnP Intégration ides t e

cette démarche est en cours dans le cadre du projet ANR AMORE

Dans un premier temps, le travalil initié par le stage de DESS de Claire DellaVedova et des travaux

effectués dans le cadre du projet ERICA ont eu pour objet de déterminer des criteres de protection

génériques pour les écosystémesvis-a-vis des rayonnements ionisants gamma,en d®r i vant & 6®qui v e
PNEC: la PNED pour les effets aigus, et la PNEDRpour les effets chroniques (« Predicted No Effect Dose

(Rate) »). Un travail de sélection des données issues de la base de donnée FRED (FASSET Radiation Effet

Database), de reconstruction des relations dose -réponse et de traitement statis tique par la méthode SSD

(« Species Sensitivity Distribution ») a été adoptée (fig. 1 et 2, pages A52-A53 [ACL08d]). Le détail de la

démarche ayant mené ala d ®t er mi n a¢ PNED(R)dd nayonnement gamma pour différents types

d 6 ®c o s y est présemté pages A50 a A51 (Garnier-Laplace et al. , 2006 [ACL06b]). La pertinence de

| dutili sat i orgéndriguexcdeasn sv allee ucrasdr e ddune ®val udapplicaton des ri s
dans | e cadre de ERGHpeptdiscotddansiGartie®lgapl@®e et al. (2008, [ACL08d]) en

comparant ces valeurs au bruit de fond naturel ( g ® n ®r al ement ,0la lluGyhhy af des effeke 0
observ®s sur des sites contamin®s par des radionucl ®i de
générique de ce type atteint ses limites (ex. objectif de protéger un écosysteme ou une espéce

particuli ére). Au final, une PNEDR générique de 1QuGy/h a été déterminée comme valeur guide assurant

une protection suffisante de la structure et du fonctionnement d e | 0 blende® éoosystémes visa-vis

des effets d6une exposition chroniqgque aux rayonnements i
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Synthése des travaux scientifique effectués

Dans wun deuxi me temps, nos tLdveawi omt f ip gdd suBstapcasr mil o
dodint ®r it®paluvati on de | 6 ®t ad d eciancaisesgaing qud €es substancese s
pertinentes du programme national de r ®duc (circolare des

DE/DPPR du 07/05/2007), pour lesquelles il est nécessaire de définir une NQE. Nous avons ainsiproposé

une méthodologie pour déterminer une PNEC relative au danger chimique de | durani um en e
(Beaugelin-Seiller et al. , 2009 et 2010 [AP09a, AP10b]). Les donnéesd 6 ® c o t orassembléesRétant
insuffisantes pour appliquer laméthode SSOl a donn®e dO6®ubgoei detPPduohapi um |
la plus sensible a été retenue (NOEGCY| sur le microcrustacé Ceriodaphnia dubia de 2,7 pg/l - Pickett et

al., 1993). En lui affectant le facteur de sécurité de 10 recommandé (European Commission, 2003) une

valeur générique de la PNEC chroniquee au douce de ,3 @/l amappliguer enindément du

bruit de fond géochimique, a été déterminée. A la suite de ces travaux, la prise en compte des
connaissances acquises sur la biodisponibilité nous a permis de proposer une PNEC par domainesphysico-
chimiquespour | 6ur &8Ad4).um (voir

Enfin, le travail de post-doctorat de Teresa Mathews (Mathews et al., 2009 [ACL09a]) a permis
doeffectuer u prababil®ste a(Figure t2)i du misque chimique et radiologique pour le cas de
| urani um, en consi daRPEHECchimiges) ptéa ENEDR(adogidque) .

1 [ Exposure data

\

Effect data

Cumulative probability
-~

o

4 -

&5

Concentration / dose rate associated with:
® 90th percentile of exposure data
O 10t percentile of effect data

v

Figure 8: Repr ®sent ati ons sch®mat i dsieadoptée pourdaadptgrmimaitohdes pr obabi |
indices de risque chimiquel[A@DNO8aladi ol ogi que de | durani um

Une méthode a été proposée permettant de convertir, pour plusieurs espéces de référence, les
expositions en termes de concentration (ug/L U) et de déb it de dose (uGy/h) pour différentes
compositions i sot opfiggdes méthade détdillée apagess ABO-ABL [ACLO9a]). Les
r®sul tats montrent gue |l a proportion ddesp ces prot ¢
chimique décroit avecle degr ® ddenr i chi ss e m?U tonsdiéé, dlodswuedanPNEDR de n
10ijGy/ h ne per met pas pour | a maj or i-&vi8 dddarger chaniqued d a s s
Ces travaux confirment donc la pertinence de considére r en priorité le danger chimique plutdét que

radi ol ogique dans | 6®valuation du risque ®cologique d
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2 Biodisponibilité des éléments traces métalliques et des radionucléides en milieu

aquatigue : influence de la spéciation chimique

7 publications i nternationales (ACL03a, ACL04a, ACL04b, ACLO5a, ACLO6, ACLO7a,ACLO08f)

Principales communications complémentaires : 2 articles a comité de lecture nationale (ACLNO8a,
ACLNO®), 1 chapitre doéouvr ag@aP0eQAPWIYAPLIOb) 3 rapports (

Encadrement de 2 stagiaires (E Bakkaus, 2002; A Devez 2000), co-e n ¢ a d r e righeége (FdZéman,
2008) et participation ©~ | 8 e n ¢ adbR thésesifR Buzier, 2005; A Devez 2004)

Collaborations : IRSN (L Février, F Coppin, S Frelon, O Simon, A Pelfréne), HSM (E GomezC Casellas, JL
Seidel, F ElbazPoulichet), CEA (E Ansoborlo, E Bion, V Moulin), Cemagref (MH TusseatNuillemin, J
Garric), Ineris (K Tack), EDF R&D (Ph Ciffroy, M Grote, R (harlatchka), Institut Forel (J Dominik, C

Guéguen), INRSETE (C Fortin)

Programmes de recherche : ENVIRHONMEQDO, GGREnNvironnement, AMORE

Participationadesg roupesde tr avail e:tCETAMA GIP2eGTtBiodisponibilité, GEP-mines

2.1 Contexte et démarche scientifique

On définit la biodisponibilité comme le degré avec lequel un conta minant est assimilé par un organisme
(Hamelink etal. ,1994). La connai ssance de | a biodisponibilit® doéun

donc primordiale pour est i rhielogigue @esonganismes quioen réxulte. Thod r ®p on s

aspects de la biodisponibilité peuvent étre définis pour | es organi smes de | 86environn
- |l a di sponibilit® environnemental e, qui s e de®f i nit
| environnement i mm®di a4a-direl eu ill pgut Bteeapnis snmohargé cpare s t
| dorgani s me) et l es for mes chi mi ques sous l esquel |
chimique) ;

- la biodisponibilité environnementale, qui se définit par les processus physiologiques de prise en

charge par ;] 6organi s me
- la biodisponibilité toxic ol ogi que, qui se d®finit par | 6ensemble d
réponse bhiologiquede | dor gani sme s ui v aintérnalsationpredistsbationedans c har ge

les tissus, détoxication .

Dans cette logique , la disponibilité puis la biodisponi bilité environnementale des ETM dissous pour les

organismes aquatiques a été décrite en trois étapes principales par Campbell (1995): | advection ou
diffusion depuis la solution vers la surface de la membrane ; | dadsorption ou | #&escompl ex
de transport ; l e transport " travers | a me mbr ane b esu r une

généralement admis que la biodisponibilité des ETMn & e st pas fonction des conce
dissoutesdans | e mili elue dided ploa i@ ddantlidoviion | i br e ( FdécAdl) a ®t @
la biodisponibilité par les activités en ion libres des ETM (Morel, 1983 ; Campbell, 1995 - Figure 9). Ce
modeéle considére que seules les especes réactives a la surface des cellules (ions métalliques hydratés et

complexes cinétiguement labiles) sont biodisponibles, alors que les espéces chimiques qui ne peuvent pas



réagir avec la membrane cellulaire (complexes stables avec des ligands inorganiques et organiques,

métaux complexés ou adsorbés sur des surfaces) ne sont pas considérées comme biologiquement actives.

Organisme Membrane Mucus Couche de Solution
plasmique ou paroi diffusion homogéne
(6-9pm) (30-100nm) (20-30pm)

MLy < M Kiy RM K K K
N
d M,;'\/\/\/\/\ NSAVAVAVAVA
D D
VG- d M M
AM kd; 6
Dans | a soluti on h o"esyenBaquilibrelav@s ua nombre ille ligands Mpour

former les complexes MLis el on des c onst k& mAprésdiffudidn @gsua nieindranes

pl asmique de | dorganisme (coef fi " etdescompleges Ml f f usi on D) ,
interagissent avec le site de transport membranaire (R) ou des sites de surface biologiguement

non actifs (A) selon leurs constantes de formation k ¢ et de dissociation k4. La cinétique

ddint er naik)i seastti olnd &tkape ci n®ti guement | imitante.

Figure 9: Modéle conceptuel de biodisponibilité des éléments traces métalliques pour les organismes
aquatiques (ddapr s CO@a)ke! |, 1995

Cette approche a depuis été largement développée , avec son extension le BLM (Biotic Ligand Modéd, voir

ci-aprés 82.2), jusque dans un contexte réglementaire. Cependant, plusieurs limites et e xceptions ont pu

étre démontrées et demandent de déterminer le domaine de validité de ces approches (ex. revue critique

de Slaveykovaet Wilkinson, 2005). Dans notre travail, d e u x gr ands t y pantseté dédedoppgeso c h e
afin dao e disponihikté enlvirannementale des ETM, soit par des approches de modélisation de la
sp®ci ation chimiqgque des ETM dans le milieu, soit di
analytiques pour la quantification de la fraction labile (cf. synthése des approches de mo délisation et
analytiques dans Gilbin et al. , 2009 [OS09a]).

