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Sommaire

Les contaminants d’intérét émergent sont définis comme des matériaux et produits chimiques na-
turels, manufacturés ou synthétiques qui ont été découverts ou sont suspectés présents dans divers
compartiments environnementaux et dont la persistance ou la toxicité sont susceptible d’altérer le
métabolisme des étres vivants. Ces composés peuvent étre divisés en plusieurs classes qui sont :
les composés pharmaceutiques, les produits de soins personnels, les plastifiants ou encore les re-
tardateurs de flamme. Ils sont majoritairement transportés dans I’environnement aquatique via les
usines de traitement des eaux usées qui sont inefficaces pour I’élimination de ce type de composés.
Ils sont donc retrouvés dans I'environnement aquatique a de faibles concentrations de 1'ordre du
nanogramme par litre dans le monde entier et il a été montré que méme a de telles concentrations,
ces contaminants peuvent avoir des effets sous-létaux sur les organismes vivants. Cependant, les
tests de toxicité chronique classiquement utilisés se révelent trop peu sensibles pour détecter ce
genre d’effets sous-létaux, et le travail décrit dans ce mémoire vise a développer de nouveaux outils
pour augmenter la sensibilité de ces tests. Pour y parvenir, 'approche utilisée est ’ajout d’un nou-
veau parametre métabolique (variations de la concentration d’un métabolite) au test de toxicité
chronique de I’Organisation de Coopération et de Développement Economique (OCDE) n° 211. Ce
test est effectué sur une espece modele en écotoxicologie, et le nouveau parametre étudié est donc

un métabolite essentiel a la survie de cette espece : 'ecdystéroide 20-hydroxyecdysone (20E).

Ce mémoire présente le développement d’une méthode d’exposition chronique a un des mélanges
de contaminants, qui couplée a une méthode d’analyse par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) vise a mesurer les variations de la concentration
en 20E chez D. magna. Ce bioessai a été développé a partir d'une méthode LC-MS/MS existante et
de la ligne directrice de 1’Organisation du Commerce et du Développement Economique (OCDE)
n°211. Grace a la combinaison de ces deux méthodes, il a été possible de mesurer une diminution
de cette concentration (de ~21 a ~13 ngl't) chez des daphnies exposées a un mélange de composés
hypolipémiants a une concentration de 1 ugl! chacun, et une augmentation (de ~17 & ~26 ngl.'!)
lors d’'une exposition a un mélange de 19 contaminants de différentes classes (antidépresseurs,
hormones, hypolipémiants, plastifiants) & cette méme concentration. Il est donc possible d’utiliser
cette méthode pour détecter des effets sous létaux des mélanges de contaminants sur Daphnia

magna.
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Le projet décrit ici a pour but d’augmenter les connaissances sur les effets des contaminants d’in-
térét émergent sur les écosystemes aquatiques et en particulier sur la puce d’eau D. magna en
étudiant un métabolite essentiel a sa survie en tant qu’espece. De plus, 'approche utilisée propose
une méthode capable de détecter les effets de mélanges de contaminants organiques sur I’environ-
nement et donc potentiellement capable d’évaluer le risque d’expositions a de tels mélanges pour

les écosysteémes aquatiques.

Mots clés : Daphnia magna, écotoxicologie, effets sous-létaux, crustacés, toxicité des mélanges,

ecdystéroides.
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Introduction

Les avancées dans l'analyse de traces réalisées a la fin du XXeéme siecle grace a l'apparition, au
développement et a 'augmentation de la sensibilité de technologies telle que la spectrométrie de
masse ont permis la détection d’une nouvelle gamme de composés, présents a de tres faibles concen-
trations. Certains de ces composés sont appelés contaminants d’intérét émergent (CIEs) et sont
définis comme des matériaux et produits chimiques naturels, manufacturés ou synthétiques qui ont
été découverts ou sont suspectés présents dans divers compartiments environnementaux et dont
la persistance ou la toxicité sont susceptibles d’altérer le métabolisme des étres vivants [5]. Ces
composeés se divisent en plusieurs classes : les pharmaceutiques, les produits de soins personnels,
les plastifiants et les retardateurs de flamme. Ils sont transportés dans les milieux aquatiques via
les rejets des usines de traitement des eaux usées et sont notamment retrouvés dans les rivieres
contaminées d’Europe, d’Amérique, d’Asie et d’Océanie [1]. En Antarctique, des produits pharma-
ceutiques et de soins personnels (bisphénol A, octylphénol, triclosan, parabens et filtres UV) ont
été détectés a des concentrations de l'ordre du nanogramme par litre [6] alors qu’en Afrique, la
présence d’agents anti-infectieux a été démontrée [7]. Ceci montre la présence généralisée et cette
contamination des sources d’eau est une situation préoccupante en raison des potentiels effets né-

fastes sur les écosystemes.

Les effets sur les écosystemes aquatiques sont généralement évalués par l'utilisation de test de
toxicité utilisant des especes modeles telle la Daphnia magna. Deux types de tests sont recom-
mandés par l'organisation de coopération et de développement économique (OCDE) : le test de
toxicité aigtie ([8]) et le test de toxicité chronique ([9]). Le test de toxicité aigiie consiste en un
essai d’immobilisation immédiate dans laquelle la C'Es5q (concentration estimée capable d’immo-
biliser 50% des organismes) a 48h est déterminée. Cependant, les CIEs étant souvent présents a
I’état de traces il est peu probable d’observer une toxicité aigiie, alors qu’il a été montré que ces
contaminants peuvent avoir des effets sous-létaux et peuvent notamment mener a des changements
comportementaux [10]. Il est donc pertinent d’utiliser un test de toxicité chronique pour évaluer
les potentiels effets néfastes de ces contaminants sur les écosystemes. Ce test évalue 'effet des pro-
duits chimiques sur le taux de reproduction de Daphnia magna lors d'une exposition d’une durée de
21 jours. Cependant, les parametres utilisés lors de ces tests chroniques (mortalité, reproduction,

développement) ne sont pas suffisamment sensibles pour détecter les effets sous-létaux entrainés



par une exposition prolongée a de faibles concentrations et il est donc nécessaire de développer de
nouveaux parametres qui permettront d’accroitre la sensibilité de ce type de test afin de permettre

une évaluation plus réaliste des expositions environnementales réelles.

Les métabolites, notamment les hormones, sont les intermédiaires et les produits du métabolisme,
qui lui-méme est défini comme ’ensemble des réactions chimiques qui se produisent au sein des
organismes vivants. La métabolomique correspond a l'identification et a la quantification de ces
petites molécules présentes dans les fluides biologiques, les cellules ou les organismes vivants. La
métabolomique est une prise d’empreinte correspondant a la derniere étape dans la réponse mo-
léculaire a un médicament, un régime alimentaire, un mode de vie, a ’environnement ou a des
modifications génétiques. Cette empreinte métabolique permet la découverte de biomarqueurs [11]
et 'identification et la quantification des métabolites discriminants entre des populations exposés
différemment & des stimuli permettent de lier la réponse biologique a 'exposition [12]. L’hypothese
est donc que la quantification d’un ou plusieurs métabolites essentiels a la survie d’une espece se-

rait un parametre assez sensible pour détecter les effets sous-létaux d’un mélange de contaminants.

L’espeéce choisie pour vérifier cette hypothese est un crustacé tres utilisé en écotoxicologie, la
Daphnia magna. Cette espece a une position clé dans la chailne alimentaire aquatique puisqu’elle
se nourrit d’algues et de bactéries et est une source d’alimentation pour certaines especes de pois-
sons. Elle est largement distribuée dans I'hémisphere nord et est aussi présente dans certaines
zones de ’hémisphere sud (Afrique du Sud). De plus, elle possede un mode de reproduction par-
thénogénétique, c’est-a-dire que les femelles adultes vont engendrer une progéniture (néonates)
génétiquement identique et ainsi éliminer la variabilité génétique. D. magna se reproduit rapide-
ment (6 & 10 néonates tous les 3 a 4 jours) et est relativement facile a cultiver et est donc une

espece communément utilisée pour les tests de toxicité [2].