Dans les deux chapitres suivants, nous illustrerons par nos travaux menés sur la biodisponibilité des ETM et
deuranim, | es informations qudil est pos sgédatioachinfeelen eni r
solution (82.2) ou la quantification analytique des fractions labiles ( 82.3), et de quelle maniére ces
connaissances ont pu étre utilisées pour mieux déterminer les exposition s et évaluer les risques dans

di ff®rents 84s do®tude (

2.2 Apports de la modélisation de la spéciation chimique pour estimer la biodisponibilité

Parmi les outils bas ®s sur |l es mod | es de s p ®crimadynantique, enb demi q u e
approche les plus aboutiesest| 6 appr oche BLM ( BdDoToio,c200L ;i Dp Schaimphdiaateeet
Janssen, 2002; Paquin, 2002, qui simule la spéciation chimique des ETMdans les eaux (dont la prédiction

de la concentration en ion libre), ainsi que les phénoménes de compétiion d u m®t al t oxi que a\

ions (généralement Ca?', Mg?, Na*, K*) pour leur prise en charge par un ligand biotique (ligand



représentant le site de toxicité pour un organisme, dont la nature précise n & e st g®n®r al ement
caractérisé). Ce concept e st a u | catenudpbur laidétermination de critéres de qualté ddeau pour
divers métaux (Reiley, 2007) et son application en France dans |l e cadre
en cours dp@valeatgrompe dbéexpert sur | a biodilsgsgsni bi l it
le Cemagref et EDF R&D

Pour une application de cette approche aux radionucléides, la premiére ®t ape est de di sposer

de données thermodynamiques cohérente et v alidée afin de rendre possible une simulation correcte de la

spéciation chimique en solution. Notre participation au groupe de travail CETAMA GT32consacré a ce

suj et nous a permis depuis plusieurs ann®es dela d®t er mi
modélisation de la spéciation en utilisant le modele de spéciation J-Chess (Van der Lee, 1998) Une
illustration en est idewomPeaisqnarf f et a®avsarirl | dBAet®&k, ci um(1 |
2005 [ACLO6c]). De méme, un travail conséquent a été effectuésurldur amifum de di shpseser dou

de données thermodynamiques mise a jour et cohérente (Denisonet Garnier-Laplace, 2005).

Léuranium a un comportement c hi misa@nudes systeest aquateues n t com
continentaux, encompar ai son doETM eoconuaentratioas es aspewes dissoutetsd d ur ani um

sont fonction du potentiel redox, du pH et de la nature et teneur des ligands présents. La forme

hexavalente U(VI) contrdle la concentration en uranium total dans les envir onnements oxydants (Figure

10). Ainsi, dans un milieu aquatique inor gani que et (VIpsetraugensbus diver8ed formes de

complexes en fonction en particulier des équilibres calco -carboniques et de la concentration en ligands

inorganiques (phosphates, sulfates, fluorures, silicates). Il peut notamment former des complexes

carbonatés ((UO,),CO,(OH)*, UO,CQ;, UO,(COy).>, UO,(CG:)s*) ou hydroxylés (UO,OH, UO,(OH), et

(UG,)5(OH)™).

il T

U022+

UO,(CO,)4*

pe

UOH3*

[
5

Figure 10 : Diagrammepe-pH de | 6dur ani um o bt-€mess([LJ=380q.9/L danslleangiéuc i e | J
ddexpositi on, miieu MB). Lmaane en rouge représente la zone de pH et de potentiel
ddoxy@®duction suscepti bl e dcdvti mr e nRigumaseue ter laRtbésedda R.s |
Zeman (2008) .

De pr®c®dentes ®tudes sur | a toxicit® de | @®tual,a2200d)um i ndi
ai nsi gue la toxicit® de [ 6uranium ( Mar kboncehmétalsd®s6) sont

forme ion libre (UO %) . Cependant, des ®tudes plus r®centes ont rap



guand le pH varie (Markich et al. , 2000 ; Fournier et al. , 2004 ; Fortin et al. , 2007). Ces études suggéerent
que la spéciation ainsi que le pH pourraient avoir un effet plus complexe que celui attendu par les
modéeles du FIAM et BLM.

Notre objectif a donc été de préciser le lien entre la spéciation chimique (disponibilité environnementale)

de | 6 uraadifférents pH et sa biodisponibilité toxicologique estimée par un bioessai sur le
microcrustacé Daphnia magna(Zeman et al. , 2008 [ACL08f] ). Les données obtenuesdans notre travail ont

été comparéesaux donn®es pr ®al abl ement publ i ®2wagm(Postohes t 0 X
al., 1984 ; Barata et al., 1998), dans le but de valider le modéle de biodisponibilité établi : | 6hypot h’
e st gne @ompétition constante avec les cations (notre étude et celles reportées dans la littérature

ont été menées a des dureté comparables), la CEs-48h devrait logiquement étre associée a une
concentration identique d 80,%*. Cependant, la concentration d 802" calculée a la CE;x-48h varie de
plusieurs ordres de grandeur suivant les conditions de pH (de 6,5 10® a 1,7 10 pg/L), et u ne corrélation

linéaire entre la concentration en ion libre uranyle dans les différents milieux a la CEy-48h et le pH a pu

étre mise en évidence . En conclusion de ce travail, d ifférentes hypotheses on pu étre formulées quant au

réle du pH sur la biodisponibilité de | dur ani:um comme

1 une comp®t iioni WO avke le pra@ton H*Y, comme le suggére la relation linéaire log
[UO,%*/pH, en accord avec Di Toro et al. (2005),

1 uneinhibition non-compétitive du transport du métal par les protons , comme reporté par Fortin et

al. (2007) chez les algues (avec une plus grande entrée de UQ**" pH=8 pl HEAt qud~ p

T unecontributi on décataxiguee s d e s p G, inelmm U@ MH ou des complexes

carbonatés, comme suggéré par Fortin et al. (2007) et Markich et al. (2000).

A Nos résultats conduisent a considérer plusieurs espéces chimiques biodisponib lespour | dur ani
en solution . Seules les molécules d o nt | encombr ement s t ®&ont cposEéréess t i
comme physiquement non biodisponibles, ainsi que les molécules chargées négativement (en raison
de |1 0®l ectron®gativit® dgdqinsimd esbnéeessairs delxonsidérerg iagninina
quatre especes chimiques biodisponib les pour expri mer Il e flux ddurani u

pouvant ¢ ontribuer a un effet  écotoxique (Denison, 2004) .

La simulation de la spéciation chimique pour quantifier la biodisponibilité montre ses limites pour un

®1 ®men't comme | dur ani uncertitudes dumles fdannéss theramodynaimégees utilisées
subgstent, mais aussi car cette approche implique de connaitre de maniére exhaustive la concentration et

les caractéristiques des ligands mis en jeu. Les limites sont donc atteintes dés lors que les constantes
thermodynamiques sont méconnues pour un complexe. Cé6est not amment dans ces ca
difficiles 7 d®crire th®oriquement) gue | dappreuwhe d

potentiellement palier aux limites de la modélisation.



2.3 Apports de la m esure de labilité pour estimer la b iodisponibilité

La spéciation chimique des ETM et des radionucléides via des méthodes analytiques tend a se développer

de par les potentialités de plus en plus élevées des méthodes et leur adaptation aux matrices
environnementales (Gilbin et al., 2009 [0OS09a]). Certaines méthodes permettent en particulier de
quantifier la fraction labile (ion libre et complexe s susceptibles de se dissocier| or s adakyse)l 6
représentative de la biodisponibilité tant que les hypothéses du FIAM sont respectées, que les
concentrations en cations compétiteurs sont stables et que les complexes inertes sont montrés comme non

biodisponibles. La difficulté réside dans la validation expérimentale de ces hypothéses, pour des méthodes

analytiques adaptées a la mesure de labilité dans d e s ®chantillons environnement

directement in situ .

Pour des m®taux comme | e cuivr e, diverses m®t hodes pern

et/ou les complexes labiles & de faibles concentrations, comme les méthodes polarographiques qui
permettent de déterminer la spéciation des métaux dans les eaux avec une précision suffisante (Buffle,
1988). Cependant, ces méthodes ne sont disponibles que pour certains métaux et sont souvent délicates a

met t r e e nn sikuucarrebes demandent une technicité importante souvent incompatible avec un

déploiement dans le cadre de programme de surveillance de routine ( e X . de | 0®teta e206be Dev ez

[ACLO5a] décrite au 82.4 ci-dessous) Dans cet objectif, | a DGT (Diffusive Gradient in Thin Film, proposé

par Davison et Zhang, 1994 - Figure 11) permet d6 e n v i anadgpéoiement in situ pour la détection de

I 8i on |desbaoraplexed suivant leur labilité. Le principe repose sur |l utilisation d
compl exantaoeesu cdhdeu nckd a ¢ @mu génétalaund résime chélatante) q u i per met do®t abl
flux constant des éléments vers celle-ci, contrdlé par i nt er p oeoiucheide diffudod dd@édy dr ogel
entre le mili e u ext ®rieur et | a ¢ Geudishositif sindpte c pennetuaing de relier
qguantitativement | accumul atauoonrs dleesps@ux®aneemrations khilegs | a r ®s
dans le milieu extérieur (Gilbin, 200 6 [APO6e] ; [ACLO3a]). L 6 u n d e savagtageswellas DGT pour une
application in situ est que la concentration de métal mesurée dépend du temps de déploiement du
systéme, et permet donc une mesure trés sensible des concentrations labiles s i le temps de déploiement
est suffisant.
bague
gel \»
7 = \\‘
réesine —— | |
Ly
support —
Figure 11: Montage du dispositif DGT et représentation schématique du mécanisme de la DGT
i mmer g®e en sol ut i-Wulllenfidei a.p2003§ACI0Ea3)s e a u
Nos travaux menés en collaboration avec Marie-Héléne Tusseau-Vuillemin au Cemagref ont permis de
caractériser les complexes labiles mesurés par la DGT (TusseauVuillemin et al., 2003 [ACL03a]). En
sdinspirant du formali sme adopt @es pomplexes enaélectractanter (iDpt i on d e

Jong et Van Leeuwen, 1987 et Galeceran et al., 2001), il nous a été possible de proposer un modele
numérique de diffusion des espéces métalligue dans la DGT, permettant de décrire la labilité des

complexes. Ce modéle a été validé par des mesures de labilité de complexes labiles et inertes du cuivre



(respectivement Cu-citrate et Cu-EDTA. L6 ®t ude a not amment identifi®
labilité d & un c o0 mle ltempse caractéristique de diffusion dans le ge | (lui-méme fonction de
| &paisseur du gel et du coeffi cient de diffusion du complexe), la ¢ onstante de dissociation du complexe et
le rapport métallligand (labilité inversement proportionnelle au rapport métal/ligand ). Une des
conséquences est que pour interpréter de maniére fine la mesure de labilité par DGT, il est nécessaire de
connaitre précisément les coefficients de diffusion des complexes dans le gel (alors que généralement, un

coefficient de diffusion identique est considéré pour le métal libre et les complexes labiles).