Les ecdystéroides sont des hormones de la mue et sont aussi suspectés d’étre impliqués dans la
reproduction et le développement embryonnaire des insectes et crustacés [13]. Ces hypothéses
tendent a étre confirmées par une étude ayant montré que lorsqu’un taux d’ecdystéroides élevé
est maintenu chez D. magna, le processus de mue est inhibé [14]. Ceci coincide avec la chute du
niveau d’ecdystéroides naturellement observée avant la mue [4]. Les variations du niveau d’ecdys-
téroides total dans 'organisme entier de D. magna exposé a différentes concentrations de cadmium
ont montrés un effet dose-réponse, le niveau d’ecdystéroides augmentant avec la concentration de
cadmium [14]. Une autre étude a montré que les niveaux d’ecdystéroides diminuent en présence
de contaminants organiques, et quun développement anormal des embryons en résulte chez D.
magna. Les résultats de ces études démontrent le caractere indispensable des ecdystéroides pour le
développement normal des embryons chez D. magna. Il semble donc important d’évaluer les effets

des contaminants sur ce type de composés, puisque leur role est essentiel pour la survie de 'espece.



La 20-hydroxyecdysone (20E) étant I'ecdystéroide prédominant chez les crustacés [4], 'hypothese
faite ici est que la variation de concentration de cette derniere est un parametre assez sensible pour
la détection d’effets sublétaux chez Daphnia magna apres exposition a des contaminants. Cette
hypothese sera testée grace a des tests de toxicité chronique ([9]) lors desquels les daphnies seront
exposées a un mélange de contaminants organiques émergents. La mesure des concentrations en
20E sera ensuite effectuée grace a un méthode de chromatographie en phase liquide couplée a la

spectrométrie de masse en tandem.



Chapitre 1

Daphnia magna : espece modele pour la

recherche en écotoxicologie

1.1 Ecotoxicologie

L’écotoxicologie est définie comme 1'étude du devenir et de l'effet d’un composé chimique sur un
écosysteme. La principale différence avec la toxicologie dite classique est le type d’espece utilisé
pour réaliser les tests. En effet, en écotoxicologie Daphnia spp. sera utilisée alors qu’en toxicologie
classique des rats de laboratoire seront utilisés. L’écotoxicologie a pour but de relier les effets d’un
composé chimique sur un écosysteme particulier plutot que sur un seul organisme. Lors de tests
classiques, les parametres évalués habituellement sont la mortalité, la reproduction, le développe-
ment [15]. Cependant, les composés organiques relachés dans I'environnement sont retrouvés a des
concentrations telles que les parametres mentionnés se révelent insuffisamment sensibles pour dé-
tecter de potentiels effets sur 'organisme test avant que ceux-ci soient devenus irréversible [16]. La
sensibilité d’un parametre peut étre discuté en termes de graphe dose-réponse (Figure 1), concept
qui dit que des doses croissantes résultent générallement en une augmentation de l'intensité et de

la diversité des effets toxiques.

En effet un parametre sera considéré comme plus sensible si pour la méme réponse toxicologique, la
concentration d’exposition est plus faible [17]. Par exemple, De Lange et al. ([10]) ont montré que
les effets d’une exposition a des contaminants organique non détectés par les parametre. En effet,
lorsque le choix entre des sédiments contaminés aux hydrocarbures aromatiques polycycliques ou
non est donné a Gammarus pulex et Asselus aquaticus, les deux especes vont se diriger vers les sé-
diments propres. Le comportement des especes vis-a-vis de ’exposition est donc un parametre plus
sensible et ceci confirme le fait que le développement de nouveaux parametres pourrait permettre

la détection d’effets sous-létaux des contaminants.
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F1GURE 1 — Graphique dose-réponse. La courbe a gauche représente un parametre plus sensible
que celle a droite.

1.2 Réponse métabolique

La premiere réponse apres une exposition a un ou des contaminants apparait au niveau cellulaire et
les effets les plus importants observés sont les modifications structurelles des membrane cellulaire,
I'inhibition d’enzymes, des interférences dans le métabolisme ou la biosynthese des protéines, des
lipides et des carbohydrates, et des modifications de ’ADN [15]. Parmi ces différents effets, la mo-
dification du métabolome et donc les changements au niveau des métabolites peuvent constituer
des parametres sensibles pour I’étude des effets sous-1étaux dus a une exposition aux contaminants.
Plusieurs groupes ont étudiés les effets d’'une exposition sur le métabolome de 1'espece Daphnia
magna. Taylor et al. [18] ont en effet montré que des changements du métabolome de D. magna
apparaissent lorsqu’elle est exposée au cuivre, validant ainsi ’approche métabolomique pour les
tests d’écotoxicité. Au niveau des expositions a des contaminants organiques, Vandenbrouck et al.
[19] ont montré qu'une exposition a deux hydrocarbures aromatiques polycycliques provoque des

changements dans le métabolome de D. magna, cette réponse augmentant avec la dose d’exposition.

Meéme si I'approche métabolomique n’est pas utilisé pour les travaux de ce projet de maitrise, ceci
montre que des changements au niveau moléculaire peuvent étre observés apres une exposition
a des contaminants et la mesure des niveaux de métabolites précis pourrait constituer de bons

parametres afin d’augmenter la sensibilité des tests d’écotoxicité.

1.3 Meélanges de contaminants

Les contaminants organiques, et notamment les produits pharmaceutiques, sont présents dans de
nombreux compartiments environnementaux (eaux de surface et souterraines, sols, biota) et leur

voie d’entrée prédominante est I'excrétion post-consommation dans les réseaux d’égouts suivie par



le rejet dans les rivieres via les usines de traitement des eaux, les trop-pleins d’égouts ou encore les
fuites dans le réseau. Les recherches existantes indiquent que les produits pharmaceutiques sont
présents dans les eaux douces a des concentrations de 'ordre du nanogramme par litre (Figure 2).
A de telles concentrations, la toxicité aigiie de ces composés pour la faune aquatique est considérée
comme négligeable, mais il existe un vide de connaissance au niveau des effets d'une exposition
chronique sur les organismes aquatiques [1]. Au minimum 38 de ces composés pharmaceutiques
ont été détectés dans les eaux de surface et souterraines dans chaque groupe régional des nations
unis (Afrique, Asie-Pacifique, Europe de l'est, Amérique Latine et Caraibes, Europe de 'ouest et
autres) et les effets écotoxicologiques de ces composés a des concentrations environnementales ont

été démontrés [20].
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FI1GURE 2 — Exemples de concentrations des composés pharmaceutiques retrouvés dans les régions
des nations unies [1]. Ces données sont tirées d'une revue de la littérature présentant les valeurs
médianes rapportés dans plusieurs articles scientifiques.

Cependant, 1’évaluation du risque environnementale est généralement réalisée a partir d’études
d’écotoxicologie ne concernant qu'un seul composé. Ceci pose un probleme puisque dans les mi-
lieux environnementaux, les contaminants organiques ne sont jamais présents seuls mais sous la
forme de mélanges de substances actives ainsi que leurs métabolites et produits de transforma-
tion. Ces contaminants organiques peuvent interagir, ce qui influence la toxicité des composés
qui peut étre augmenter ou diminuer par rapport aux composés seuls. Les interactions entre les

contaminants dépendent soit de leurs structures moléculaires, soit des modifications des processus