A la suite de ces travaux de qualification de la DGT pour la mesure de labilité, nous avons étudié ses

performances a évaluer la biodisponibilité en comparant les mesures de labilité en présence de plusieurs
ligands (EDTA, NTA, glyéne, matiére organique naturelle) avec| a me s ur Eporde hiologique sur
Daphnia magna (EG-24h - TusseauVuillemin et al. , 2004 [ACL04b]). Pour un complexe non labile et non
écotoxiqgue comme le Cu-EDTA, les mesures sont apparues probantes, alors quepour le complexe labile
Cu-NTA (mais non écotoxique) l a DGT noda p-adue poorrcdract@isedla biogispangilité

Pour la matiére organique naturelle, formant des complexes non écotoxique mais partiellement labiles ,
comme pour la glycine, nous avons pu déterminer la capacité de la DGT a discriminer les complexes de

plus fort encombrement stérique en utilisant des gels de diffusion restrictifs

Des premiéres expériences effectuées dans le cadre du post-d o ¢ t o Awdlie P&lfiéne , en collaboration

e

C

avec Laureline Février ~ | 6lomMSN,permi s ddentreprendre une da®marc

mesure de labilité par DGTvisa-vi s de | duranium dans des matrices

(comme pour Il e cuivre) | 6i nfluence du rapport m®e®t al

carbonates et phosphates) et de |l 6 ®p ai s s eur .dDu fag della labilitd padielée de plusieurs

complexes inorganiques, et de la biodisponibilité potentiel le de complexes non labiles (voir plus haut

| 6 ®t u demandeeal. , 2008 [ACLO8f]), les résultats sont pl us di ffi cil es déinterpr
d

S
/

poursuivent © | 061 RSN afin ddaboutir “ |l a soumission

2.4 Intégration des co nnaissances acquises sur la biodisponibilité pour | 6®val uati

écologique : apports et limites des différentes approches

Les connai ssances acquises sur | a relation entre

on

a

«

(décrits 82.2) ontété mises” prof it dans | e cadre de notre partici



sur | es mi mewLimbusio GERmines [AP0O9b] et de nos travaux pour | a pro
conditionnelle aux domaines physico-c hi mi ques des ¢ o u[ARLObld Baepaursuite deaces a i s

travaux est en cours dans | e cadre du gr oupdes ETE auguelenous s ur I
parti ci polmess, la Cemagref 6¢ EDF R&De t dans | e cadre du dpoehel oppeme

multicrit re pour | 6®valuation du ri AMORE ®col ogi que dans

Lapriseencompte du concept de biodisponibilit® dans | es ®valua
avanceées pour les ETM Pour certains métaux traces, latbd@s connaissances est tel que certaines
autorit®s ( pa+EPAY anedégorimais accepiéld$e des outils de mesure ou de prédiction de la

biodi sponibilit® soi ent évaluation® gle ®ssuesa &Erx fonctions dui degrés ded 6
connaissancesrelatives au métal et au site étudié, la notion de biodisponibilité peut étre i ntroduite a

différents niveaux , du plus simple au plus complexe :

1 estimation de la concentration en ETMlibre (et éventuellement en complexes biodisponibles) par

| 6ut i |de smadéles derspéciation thermodynamique ;

1 prise en compte de la distribution liquide -solide (par approche du type coefficient de distribution

ou mesure de la fraction dissoute) ;

T estimation de | a concentration m®taadlytigues peamettantbi | e p al

discriminer les formes labiles et inertes (ex. DGT).

La sélection des méthodes et des approches permettant de dériver des facteurs de correction tenant

compte de |l a biodisponibilit® d®pend dlematureccuquantiént ext e d
des données physicachimiques du site), des métaux considérés (existence ou non de modéle BLM) et des

capacités de mesures complémentaires (par exemple, val i di t ® ddéoutil s anal ytiques:c
DGTé ) Ainsi, il apparait possibl e ddexp !l or e res apprached ét fsdirt@ut denproposer des

m®t hodol ogi es de d®termination de PNEC Quelquesiegepes ddun f ¢
dd®t udes auxquelles nous avons particip® spematatdeent doi

considérer la biodisponibilité.

1 Casdesl a d®t ermination ddéune RMEGnhi mers domai A& rpmy suintc o

Afin doéidenti fier Ickinsiqugsa coasidérér a misimappow établir ane typologie de la

sp®ci atiohuthepbdurbhas cours doeda Ifa anp ®@disat il cAth) aoceen sli du rl a
variations de conditions physico -chimiques des eaux de surface en France a été étudiée en effectuant des

calculs de spéciation pour des gammes réalistes de composition des eaux (Beaugelin-Seiller et al. , 2010

[AP10b]). Sur | a base des connai ssances w@anigm, plssielss hgpothéesesa bi odi
ont été considérées pour représenter la biodisponibilité de | dur ani uni, ccoonnssiidsGraenrt | &i or
UG2* seul ou combiné avec un ou plusieurs complexes considérés biodisponibles (complexes hydroxylés,

carbonatés et phosphatés). La prise en compte des espéces UQ?*, UO,(OH)", UO,(OH), et UO,CO; est

apparue comme la combinaison la plus représentatve desdonn®es d&é®cotoxicit® dispo
restant dans une démarche conservative pour la détermination de PNEC conditionnelles au domaine

physicoc hi mi ge des cours ddeau fr an- a3 sg/lL U#Méunéire consitéeée PNEC g @®
comme applicabl e dans | es eaux poura pricstajalemént béodispdniblai(exaen &uu m e st
depH<64 et/ ou ddal cal iJ)bldrsRguedand demgalixlde $tii€aCe de composition typique



des grands cours ddeau fr etmlcainst @®pdle ded dr drGEQ) éa ulr Ol
fraction biodisponible de ehtré dreta 0% wWes copaemations®inongamiquess t i m¢

dissoutes (donc une PNEC estimée & un ou 2 ordres de grandeur au dessus de la PNEC générique).

I Cas des ETM dans l&/istule : apport de la spéciation par taille (ultrafiltration)

L6O®t ude men®e en «élihel Guégaen attJanasa Daminik ¢ Idstiiut Forel (Guéguen et

al., [ACLO4a]) a eu pour but de déterminer le lien entre la biodisponibilité (bioessais de to  xicité : CEy-
72hsuri nlhd bi ti on de algue Psewwskiachneriella dudcapitdia et bioessai Microtox® sur la

bactérie Vibrio fisherii ) , l e fractionnement par taille et l a si
thermodynamique dans la partie amont de la riviere Vistule en Pologne. La comparaison de la toxicité

dans les eaux ultrafiltrées, filtrées et non filtrées nous a per mis doéidenti fier |
|l association des m®taux toxiques (Cd, Cwe¢ les@gands de u M
faible poids mol ®cul aire. LsubstarceBgeinc a0 ®nenpasl ®¢ ®d dna

permis doexpl i quer étotokxiqud de aegans échaatillonsa (vair 83¥3).

I Cas du cuivre dans les eaux de ruissellement issus de parcelles viticoles : complexation par la

matiére organique naturelle

Durant une étude de suivi in situ du bassin versant viticole de Roujan en collaboration avec Elena Gomez,

Claude Casellas et Francoise Elbaz-Poulichet & HSM (thése d 6 A u r BRdvéze Devez et al., 2005
[ACLO5a]), des eaux de ruissellement ont ®t ® pr ® ev ®e s, l ors d6®v®nement
individualisées (C et NC) dont le type de sol et les pratigues culturales differe nt. Malgré des
concentrations totales en cuivre toutes supérieures a la CE 5o pour le bioessai utilisé ( CEg-72h sur la

cr oi ssanc e Pstwokirtclineriellg sudcapitata ) nous avons montré le pouvoir complexant de ces

eaux par analyse polarographique (DPASV), en cohérenceavec | a n®cessid®entdafioas) out e
de 3 & 10 fois supérieures a la CEky-72h de référence du cuivre pour générer une toxicité ). Les analyses

par DPASVont indiqué | 6 exi st ence dc@arochintiquampehtd a0 i | € du cui vre dor
est concomitante avecla t oxi ci t ® | ors ddaddi t.lLaensoresoerainseésharitiiorsss de
se sont avérés écotoxiques malgré la faible biodisponibilité du cuivre, probablement due a la présence

ddautres contaminants.

9 Cas des ETM dans Iéassin versant de la Seine: validation de la DGT in situ

Ce dernier exemple concerne la mesure de labilité des métaux en Seine avec la DGT, en collaboration
avec Maie-Hélene Tusseau-Vuillemmin et dans le cadre de la thése de Rémy Buzier au Cemagref et la
contribution de Frangoise Elbaz-Poulichet et Jean-Luc Seidel & HSM (TusseauVuillemin et al., 2007
[ACLO7b]). LO®t ude a permis de mont r eraveg des gels eestrittilsp Hamd desne n t
qgualit®s ddeaux contr ast ®aesperthet debdstmguer fa dispenibilitéedes ETMe: | a



dans les stations étudiées sous influence de rejets urbains, la présence de matiére organique dissoute ne
diminue pas autant la labilité du cuivre que pour des stations amont ou les substances humiques
dominent. Cette étude a donc mis en évidence le réle important de la matiere organique dissoute dans la

complexation des ETM, mais surtout que la labilité des complexes organiques dépend fortement de la

gualit® et de | dorigine (reardaraguepesentmat urel l e) de | a mati

ANotre d®marche est toujours en cours de d®vel oppement

compt e de I a biodisponibilit® de | urani um dans | 6ana

d 6 e x p ®r dpporiéc par les études sur la Seine, la Vistule ou encore les eaux de ruissellement
viticoles, il apparait en particulier n ®c e s s antégrer le i@ de la matiere organique naturelle et
des fractions particulaires dans | 6esti mati on de |l & ulke hutrdasiBTND et leur

biodisponibilité en milieu aquatique. Une autre voie de développement consiste aussi a combiner les

approches t h®ori ques de sp®ci ati on et ddanal yse de s p
di ff®rentes techniques (ultrafil tmage ddsccétudes npepnéesasurolayr ap hi e,
Seine.

Pour | 6 e ns apprbches prébentes, I6une des | imites reposdesmonalesef oi s s

de biodisponibilité (FIAM et BLM) nd o & te jour été calibré sque sur un nombr etl idndiEtT&®M d 0 e

( | @&ntum en est un exemple) e t de voi es.Ldodaepxpprooscihtei ogpue nous avons d®v

ailleurs limitée a comprendre les liens entre na disponibilité environnementale (spéciation chimique) et la

biodisponibilité environnementale (prise en charge par |l organi s me, ou plus rar eme

La validation des mod |l es de biodisponibilit® nda pas

de biodisponibilité toxicologique (abordés dans notre travail uniquement de maniére globale par
| 6@eb v at i ompodsé hiofogique).

e

Unexempledes | i mites de mod |l es de biodisponibilit® simples
r ®el | e 7 pkubatre mantréu sur un organisme filtreur comme le bivalve Corbicula fluminea : une

étude de long terme (1 & 90 jours, 10 a 500 pug/L U) menée dans le cadre du projet ENVIRHOM | dpaR S N

Olivier Simon (Simonet al. , 2011 [ACL11le]) a montr ® que | 0exposition interne
toujours corr® ®e ° | a ¢ o nxmpositiort, méantei poun un dndieu e doraposition! i eu d & «

physico-chimique constant, et que des différences importantes existent entre les organes du bivalve

(Figure 12). Si pour une branchie, la proportionnalité entre la conc entration externe et interne a pu étre

veri fi ®e (signe deénuwocord®ayaciuneiafproehe de dypei iahdibre ) , il nden est p
méme pour les organes internes comme la masse viscérale. En effet, méme si la prise en charge de

| urani und®ebxilcaati on par des m®t al | ot hi on®i nes noa p
(contrairement ° dbféautres m®taux, e x . Cd) ;prétipié apec ®s e nc e
du fer, sugg re un mode de d®toxicatlieosn caicnt®tfi qduaenss dlddRoc
entre organes, | es t e mp srépahgee Biglogigquéstpotemtiellese (Hansdnotne é&tudé e s
repr®sent® par | a r®ponse g®notoxi que, essai comet) . Ce

>

terne dnd eex et spast étre complétement décrite par un simple équilibre avec les

concentrations dans | deau, mai s que | a prise en compte



dans les tissus, et surtout la spéciation dans le milieu biologique (formes détox ifiées, fractions

subcellulaires solubles responsables de la réponse biologiqueé ) , sont de premi re i
comprendre |l a | 6exposition interne des organismes ° |
- _TLk — ] *II ‘ -
- 1 | e h
g T | }
g
= o 1 I
s ‘ ‘ T
Figure 12 : Bi oaccumul ati on de | 6 ur a @adrhica flinsines expbséfld jursént s t i s s

10, 10, 100, 500 pg/L U (moyenne +/- écart-type, n=10) : organisme entier ( y), masse viscérale (),
branchies(1) . D6 apretal (L1mAChlle).

AlLe d®vel oppement doéun mod | e int ®®gr ® de bi odi spon
| 6ensemble des ETM) prenant en compte | a spe@hargegppiri on cC
|l es organi smes au travers des di ff®rentes voi es do
particules ingérées), puis la toxico -ci n®t i que iinterne du contaminant d
compr ®hensi on des i nteracti oms dealw eéponsé dislogique b(loxece - ~ I
dynamique), reste un challenge important. Ce travail est pourtant nécessaire pour valider les

extrapolations qui sont faites de facto actuellement en appliquant des connaissances partielles sur

|l a biodi sponalbuatit®n "dd 0®vsque pour tout un ®cosyst n
la d®termination de |l a biodisponibilit® dans |l es s®

acquises© d o6 aut r e sloneaphysiaogis et les traits de vie différent.



3 Exposition des organismes aquatiques a des substances multiples : effets conjoints ,

risque cumulé et mise en évidence des interactions

4 publications internationales  (ACL04a, ACLO7bACL11b, ACL12b)

Principales communications complémentaires : 1 poster (AFFOH), 2 communications orales (COMO08d,
COMO08e), 2 rapports (AP12a, AP10a)

Encadrement de 2 theses (F Zeman, 2008 ; C Réty, 2010), 2 stagiaires (P Frizet, 2010 ; A Lesieur, 2005)

Collaborations : IRSN (J GarnierLaplace, K Beaugelin, C Lecomte-Pradines), HSM(E Gomez), ECOLAG (C
Aliaume), EDF R&D (M Grote), EPFL (J Payet, O Jolliet)

Programmes de recherche : ENVIRHOMEco, GGREnvironnement

3.1 Contexte et démarche scientifique

Dans | e cadre do6exposition chronique des ®sdosessld mes a
contaminant s, |l es ®val uations du ri sque tell es que pr
| 6i denti fication non pas dsdbatancess(stables, ou madidastives) @ risgue usi eur s
potentiel. Aujourd®ohui ,nopérationneled rebomohandéesgdr @ Bardau Butopéen
des substances chimiques et décrite dans le « Technical Guidance Document» ne permettent pas de
simuler de maniere pertinente ce contexte de multi -contamination puisque le casdesm®| anges ndest p

abordé.

Les recherches en toxicologie humaine et en pharmacologie ont développé depuis plusieurs années les

bases théoriques permettant de caractériser les effets conjoints de plusieurs substances (notamment de

principes actifs, au niveau moléculaire et cell ulaire). Cependant, la prise en compte du contexte de multi -

contamination en écotoxicologie est beaucoup plus récente (van Gesteel et al., 2011). En effet,

16 a d atipnt des méthodologies et | & a ¢ q u i es cohnaissancesladéquates n 6 e s t pa,salatfois vi al e
car |l es modes dbdaction des substances dodint ®r °t sont re
cible de protection (les populations, voire la structure et le fonctionnement des écosystemes) nécessite un

ni veau ddint ®gr atdélodd ugei ®v entdradtioshsesardea ci bl es mol ®cu.l ai res
Dans ce cadre, nous avons développé une thématique de recherche en collaboration avec EDF R&D

(Matthias Grote ) dans le cadre du projet GGREnvironnement , HSM (Elena Gomez) et ECOLAG

(Catherine Aliaume ) dans le cadre du projet ENVIRHOMEcod e | 861 RSN

lesmod | es ddadditi on ouwdes dose® (CA, edditivitéadeiLoewe) e t ddi nd®pendanc
d 6 a c (IA, ouradditivité de Bliss) sont les plus classiquement utilisés pour représenter | gffet co njoint de
mélanges de substancess o u lsypoth@se de « non-interaction» . Lemodeleddaddi ti on des concen
(ex. Berenbaum, 1985 ; Drescher et Boedecker, 1995 ; Feron et Groten,2002) consi d re un mode d?o
commun des substances en mélarge, et se définit (Equation 1) par | 6addi ti on des con
normalisées a un niveau de réponse biologique donné, comme la CEsy (ex. approche des unités toxiques).
Le modele ddi nd ®p e nd a n @éfini podrala grem@ne fois par Bliss, 1939 et couramment utilisé

depuis : Altenburger et al. , 2000 ; Backhaus et al. , 2000 ; Faust et al. , 2001, Cerdergreen et al. , 2008),



considére desmodesd dacti on di f f ®r e netfait agpel au produi® ges prababih t § ®s doef f

de chaque substance en mélange (Equation 2).

Equatonl1:Mod | e ddaddition Equaton2:Mod |l e ddi nd®pen
(CA) (1A)

s G E(Co) =1- P (- E(G
%cag 1 (Crix) Ii:=)1( (c))

ci* = concentration de |l a substance i ddun dans |l e cas doéun m®| ange avec N compos
effet total E.

E(cmix) =effet t ot al déun m®l ange avec une co
CExi= concentration de | a substance i qui
rapport au contréle dans le cas ou elle est appliquée seule. E(ci) = effet individuel de la substance i présente a la concentration  ci.

Une réponse observée pour un mélangede subst ances gignificatvein@nt aret d rauint d e
deux mod | es si gni fhypethéeseide « nominteraetipne»t, et di@anc la @ise en évidence
ddune i ntddférents teimesnont été utilisés pour décrire la variét ¢é des actions de substances en
mélange, en par effetcsynérgiopa et laritagonisteé cf. Greco et al. (1995) pour une définition
exhaustive des termes). Une des représentations les plus satisfaisantes est celle des isobologrammes
(Altenburger et al., 1990; Gessner et al. , 1995) ou des surfaces de réponses de noninteraction , dont

lebx pression mat h®mati gue peut °tre r®sol wekeal pl89) odes t
graphiquement (Vettori et al. , 2006). Une évolution de ces modéles a été développée par Sorensenet al.

(2007) et Jonker et al. (2005) afin de décrire explicitement les interactions possibles

Une étude de ces difféerents modeles a été effectuée dans le cadre du travail de thése de Florence

Zeman (2008) co-dirigée avec Catherine Aliaume (ECOLAGdans | e contexte de | 0GR
binaire uranium -sélénium, et | e principe a été repris dans les travaux de thése de Céline Réty (2009)
codirigée avec Elena Gomez (HSM af i n ddéi denti fier |l es interaccuinreons e
(83.2 ci-aprés). Enfin, les premiers développements pour intégrer la notion de risque cumulé pour

di ff®rents cas do®tude et dans | a d®marche do®valuat

des substances stables est présentée au §3.3.