physiologiques qui apparaissent a l'intérieur de l'organisme. La réponse toxicologique peut étre
additive, inhibée ou synergique [15]. Les interactions entre ces composés ont été démontrées par
Flaherty et al. [21] et provoquent des effets qui ne peuvent étre prédits par les expositions a un
seul composé. En effet, 'exposition de Daphnia magna a un mélange d’acide clofibrique et de
fluoxétine a provoqués le déces de 62,5% des organismes exposés, alors que lors des expositions a
ces mémes composés mais individuellement, aucun effet n’était observé. Ceci contribue a démon-
trer 'importance d’étudier la toxicité des mélanges plutot que celle des composés seuls. De plus,
Melvin et al. [22] ont montré que U'exposition de limnodynastes peronii (amphibien) & un mélange
de trois composés pharmaceutiques (naproxene, carbamazépine et sulfaméthoxasole) entraine une
toxicité plus élevée que les expositions aux trois composés individuellement. Les effets des mélanges
de composés pharmaceutiques ne peuvent étre prédits par les tests individuels de toxicité de ces
mémes substances [23] et la toxicité de ces mélanges peut étre supérieure ou inférieure a la toxicité

des substances seules [24].

1.4 Espece modele Daphnia magna

Daphnia magna est 'espece communément utilisés pour les bioessais en écotoxicologie, et ceci pour
plusieurs raisons. Tout d’abord, sa petite taille, son temps de vie court ainsi que sa fécondité élevée
en font une espece économique a cultiver. De plus son mode de reproduction parthénogénétique
(Figure 3) permet d’obtenir des individus génétiquement identiques, ce qui permet de supprimer
les variations qui résulterait d’'un génome différent. Il est aussi possible d’utiliser des microbio-
tests, qui sont des tests de toxicité conduits a partir d’ephippia. Les ephippia correspondent & la
structure protectrice contenant 2 ceufs inactifs et qui peuvent résister a des conditions extrémes
(froid, sécheresse, ... ). Leur éclosion peut étre induite par un stimuli externe favorable tel qu'une
photopériode appropriée, une élévation de température ou encore la présence nouvelle d’eau dans
un bassin précédemment asséché [2]. Ces tests permettent d’éviter une culture permanente de
D.magna, qui est coliteuse et chronophage. Il est de plus difficile de maintenir une culture sans
variation des conditions, ce qui peut entrainer des changements sur la santé des daphnies, ainsi
que des variations non apportées par la présence de contaminants, créant ainsi de faux positifs.
L’utilisation de ces microbiotests permet de faire éclore les daphnies lorsque nécessaire ce qui per-
met une simplification et une réduction des cofits des tests de toxicité. De plus, plusieurs études
ont montré que les tests de toxicité aigiie réalisés avec des culture de D. magna classiques et ces
microbiotests donnent des résultats similaires [25] [26]. L’utilisation des microbiotests étant validée
pour les tests de toxicité aigiie, il est considéré ici que leur utilisation pour les tests de toxicité

chronique est possible.



Exuviation

s =
Individu juvénile +
Q Q Q@

Néonate
parthénogénétique

Exuviations
SUECESIIVES Exuviation (=mue) et libération
des néonates parthénogénétique

Femelle adulte \_/

Développement des ceufs

Femelle adulte avec ceufs

FIGURE 3 — Reproduction parthénogénétique de Daphnia magna [2]

1.5 Les ecdystéroides : hormones essentielles a la survie

de ’espece D. magna

La plupart des connaissances sur les ecdystéroides sont issues de travaux sur d’autres especes d’ar-
thropodes que D. magna. Cependant, la haute conservation des systémes endocriniens chez les
arthropodes [27] permet d’extrapoler a la daphnie. La principale fonction des ecdystéroides est
d’étre des hormones de la mue. Cependant, ils sont également impliqués dans le contrdle de la
reproduction et de 'embryogenese [4]. Ces différentes fonctions sont essentielles a la survie d'une
espece et les ecdystéroides sont donc de bons candidats pour étre des biomarqueurs permettant la

détection d’effets subtils apres une exposition a un mélange de contaminants organiques.