321l denti fication d6éantagoni sme et synergie des radion

Les travaux de la these de Florence Zeman (Zeman et al., article soumis) ont porté sur le mélange

bi naire entre | duranium et | e da®@Is®nhidem,\y peusmscadinaiset C 0o n C
trés largement accrues par différentes activités anthropiques, en particulier par les activités minieres

(Noller, 1991). Le but de la thése de Florence Zeman a été de déterminer la réponse de la daphnie
Daphnia magnaau mélange binaire uranium -sélénium. Nous nous sommes intéressés plus particulierement

aux effets sur |l es diff®rents traits de vie debilaha da
énergétique de la daphnie, permettant ainsi de tirer parti des développements effectués sur des
substances seules €1). En cohérence avec les travaux de Cedergreen et al. (2005) s ur ddautr
contaminants, nous avons pumontrer quelechoixde | a r ®ponse ®tudi ®e epeutde |
conduire a des résultats contradictoires dans | 8i denti fi cation des effets co
sélénium. Pour la toxicité aigie, | a mortalité a 24h a montré des résultatsc onf or mes ~° | 6 hypot |

interaction , al ors qguod” 48h un effet cl air eme nKigurea h3).a g on |



L6ant agonicenirmé apre®@tj@rsddexposition concernanté masplus®ponse
contrast® pour ddautr es ves®Ripidigones)e Ine (madélisation sleatype eScoperfa® s e r

Growth nous a permis de représenter I6 al | ocati on ®nerg®ti que pour eha <crois
fonction de la bioaccumulation des co ntaminants (di f f ®r ence entre | 3®nergi e assi mi
croissance, la reproduction, la formation de la carapace (mue), les réserves énergétiques et la

maintenance (respiration) ). Les résultats ne sugg r ent pas d&-dynameueavaie iemra t 0 X i € O
| dur ani um e t, miaiseplutdtRunedimeraction toxico -cinétigue modifiant la bioaccumulation de

| & ur aeamprésence de sélénium.
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Figure 13 : Isobologramme représentant la réponse (CE50 + erreur standard) de D magna apres (A) 24h

(droite do6i sor®ponse coniotmeactiohypet h( B d8hnohorme car.
antagonisme) pour une exposition au mélange uranium -sélénium a différents rapports U/Se (traits

pointillés). Thése de Florence Zema n (2008).

Les travaux de theése de Céline Réty (Réty et al., 2012 [ACL12b]) ont eu notamment pour objectif
déidenti fier tes | o(HeTa&r atcrtiitoin®e ) et Chiamygdamoras eeinhardtir. | 6 al gu
LOHTO ayant montr® une nrRtuigtm@ntdaespncas 1 @amgsuravpars de | 6
H,DCFDA voir §1.3) | 6hypoth se doéune interaction avec |l e cuiwvr
testée. Les résultats ont permisde montrer un effet synergique du cuivre
désp ces r ®act i v.eéar ailtkars, lesdnoezuyeg denbdéoaccumulation dans les cellules ont

permis de montrer que | a c¢i n® tititrgswsignificafivantest augmentéet(pluen du c ui
de 4 fois) e n . feas @sultatscseggerkid doh®©que la réponse synergique observée sur la
production doéesp ces r®actilve®e &~ ludhex )y gme npmidteimeai td e° tl rd
des cellules au cuivre. Toutefois, |l es r®ponses observ®e
de réponse (mesure de croissance).

A Ces travaux ont per mi s de valider | a pow desinélargéstbdaired @ait i | i ser
radionucléides et de substances stables | es m®t hodes propos®es pour | 6identi
de I 6hypoth se no€@etmé evakitdani on nda pas ® ® rendue p
mélange traité (cuivre + triti  um) , du fait de |l a difficult® dobéobtenir

| 6exposition ° | 6eau triti®e, m°me aux plus fortes act.i

ont pu °tre utilis®s avec succ s pour | 6exemple urani um+



Pour une description correcte des interactions entre deux substances, un effort expérimental important a
d¥% °tre fourni pour d®t er mi ner ° | a f o iddiodispomibilitp rooc e s

toxico-c i n®t i que) et décimétique t moddsidéda c t b ® h ¢ onddor®équehcasi surdes

traits ddédhistoire de vie) des substances isol ®es, av
peuvent survenir entre deux substances. Par | es deux
ces processus est apparue primordiale pour identd fier
s®l ®ni um, | deffet antagoniste observ® est -dnétigues cer

ddaccumul ation du s®I ®ni um wthatiehede la®alance pro/antm -ogytantequin s | €

en d®coul e. Pour -cludevxeemp |led etfrfietti ume pl us <cl airement
des flux déinternalisation du cuivre en pr®sence doea
AAudel ™ des | i mites qusitigpn@gp®inantalp derdonhédsaabustes, nos études ont

aussi mis en exergue | es:lamesufeiclassique des répoased biblagmpes aarh e

temps déterminé (ex. EC1 ou EG;) sont peu adaptés pour décrire les interactions, chaque cri tere

doef®@tedant susceptible de d®montrer des interactions (
tres dif f ®r ent es, voire contradictoire. Nous avons montr
dynamique des r®ponses en | i(exico anéique) eS8 eortgpmninanist i on i nt e
Au final, |l es donn®es acquises pour | es deux exempl es
des antagoni smes, ne sont que ddune utilit® |imit®e
des risques ®cologiques prenant en compte | es radionuc

hétérogéne a de multiples contaminants. Les méthodes employées permettent en effet de déterminer la

significativit® doéune d®oniatdendug maispna peuvena gvarounet utilité que d ad d i

dans un sch®ma plus gl obal de prise en compte des m®l
particuli re et critique pour | 6®val uati on destresri s gl
analytiqgue bas®e sur | 06identification exp®rimentale ¢

ddune approche plus pragmatigue de screening des subs

Une autre approche a été de se confronter dire ct e me n't " |l a compl eéeatokiesd & ®c

contenant de multiples contaminants, et de tenter de tirer parti des connaissances acquises, présentées

dans |l es chapitres pr®c®dent s, pour am®liorer ndetre
l a toxicit®. Quelques exempl es-ddssouscas ddapplication s
33l nt ®gr ati on des connai ssances acqui ses pour | 6 ®v a

substances en mélange

Plusieurs d®vel oppements r ®ossiietdsd ®d retn dmen tl ra® cqau @iclt ®® i
écologique aux mélanges de substancesen considérant le risque cumulé (cf. revue exhaustive de Ragaset
al., 2011 sur le sujet, dont les principes ont été repris dans le cadre du projet STAR[AP12a]). Ces
méthodes sont baséess ur | 6 hypoth se de non i nd.18 Neusdvonsappligh®oer i t e

pr i nciévauation du iisque cumulé des substancesrejetées dans les effluents liquides de centrales



nucléaires de producti on ed dd@dtienoement oarmal® (Garnier-Laplace et al., 2009
[ACLNO9b]). La méthode appliquée, en collaboration avec Jérdbme Payet et Olivier Jollie t (EPFL), a été
celle du DPAF Equation 3)inspi r ®e des m®t hodes utilis®es pour calculer

eaux douces en Analyse du Cycle de Vie (Van Der Meent etHuijbregts, 2005).

Equation 3 : Définition du DPAF

_nes s DG
DPAF =0.53 § o
i 50i
avec:
HGsoi : Concentration affectant 50% des espéeces a hauter de 50%
doeffet (par exemple determine par SSD)
LPAFR: Changement de | a fraction ddesp ces potentiell e
affectées (PAF) par la substance i
Lxi: Changement de la concentration de la substance i

La méthde nous a permis de hiérarchiser le risqué écotoxique potentiel des effluents considérés, et de

déterminer sur la méme base le risque radiologique et chimique relatif & chaque substance. Sur la base

ddun scenario de rejet annuel nffecté epredit d Gee spto trasd@le® age do
(moins de 1%),et | a m®t hode a per mi s d di¢ alesulistarfcds ehimiques &ait 116 ar i sque

106 plus élevé (Cu > Zn > HBQ;) que pour les substances radioactives (**C >'1°"Ag >°Co).

ASdil n 6 y prabléemerséthalelogique & mener une étude de screening sur la base du cumul
des indices de risques des substances radioactives et cl
incertitudes : l a composition exhaustive doun trlesijneractionsd e st pas

potentielles entre substances n e sont pas pris en compte, a la fois par manque de connaissances et
de modéles adaptés. Une approche expérimentale peut permettre de fournir des informations
compl ®ment aires quant au erfifslquueent® coout odkd ugnu e® cdhdaumt i | | on ¢

substances toxiques en mélange. Quelques exemples en sont donnés ci -dessous.

En compl ®ment de | 6®t ude men®e sur |l a biodisponibilit®
de Devez et al. 2005 [ACLO5a] a identifie, out re |l e cuivr e, ddautres <cont ami
ruissellement viticoles qui peuvent jouer un role dans le potentiel écotoxique des échantillons étudiés

arsenic (0,41 a4 1,98 Gmol/L) et zinc (0,3 & 0,9 Omol/L) présents dans certains produits phytosanitaires de

traitement de la vigne en application précoce (début du printemps ), utilisés seul ou associés a des

substances organiques (produits phytosanitaires divers) . Dans un tel contexte agricole de multi -

contamination , iestaeréassez d®Ilicat ddédattribuer |l a toxicit® dire
seul composé du mélange. En effet, méme si le cuivre et le zinc sont en concentrations totales

supérieures a leurs Cky respect i ves, il s sont , cependant , suscepti bl



complexée (voir 82.3) et ne peuvent expliquer totalement le pouvoir écotoxique des échantillons. De

méme, |6 ®t ude de | a r®ponse ®c tatvVistuld (Gueguencttal®,c2d0d [ACLO4al) pda de
pas permis ddexpliquer total ement | a n abBnyarteulie®dat oxi
réponse écotoxique de certains échantillons , augmentée aprés ultrafilt ration, nousa conduits a considérer

le role potentiel lement protecteur des substances humiques colloidales qui pourraient diminuer la
capacité des métaux a atteindre les sites de transport membranaires en s 6 a d s oarsbrfaae tdes ~ I
cellules algales comme suggéré par Campbell et al. (1997). Le réle ambivalent des substances humiques,
diminuant la biodisponibilité des ETM, mais aussi la favorisant a été étudié depuis par de nombreux

auteurs (ex. Vigneault et al., 2000 ; Slaveykovaet al., 2003 ; Koukal et al. , 2003 ; Meylan et al. , 2004 ;

Boulemant et al. , 2004 ; Vigneault et Campbell, 2005 ; Lamelas et Slaveykova, 2008).

Un dernier exemple peut étre donné par | &iude que nous avons menée sur un effluent industriel ayant
®t ® rejet® accidentell ement par u maitemenn et dearéduématioom n d 6
ddur ani um €t @la 0ld [AClelLlb]). La réponse écotoxique a cet effluent a été testée sur

différents organismes ( Chlamydomonas reinhardtii, Daphnia magna Chironomus riparius, Danio rerio), et

comparée a nos connaissanes préalables sur la toxicité d e | 8 u (Fartini et @h 2004 ; Barillet et al.
2005; Pradines et al. , 2005 [ACLO5b] ; Barillet et al. 2007 ; Bourrachot et al. 2008 [ACL08c] ; Zeman et
al. 2008 [ACLO08f] ; Dias et al. 2008). Les résultats o bt enus sur |l es al gues, odtaphn

montréeque |l a r ®ponse ®cotoxique ne pouvait pas °tre uniqu
bien que cette substance contribue probablement de maniére majoritaire a la toxicité, d dutres
substances pourraient aussi contribuer a la réponse écotoxique des organismes testés (fluorures,
chlorures, chrome). A | 6i nver se, | a r sRplesrswdes lahairesdhd @iers sdehimotsenus
riparius ou de poissonDaniorerio s 6 e st aon®se@ible que prévuauvudesni veaux ddexpos

uranium.

A | 8i ssue de ces rddshubitions enh puétse d&®bgées e s, t

- une réponse écotoxique en accord avec le niveau de contamination et la présence de ligands qui
module la biodi sponibilité des ETM (dans ce cas, les modéles de biodisponibilité permettent

dédexpliguer |l a rr®ponse observ®e)

- une réponse écotoxique pl us fai bl e, dyuféitatlsa eddoeer actdidanut nee
substances: complexation avec un autre contaminant comme le phénol, ou réle protecteur de

colloides organiques (substances humiques)s ur | dorrgani s me

- des ®chantillons dont la toxicit® bugd aux gubstanes r e

identifiées.



A Ainsi, c es résultats ont mis en évidence des éléments essentiels pour d®terminer
r®ponse ®cotoxique doéun organi sme :” tuomut®cth@anidaemrnd iofni ceatvii c
exhaustive de | 6ensembl e dl@®nnaissdnce dea lewr scité pour | orgamée sme t es
maniére isolée dans des conditions comparables, et la détermination de leur biodisponibilité par la

mesure de leur labilité ou la détermination de leur spéciation chimique. Mais nos travaux ont aussi

montré la nécessité de prendre en compte les interactions entre contam inants dans le milieu (dont

la complexation peut modifier leur biodisponibilité, comme illustré entre le cuivre et le phénol dans

la Vistule) et de considérer déautres interactions qui peuvent mo d i
| i nteraction des sosubgtannes soxmees (e pauwir protecteur des substances

humiques adsorbées sur les cellules algales) . Enfin, nos tr avaux ontest néoessaic®@ qudi l

faire appel a plusieurs bioessais (bactéries, algues, crustacés, insectes, poissons) afin de

caractériser au mieux le danger écotoxique des mélanges : la sensibilité des organismes mais aussi

les interactions peuvent étre trés différentes selon | espece considérée . Cette approche mettant en

fuvre une batt er ieg dodceconiplénoentaire aauscalcul du risque cumulé (ex. DOPAF

présenté plus haut) , permettant de mettre en évidence les éventuels écarts de réponse écotoxique.
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Projet de re cherche

A | di sce bilan, dos perspectives de rechercher viseront a élargir la prise en compte effective des

mélanges de substances stables et radioactives p o u r llafio® & warisque écologique. Notre projet est

intimementli¢ au R®seau Europ®en pour | 8Excellence en Radi o
2015) qui a notamment pour object i f de g®n®r er des outil s do®valu
| 6®cot oxicol ogi e afin do®t udi er |l es i mpacts des ra

multiple, proche de s situations réelles complexes.

Les principales avancées attendues de ce travail seront de vérifier de la pertinence des critéres de

protectionlorsd d u n e e x p 0 s ¢cohtaminations mudtipless . Trois avancées majeures sont visées:

- identifier des classes de substances, stables ou radioactives, dont les hypothéses de non
inter action sont validées, ou au contraire entre lesquelles une interaction systématique
(synergie, antagonisme) peut étre attendue
Collaborations : IRSN (K BeaugelinSeiller, J Garnier -Laplace), ®qui pes du r ®seau
STAR (H Thorring, J Brown, NRPA H Vandenhove, SCK.CEN)

Les travaux précédemment entrepris ont per mi s de mentnr®arh oldéEwst idlei tt& pe 6
Ri sque CumDPAB du n{sPAF pRagast al. , 2011) pour hiérarchiser les substances chimiques et

stables a risque potentiel po ur un scenario donn® (ex. rejets doef
do®l argir la d®marche ° un ensemble de situations

industries du cycle du combustible nucl @ai rded,®|1 et i iC
jusquodaux Uh®c hdeetss )I.i mi t es maj eures qui emp°®°che | a val

risque écologique des mélanges de substances est la connaissance limitée que nous avons des situations

ddexpositions tngesillgsera doncandcessaire®ldai dent i fi er l es situat.
m®|l ange qui sont Il es pl us repr®sentatives (anal yse
probables issus des diff®rentes activi tsqels uansguerd®e pi qu
s0O®carter de | dhypoth se de non interaction esttal.,l e p

2010) pourrait déja fournir une base de classification des groupes de substances a priori additives ou au
contraire présentant un p otentiel de synergie. Une telle approche pourrait aussi intégrer les

radionucléides.

Nos travaux précédents ont aussi permisde t est er |l es m®t hodes permettant
pour un m®l ange binaire et de mi ¢eotxi eloanpr elnda rei. Geerse mk
travaux devront étre poursuivis pour des mélanges ciblés en développant une approche intégrée (ci -

aprés). Cependant, il reste difficilement envisageable de tester de maniére systématique une infinité de

mélanges binaires. Pour la généralisation de cette démarche, il y a un grand besoin de développer un
sch®ma de classification des substances sur | a bas
| 6application des di ff®rents mo d | e snced Sua thdbbse ide lm  ( C A
connai ssance des r ®cepteurs " | 6origine de | a r ®p o
évaluation plus adéquate des effets, en focalisant les évaluations sur le type de récepteur biologique

touché plutét que sur chaque subst ance ou groupe de substances chimiqu

dose pour repr®senter | 6exposition des substances rad
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- développer un modéle intégré ddexposition et ddeffet des m®l anges
modéles BLM-PBPKDEBtox, permettant une représentation mécaniste des interactions entre
deux substances
Collaborations : thése A Margerit 2021-2015, IRSN (F Alonzo, C LecomtePradines), HSM (E
Gomez), ®qui pes du r®seau dbéexcel |l emdsea, CBHI N Ronénlans,Spur geo
SCK.CEN, D Oughton, UMB)

le retour d desxéud@s gue noaseavons effectuées sur les mélanges binaires montre que la

prise en compte des m®l anges de s ub s tréeliements enisageable oact i ve
que dans une approche intégrée, prenant en compte a la fois les interactions (i) de nature physico -
chimiqgue dans | e milieu dbéexposition (domaine de | a sp
organismes, en particulier les membranes et les transporteu rs (processus intégrés sous le vocable de
biodisponibilité & voir ci-aprés les développements prévus), (iii) de nature toxicocinétique (distribution

dynamique des substances d a n s | organi sme) , et enfin (iv) HBhe natur
particulie r, au-dela des approches classiques en écotoxicologie pour interpréter les effets des mélanges

(addition des concentrations, addition des effets), la théorie DEB (Dynamic Energy Budget) abordée en

partie dans les travaux précédents (§ 1.4) offre la possibilité de comprendre et d d i et eéfety sarra

croissance, la reproduction ou la survie des organismes. Elle donne aussil a possibilit® dobéexp
interactions observées en prenant en compte de maniére explicite les méc anismes biologiques sous

jacents qui sont impliqués : elle pourrait donc aider a identifier les mécanismes clés et permettre de

focaliser les priorités futures de recherche en modélisation et expérimentations pour améliorer nos

capacités a identifierlesm ®c ani smes ddéi nteraction desetad u20@®r ances en m

Free S ————————————

 toxicokinetics DEB model . | endpoints |
i i i food faeces: : intime
assimifation
chemical A| : I .
; i body size

raroity . reserves maturity reprod uction |
I maintenance maintenance survival
‘ chemical C| ;
: 1| structure atoll |
offspnng

Sch®ma de | dapproche biologique propos®e pour d®crire
(doéapr etalJ 2040 r

Appliquer une telle approche pour le cas des mélanges de radionucléides pourrait potentiellement
permettre de valider | e concept de | daddition des doses
ddédidenti fier l es besoins déd®tablir des facteurs doef fi
diffé rentes expositions (externe, interne). Pour le cas des mélanges avec des substances stables, elle
permettrait de coupler cette approche avec des modéles innovants basés sur la description des processus
de biodisponibilit® (BLM, ét@yes) dont il d @@ cnontrénaur lestexemples ( bi oci n
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uranium-sélénium et tritum -cui vre qudune partie des interactions p

flux et cinter®disatpru des sultstdnces dans lesorganismes.