Les ecdystéroides sont synthétisés a partir du cholestérol, cependant les especes telles que D. magna
ne sont pas capables de synthétiser ce dernier et doivent 'obtenir a partir de leur alimentation. La
biosynthese des ecdystéroides est réalisée dans les cellules épithéliales intestinales [27] et peut étre
divisée en deux étapes distinctes [3] : 1) conversion du cholestérol en 55-dicétol et 2) conversion

du 58-dicétol en ecdystéroides (Figure 4).
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F1GURE 4 — Conversion du cholestérol en ecdystéroides dans les cellules épithéliales intestinales
des crustacés [3]

Parmi les quatre chemins réactionnels potentiels, qui menent respectivement a la 3-déshydro-25-



déoxyecdysone, la 3-déhydroecdysone, 'ecdysone et la 25-déoxyecdysone, seuls deux sont opéra-
tionnels a un temps donné chez une espece donnée. Ceci est dii aux activités relatives des enzymes
aux embranchements qui vont diriger les métabolites sur des chemins particuliers. Seuls deux ec-
dystéroides vont donc étre sécrétés par les cellules épithéliales intestinales. Apres la production
des ecdystéroides dans celles-ci, deux enzymes présents dans les tissus périphériques (gonades, épi-
derme, ...), la 35-réductase et la 20-hydroxylase, vont transformer ces derniers vers les produits

finaux qui circuleront dans I’hémolymphe (Figure 5).

25-déoxyecdysone 3-déhydro-20-hydroxyecdysone 20-hydroxyecdysone Ponastérone A

|

Ponastérone A

F1GURE 5 — Conversion des ecdystéroides sécrétés par les cellules épithéliales vers les ecdystéroides
qui circulent dans ’hémolymphe [3]

Les ecdystéroides présents dans 'hémolymphe sont donc déterminés par les composés sécrétés dans

les cellules épithéliales intestinales et par I'activité de la 33-réductase et de la 20-hydroxylase.

Comme mentionné précédemment, les ecdystéroides sont des hormones impliquées dans les proces-
sus de la mue et de la reproduction. En effet, le traitement de D. magna avec de la 20E exogene,

ecdystéroide majoritaire chez cette espece, provoque l'inhibition de la mue et de 'ovulation [28].
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De plus, 'exposition au cadmium provoque une élévation des niveaux d’ecdystéroides qui est as-
socié avec des troubles de la mue et de la reproduction [14]. Ces études indiquent que les niveaux
d’ecdystéroides et particulierement de la 20E sont liés aux processus de mue et de reproduction,
ce qui a été confirmé par Martin-Creuzburg et al. [4] lorsqu’ils ont montré les variations de ces

niveaux lors d'un cycle de mue chez D. magna (Figure 6).
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FIGURE 6 — Variations du niveau d’ecdystéroides au cours d’un cycle de mue chez D. magna [4]

Les différentes étapes de conversion du cholestérol vers les ecdystéroides sont réalisées grace aux
enzymes du cytochrome P450, une classe majeure des enzymes de détoxification et qui métabolisent
une large variété de substrats [29]. L’expression des geénes codant pour les enzymes du cytochrome
P450 coincide avec les changements des niveaux d’ecdystéroides dans 'hémolymphe au cours du
cycle de la mue chez les crustacés telles que le homard américain (Homarus americanus). Les
genes codant pour ces enzymes sont appelés genes Halloween [27] et il a été montré que les niveaux
d’ecdystéroides circulant dans 'hémolymphe sont corrélés avec les changements au niveau de 'ex-
pression de ces genes. En effet, le niveau total d’ecdystéroides chez le criquet palerin (Schistocerca
gregaria) est significativement réduit lorsque I'expression des genes est sous-régulée [30]. L’étude
de la transcription de ces génes pourrait donc permettre de mieux comprendre les changements de

concentration des ecdystéroides et apporter des informations complémentaires.
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Chapitre 2

Méthodes

2.1 Culture des daphnies et expositions

La culture des daphnies est faite selon la ligne directrice n°211 de 'organisation du commerce et
du développement économique [9] et adaptée de la méthode décrite par Venne et al. [31]. Plusieurs
modifications ont dues étre apportées a cette méthode. Tout d’abord, afin d’avoir des daphnies du
méme age a la fin des expositions et donc de I'extraction de la 20E, les descendants ont été éliminés
au fur et a mesure. Ceci permet d’éviter les variations de la concentration de 20E dues a I'age des
daphnies. Ensuite, il est nécessaire pour ce type de test d’avoir un nombre de réplicats biologiques
suffisant afin de pouvoir réalisé des tests statistiques. La conception de 'expérience a donc tenu
compte de cette exigence et d’autres contraintes telles que la place disponible dans le laboratoire,
et de la densité d’organismes par bécher qui est un parametre important afin de maintenir une
culture viable. Ces différentes contraintes ont menés au nombre de 6 réplicats de 25 individus par

groupe (exposés et controle).

Plusieurs probléemes ont été rencontrés lors de la culture des daphnies et ont permis de détecter
deux facteurs importants pour obtenir une population de Daphnia magna en bonne santé. Tout
d’abord, lors du démarrage de la culture avec les éphippies, il faut s’assurer que celles-ci sont agés
de moins de six mois, tel que recommandé par le fournisseur. En effet, si cette limite est dépassée,
le nombre de néonates obtenus sera trop faible pour le démarrage des expositions. Ensuite, il est
nécessaire de controler la température a I'intérieur de I'incubateur, et de garder une température
moyenne maximum de 25+2 °C afin d’éviter une mortalité élevée ou encore la présence d’individus
males.

Les différentes expositions a des mélanges de contaminants, listés dans le tableau 3 sont réalisées
suivant la ligne directrice n°211 de 'OCDE : «ligne directrice de '’OCDE pour les produits chi-
miques, Daphnia magna : essai de reproduction». Les conditions de culture de D. magna utilisé

pour le projet sont présentées dans le tableau 1.
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Tableau 1 — Conditions de cultures de 'organisme test D. magna

Organisme Daphnia magna
Alimentation Algue Raphidocelis subcapita
Température de culture 25+2 °C
Milieu de culture Eau douce standardisée
Intensité lumineuse 600 lux
Photopériode 16h lumiere, 8h obscurité
Oxygénation Bullage continu

Tableau 2 — Composition du milieu de culture (eau douce standardisée) de D. magna

Sel inorganique | Concentration (mg L)
CaCly 2H,0 204.0
MgSO, TH,0 123.3
NaHCO3 64,8
KCl 5,8

Le tableau 2 détaille la composition du milieu de culture utilisé pour la culture de 'organisme test

utilisé dans le projet de recherche décrit dans ce mémoire.

Les expositions sont réalisées a l'intérieur d’un incubateur qui permet de controler la tempéra-
ture (25 £+ 2 °C), de maintenir une intensité lumineuse constante de 600 lux et d’appliquer une
photopériode de 16 heures de lumiere et de 8 heures d’obscurité (Figure 7 a)). Au début du test
d’exposition, 25 daphnies néonates agées de moins de 24 heures sont placées dans des béchers de
2 litres. L’incubateur contient 12 béchers, 6 pour le groupe des individus exposés et 6 pour le
groupe des individus controles (Figure 7 b)). Un volume de 40 pL. d'une solution de contaminants
organiques dans le méthanol est ajouté dans les béchers du groupe exposé et afin que seule la
présence de contaminants different entre les 2 groupes, 40 ul. de méthanol sont ajoutés aux bé-
chers du groupe controle. Le milieu de culture est renouvelé 3 fois par semaine, et la solution de
contaminants est ajoutée a chaque changement de milieu, et la durée totale d’exposition est de 21

jours.