Pour mener a bien cette action, de s donn®es exp®ri mentales ddéexpo:
radionucl ® des seuls ou en m®l anges avec dféautres coc
générées. Différentes combinaisons binaires seront envisagées en prenant en compte les similitudes et

di ff®rences de mode doéaction dans | e but do®t udi er | e

- disposer de méthodes analytiques et de modéles de biodisponibilité calibr és, permettant de
d®t er mi ner | 6exposition aux (&M Mpaeatt iaankm) rdans dded wrcd

conditions réalistes (déploiement in situ , présence de matiére organique dissoute € )

Collaborations : ANR AMORE et groupe dob6experts O6BKO®atk, spon
Ineris ; C Gourlay, V Archimbaud, Irstea), IRSN (L Février, F Coppin, S Frelon, O Simon, C Adam
Guillermin), HSM (E Gomez, projet EC2CO/ MOBI VEC)
Salbu, UMB; H Vandenhove, SCK.CEN S Lofts, CEH)

Llune des | imites de | 6approche BLM reposidastlur clee jfo
calibr® que sur uorganismemb rlea Ig@mi@&r& Id& ati on ° ddautres
taxonomique reste donc un challenge et pourrait étre abordé par différentes approches : (i) considérer

une similitude dans le mécanisme déacti on entre esp ces (similitude

| 6interface avec |l e Iigand bi ol ogi @iucensidéreriune similituded e d a
entre les traits biologiques (voire écologiques) des espéces étudiés. Ces réflexions sont en cours au sein du

Gr oupe d deodspanibilttéesd et ANRAMORE

Par ailleurs, l e d®vel oppement et la validation doéo
traces m®talliques, et en particuliivdare lad urnandduem  medr
application dans un contexte de multi -contamination et dans des échantillons complexes. Dans ce cadre,

différentes actions sont prévues :

0 d®v el oppe manodele BL&wcomplet Ce travail est prévu dans le cadre du réseau
d 0 eekence STAR et permettront de développer en paralléle un modéle de type BLM
pour | duranium sur plusieurs organycomgsenfyv ®g ®
intégrant les interactions avec les ETM pour lesquels un BLM existe déja (ex. cuivre,

cadmium)

o raffinement de la détermination de biodisponib ilité par des calculs de spéciation prenant
en compte la complexation U- Matiére organique dissoute (Quenching de fluorescence,
analyse de sensibilité des calculs de spéciation). Cette action nécessitera de déterminer
| 6®ventuell e biodisponibilit® des complexes o

sur la réponse des organismes

0 ma' trise des conditions ddéexposition en modul
nanovecteurs (projet EC2CO-MOBVYEC), et lien avec les concentrations et les doses

internes
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(0]

détermination de fracti on bi odi s porni ditd ¢ar k& gechhiguer DG@Tn i u m

(validation en laboratoire de la fraction labile en DGT pour estimer la biodisponibilité

mesure in situ de la fr action biodi sponi bl e de |

de matiére organique dissoute)

Our ani

um par
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et production scientifique

La production scientifique en dehors des travaux de théese est classée ci -dessous selon la codification
AERES. Pour 1l es articles index®s, 010get |t aombre dercitattbiisi mp a c t

(Scopus, au 30/3/2012) sont donnés entre parenthéses.

Pour les travaux directement issus de la (co)direction de stagiaires, doctorants et post -doctorants (voir

8Erreur ! Source du renvoi introuvable. ), le nom de la personne est encadré (ex. [Réty Q).

Articles dans des revues internationales ou nationales avec comité de lecture répertoriées (n=26)

L index H (auto-citations exclues) est de 8 (8 articles cités au moins 8 fois).

(*) article dont le tiré & part est fourni dans la troisieme partie de ce mémoire.

ACL12a [Al Kaddissi§ Legeay A, Elia AC, Gonzalez P, Camilleri V, Gilbin R, Simon O (2012). Effects of uranium on
crayfish Procambarus clarkii mitochondria and antioxidants responses after chronic exposure: What have
we learned? Ecotoxicology and Environmental Safety 78:218-224. (I.F. JCR 2010 : 1.466).

ACL12b(*) [Réty Ej, Gilbin R, Gomez E. (2012). Induction of reactive oxygen species and algal growth inhibition by
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Aquatic Toxicology 99(3):309-319. (I.F. JCR 2010 : 3.333/ cité 6 fois).

ACL09a(*) Mathews T|, Beaugelin-Seiller K, Garnier-Laplace J, Gilbin R, Adam-Guillermin C, Della-Vedova C (2009). A
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ACL08d(*) Garnier-Laplace J, Copplestone D, Gilbin R, Alonzo F, Ciffroy P, Gilek M, Agliero A, Bjork M, Oughton DH,
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reproductive success of Daphnia magna. Journal of Environmental Radioactivity 99(1) :134-145. (I.F. JCR
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375(1-3):244-256. (I.F. JCR 2010 : 3.190 / cité 31 fois).
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Toxicology 80(3):228-236. (I.F. JCR 2010 : 3.333 / cité 9 fois).
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Environmental Science and Technology 40(20):64986505. (I.F. JCR 2010 : 4.827 / cité 30 fois).
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S168. (I.LF. JCR 2010 : 0.862).
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23(9):2154-2161. (I.F. JCR 2010 : 3.026 / cité 27 fois).

ACLO03a(*) TusseauVuillemin MH, Gilbin R, Taillefert M (2003).A dynamic numerical model to characterize labile
metal complexes collected with diffusion gradient in thin films devices. Environmental Science and
Technology 37(8):1645-1652. (I.F. JCR 2010 : 4.827 / cité 45 fois).
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ACLNO9a Beaugelin-Seiller K, Garnier-Laplace J, Gilbin R, Adam-Guillermin C (2009). A unified Ecological Risk
Assessment on freshwaters for chemical and radiological ecotoxicity: The uranium case. Radioprotection
44(5):913-918. (I.F. JCR 2010 : 0.862).

ACLNO9b Garnier-Laplace J, Beaugelin-Seiller K, Gilbin R, Della-Vedova C, Jolliet O, Payet J (2009). A Screening
Level Ecological Risk Assessment and ranking method for liquid radioactive and chemical mixtures released
by nuclear facilities under normal operating conditions.  Radioprotection 44(5):903-908. (I.F. JCR 2010 :
0.862 / cité 2 fois).

ACLNO8a Beaugelin-Seiller K, Garnier-Laplace J, Gilbin R, Adam-Guillermin C (2008). Uranium chemical and
radiological risk assessment for freshwater ecosystems receiving ore mining releases: Principles equations
and parameters, AIP Conference Proceedings 1034:333336.

Articles dans des revues sans comité de lecture (n=3)

ASCL10 Gilbin R, Garnier-Laplace J; Hinton TG; Alonzo F; Beaugelin K (2010). Understanding and evaluation of
exposure an effects to non Human species from Radionuclides: recent adva nces and perspectives in nuclear
ecotoxicology research in France and Europe. IANCAS Bulletin nov. 2010

ASCL09 Berthomieu C, Chapon V, Gilbin R (2009). Utilization of bacteria to decontaminate the environment
contaminated by radionuclear materials [Utilise r des bactéries pour dépolluer les environnements
contaminés par des radionucléides]. Biofutur (295):33 -36.

ASCL08 Adam-Guillermin C, Alonzo F, Bonzom JM, Gilbin R, Garnier-Laplace J, Simon O (2008). Ecological
consequences of chronic uranium exposure [Conséquences écologiques d'une exposition chronique a
I'uranium] (2008) Biofutur (291):42 -45.
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Communications par affiche dans un congrés international ou national (n=45)

AFF12a  Février L, Guigues S, Pelfréne A, Bucher G, Frelon S, Coppin F, Simon O, Gilbin R (2012). Assessment of U
bioavailability in water: complementary use of thermodynamic modelling and DGT. 4éme séminaire
spéciation CETAMA 2931 Mai 2012 Montpellier

AFF12b  Gilbin R, Février L. ; Beaugelin-Seiller K, Garnier-Laplace J (2012). Apport desrecher c hes sur
de | duranium en eau douce pour |l a proposition dou
réseau Antiopes, 19-20 mars 2012, Avignon.

AFF12c  Frelon S, Simon O, Cagnat X, Gurriaran R, Beaugelin K, Gilbin R (2012). Uranium & dosimetry in aquatic
organisms: which isotopes & descendants to consider?. IRPA 1118 mai 2012 Glasgow Ecosse

AFF12d  Frelon S, Mounicou S, Gilbin R, Simon O (2012). Uranium fate in crayfish after different conditions of
exposure. Focus on U accumulation and speciation in the cytosolic fraction of 2 target organs: gills and
digestive gland. SETAC 224 mai 2012 Berlin

AFF10a Adam-Guillermin C, Cavalié |, Camilleri V, Gagnaire B, Gilbin R, Garnier -Laplace J (2010). Genotoxicity in
gills and gonads of the zebrafish Danio rerio in relation to uranium toxicokinetics. SETAC 23 -27 mai 2010
2010 Seville

AFF10b [Al Kaddissi § Simon O, Legeay A, Gonzalez P, Camilleri V, Floriani M, Gilbin R, Massabuau JC (2010). A
comparative study of effects of acute exposures t o uranium and cadmium on cellular and population levels
of the crayfish: Procambarus clarkii.. SETAC 23-27 mai 2010 2010 Seville

AFF10c  [Al Kaddissi$, Simon O, Legeay A, Gonzalez P, Camilleri V, Floriani M, Gilbin R, Massabuau JC (2010).Etude
comparatve de | 6i mpact de | duranium et du cadmium che-4d
avril 2010 Versaille

AFF10d Si mon O, F1 o c 0 GilbiER (203@).fEffacts gnd dhyvironmental consequences of U exposure on
the fish Danio rerio. SETAC 237 mai 2010 2010 Seville

AFF10e Si mon O, FIl oc dGibinR (20 ReEpoptBxicit® de [ dUranium c
31 mars-1 avril 2010 Versaille

AFF09a  Février L, Pelfréne A, Le Moing F, Bonzom JM, Coppin F, Motelica-Heino M, Gilbin R (2009). Uranium
measurement by DGT: validation of the DGT technique in simplified media and first deployment in a
naturally contaminated sediment. Conference on DGT and the Environment (Santa Margherita di Pula
Sardinia Italy). 7/10/2009 au 9/10/2009

AFF09b  Gagnaire B, Bonzom JM, Boyer P,Gilbin R, Pradines C, Simon O. (2009). Toxicity evaluation of the effluent
of a nuclear plant (Tricastin France) after an uranium spillage using a battery of bioassays. ASLO 25 -30 janv
2009 2009 Nice

AFF09c [Massarin §, Alonzo F, Dutilleul M, Gilbin R, Poggiale JC (2009). Effects of multigenerational uranium
exposure on life history and energy budget of Daphnia magna. SETAC Europe 19th Annual Meeting
(Goteborg Suéde). 31/05/2009 au 4/06/2009

AFF09d , Gilbin R, Gomez E. (2009). Toxicity of tritiated water as single substance or in mixture with copper
on green algae (Chlamydomonas reinhardtii). SETAC Europe 19th Annual Meeting (Goteborg Suede).
31/05/2009 au 4/06/2009

AFF09e Simon O, Mottin E, Geffroy B, Gilbin R (2009). Accumulation levels and effect of trophic transfer of U in
the fish D. rerio. PRIMO 17-20 mai 2009 2009 Bordeaux

AFF08a [Bourrachot §, Aubergat L, Gilbin R (2008). Effects of uranium on Zebrafish reproductive function: links
with biomarkers of exposure and of effects SETAC Europe- 18th Annual Meeting Varsovie Pologne.

AFF08b  [Massarin §, Alonzo F, Gilbin R, Poggiale JC (2008). Effects of food conditions on physiological processes
and energy budget of Daphnia magna exposed to radionuclides - SETAC Europel8th Annual Meeting
(Varsovie Pologne) 25/05/2008 au 29/05/2008

AFF08c [Réty g, Gomez E, Gilbin R (2008). Interaction of two types of ionising radiation (beta and gammay) on
copper uptake by freshwater algae (Chlamydomonas reinhardtii) . SETAC Europe 18th Anual Meeting
(Varsovie Pologne) 25/05/2008 au 29/05/2008

AFF08d Simon O, Massarin S, AdamGuillermin C, Cavalié |, Bourrachot S, Gilbin R (2008). Investigating the
embryotoxic and genotoxic effects of gamma irradiation on zebrafish eggs. SETAC Europe 18thAnnual
Meeting (Varsovie Pologne) 25/05/2008 au 29/05/2008

AFF08e [Zeman H, Alonzo F, Pradines C, Aliaume C, Gilbin R (2008). Importance of water chemistry for the toxicity
of uranium in an aquatic organism. 5th SETAC world Congress 03/08/2008 au 07/08/200 8

AFF08f  [Zeman H, Pradines C, Aliaume C, Gilbin R (2008). Effect of a binary mixture (Uranium -Selenium) on the
microcrustacean Daphnia magna. SETAC Europe 18th Annual Meeting 25/05/2008 au 29/05/2008

AFF07a  [Alonzo F, Gilbin R, Zeman F, Garnier-Laplace J (2007). Effects of chronic internal alpha irradiation on
individual energy budget in Daphnia magna and consequences for population dynamics. SETAC Europe 2007
Meeting 20-24 may 2007 Porto (Portugal).

AFFO7b  Garnier-Laplace J, Beaugelin K, Payet J, Gilbin R (2007). A screening level risk assessment and ranking
method for chemical and radioactive mixtures released in freshwaters by nuclear facilities under normal
operating conditions. SETAC Europe 2007 Meeting 2624 may 2007 Porto (Portugal).

AFF07c  [Geoffroy Ll Gilbin R, Guillemin M, Adam-Guillermin C, Pradines C, Garnier-Laplace J (2007). Selenium
uptake and effects on freshwater phytoplankton : increasing ecological relevance by using various chemical
forms algae species and sensitive endpoints. SETAC Europe Q07 Meeting 20-24 may 2007 Porto (Portugal).

AFFO7d [Réty 4, Gilbin R, Gomez E, Garnier-Laplace J (2007). Effects of multiple stressors on freshwater algae:
application to routine liquid effluents released from nuclear power plants. SETAC Europe 2007 Meetin g 20-
24 may 2007 Porto (Portugal).
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AFFO7e  [Zeman R, Gilbin R, Alonzo F, Pradines C, Garnier-Laplace J, Aliaume C (2007). Chronic effects of uranium
on Daphnia magna and consequences on populations: Integrating physiological processes into a classical 21-
day reproduction test. SETAC Europe 2007 Meeting 2024 may 2007 Porto (Portugal).

AFFO7f  [Zeman H, Pradines C, Gilbin R, Garnier-Laplace J, Aliaume C (2007). Selenium and uranium combined
effect on the microcrustacean Daphnia magna: a preliminary study. S SETA C Europe 2007 Meeting 2024
may 2007 Porto (Portugal).

AFFO6a [Bourrachot §, Fuma S, Alonzo F, Gilbin R, Garnier-Laplace J (2006). Chronic effects of uranium on
ingestion and reproduction in Daphnia magna. Consequences for trophic transfer and energy budget . SETAC
Europe 2006 Meeting The Hague (Netherlands).

AFF06b  Gilbin R, Alonzo F, Pradines C, Fuma S, Zeman F, Bourrachot S, GarnierLaplace J (2006). Assessing chronic
effects of radioactive substances at individual and population levels in Daphnia magna. E xperimental and
modelling approach. (P) SETAC Europe 16th annual meeting The Hague The Netherlands 711 may 2006

AFFO6c  [Zeman H, Alonzo F, Gilbin R, Pradines C, Garnier-Laplace J (2006). Chronic effects of selenium on
physiological processes of Daphnia Magia. SETAC Europe 2006 Meeting The Hague (Netherlands).

AFF05a  [Alonzo F, Gilbin R, Garnier -Laplace J (2005). Extrapolating effects of stress from individuals to populations
based on bioenergetics: Experimental and modelling approach. SETAC Europe 15th Annud Meeting Lille
France

AFF04a Casiot C, Aliaume C, Gomez E., Naulet F., Hewa Bandulage A, Parra K, Gilbin R., Casellas C, Elbaz
Poulichet F (2004). Seasonal variations of arsenic and metal concentrations in a river impacted by acid
mine drainage (Carnoulés site France) ; relationship with metal concentrations in fish. SETAC Europe 15th
Annual Meeting Prague Tcheck Republik

AFF04b  Gilbin R, Garnier-Laplace J (2004). Dose effect relationship on the green algae Chlamydomonas reinhardtii:

a first attempt to dis criminate chemo and radiotoxicity on growth parameters using different uranium
isotopes. SETAC Europe 15th Annual Meeting Prague Check Republik

AFFO4c  Svadlenkova M, Gilbin R, Fortin C, Garnier -Laplace J (2004). Uranium adsorption and uptake by the diatom
Cyclotella meneghiniana: A comparison with the green alga Chlamydomonas reinhardtii. SETAC Europe 15th
Annual Meeting Prague Tcheck Republik

AFF03a Gilbin R, Fortin C, Adam C, Pradines C, Floriani M, Sabatier S, Garnier-Laplace J (2003). Uranium chronic
toxicity for a green alga: Bioavailability cellular distribution and relevant toxicity endpoints. SETAC Europe
Hamburg MOP/96

AFF02a |Devez A, Gilbin R, Gomez E, Persin F, Andrieux P, Casellas C (2002). Copper speciation bioavailability and
toxicity in runoff waters from contrasted fields and aquatic ecosystem receptor in a multipollution context.
Résumé accepté pour un poster. SETAC Europe 12th Annual Meeting Vienna Austria 1216 May 2002.

AFF02b  Gilbin R, Bakkaus E, TusseauVuillemin MC (2002). Trace metals monitoring in water: ability of DGT
measurements for the estimation of bioavailability. Poster. EGS annual meeting Nice France 21 -26 May
2002. AEHMS 7th International Conference. Lyon 1517 septembre 2003.

AFFOla [Devez A, Gilbin R, Gomez E, Andrieux P, Persin F, Casellas C (2002). Bioavailability of copper zinc and
arsenic species in runoff waters from contrasted fields in a Mediterranean vineyard catchment. Poster.
SETAC Europe 11th Annual Meeting 6.0 mai 2001 Madrid Espagne.

AFFO1b [Devez A Gilbin R, Gomez E, Casellas C, Persin F (2001).Spéciation et Biodisponibilit¢ du Cuivre présent
dans |l es eaux de ruissellement de parcelles viticoles
Comportement des Mati res Or g2i-82 Nguerabse 2@ linsogek Brdhcey i r o n n e 1

AFFOOa Guéguen C, Gilbin R, Pardos M, Dominik J. (2000). Trace Metal Bioavailability in a Polluted River: The
Upper Vistula River (Southern Poland). Poster. ASLO Aquatic Sciences Meeting "Research Across Boundaries"
5-9 juin 2000 Copenhagen Danmark.

AFFOOb  Guéguen C,Gilbin R, Dominik J, Pardos M (2000). Role of the colloidal fraction in metal distribution in the
Vistula River Poland. Poster. 5th International Symposium & Exhibition on Environmental Contamination in
Central & Eastern Europe 12-14 Sept. 2000 Prague Czech Republic.

AFF00Oc  Guéguen C, Loizeau JL,Gilbin R, Arpagaus P, Pardos M, Dominik J (2000). Separation and characterisation
of colloidal material in natural waters using tangential flow ultrafiltration : example of the Upper Vistula
River. Poster. 4th International Conference and 16th National Conference " Water Supply and Water Quality
" 11-13 Sept. 2000 Krakow Poland.

Communications orales dans un co ngrés international ou national (n=48)

COM12a Gilbin R, Février L, Beaugelin-Seiller K, Garnier-Laplace J (2012). Uranium : vers une norme de qualité
environnementale pour les cours d'eau frangais. SFRP 1920 juin 2012 Paris

COM12b [Pereira §Cavalie I, Camilleri V, Floriani M, Gilbin R, Garnier-Laplace J, Adam-Guillermin C (2012). Etude
de la génotoxicité des métaux trace dans des cellules embryonnaires de poisson zébre: caractérisation de
la réparation des cassures double-brin . ANTIOPES 120 mars 2012 Avignon

COM1la [Al Kaddissi$, Simon O; Legeay A; Gonzalez P; Camileri V; Frelon S; Gilbin R (2011). The use of molecular
responses of crayfish Procambarus clarkii as biomarkers of cadmium and uranium. . SETAC Europe 189
Mai 2011 2011

COM11b Faucher K, Adam-Guillermin C, Floriani M, Gilbin R (2011). Applications du MET et du MEB en écologie
sensorielle -cas de l'observation de certains organes sensoriels cibles en écotoxicologie chez le poisson.
GUMP 916 mai 2011 2011 Pointe-a-Pitre (Guadeloupe)
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