Lors des renouvellements du milieu de culture, les daphnies sont passées a travers une série de
filtres afin de les trier en fonction de leur taille. Les individus de taille supérieure a 900 pm sont
désignés comme adultes, ceux de taille comprise entre 560 et 900 ym comme des juvéniles et ceux
de taille inférieure a 560 pum comme des néonates. Seuls les individus adultes sont conservés dans

le but d’avoir des daphnies ayant toutes le méme age a la fin du test d’exposition.
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Tableau 3 — Composition du mélange de contaminants pour I’exposition des Daphnia magna

Nom Formule Classe
Acide acétylsalicylique CoHgOy anti-inflammatoire
Carbamagzepine Ci5H15N,O anti-convulsivant
Ciprofloxacine Cy17H1sFN30O5 antibiotique
Acide clofibrique Ci0H11ClO5 hypolipémiant
Diclofénac C14H{;Cl,NO,y anti-inflammatoire
Erythromycin Cs7Hg7NOq3 antibiotique
Ethinylestradiol CooH2404 hormone
Gemfibrozil Ci5H2205 hypolipémiant
Ibuprofene C13H15805 anti-inflammatoire
Naproxene C14H1405 anti-inflammatoire
Ofloxacine Ci13HooFN3Oy antibiotique
Paracétamol CsHgNOo antalgique
Sulfaméthoxazole Ci10H11N3035S antibiotique
Triméthoprime C14H15sN4O3 antibiotique
Phosphate de triphényle CigH1504P plastifiant, retardateur de flamme
Gabapentine CyoH17NOy antiépileptique
Oxybenzone C14H1205 filtre UV
Métoprolol Ci5HasNO;3 [-bloquant
Atrazine CgH14CINj pesticide
Fluoxétine Ci7H1gF3NO antidépresseur

FIGURE 7 — a) incubateur et b) béchers utilisés pour les expositions
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2.2 Mesure de la concentration en 20-hydroxyecdysone chez

Daphnia magna

2.2.1 Etalonnage interne
Principe

L’étalonnage interne consiste a ajouter des composés de concentrations connues aux échantillons a
analyser, appelés étalons internes (SI). Un SI doit avoir des propriétés physico-chimiques si possible
identiques ou alors tres similaires au composé a analyser afin d’obtenir une réponse la plus proche
possible. Ceci permet de corriger les erreurs liées a la préparation des échantillons, aux variations

de l'instrument d’analyse ou encore aux possibles effets de matrice.

Quantification

Le standard interne est ajouté a la méme concentration dans les échantillons de daphnies, de
concentration en 20E inconnues, et dans les échantillons de la droite de calibration, de concentra-
tions connues en 20E. Le standard interne est ajouté lors de la premiere étape de la préparation des
échantillons, ce qui permet de corriger toutes les variations pouvant intervenir tout au long de la
méthode, des différentes étapes de préparation des échantillons a I'analyse. La droite d’étalonnage
obtenue est constituée de I'axe des abscisses correspondant aux concentrations de l'analyte et de

I’axe des ordonnées correspondant a la réponse R de I'instrument d’analyse.

R = Aire du pic de l'analyte
~ Airedupicdustandardinterne

L’équation de cette droite permet de déterminer la concentration en 20E des échantillons de D.

magna et la gamme de concentrations de cette droite doit étre suffisamment grande pour contenir

les concentrations présentes dans les échantillons.

Controéle qualité

Afin de s’assurer de la qualité des mesures effectuées, des échantillons de contrdles qualités (CQs)
sont utilisés. Ces échantillons de concentrations connues et composés d’une matrice similaire voire
identique a celle des échantillons réels permettent de controler la qualité de I'analyse grace au

calcul d'un pourcentage de déviation qui doit étre inférieur a 15% [32].

2.2.2 Préparation des échantillons

Echantillons de Daphnia magna

La méthode d’extraction est adaptée de P. Venne et al. [31].Tout d’abord, Les daphnies adultes

(de taille supérieure a 900 pum) dgées de 21 jours sont collectés sur un filtre avant d’étre lavées
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avec de ’eau déionisée. Le nombre de daphnies n’étant pas toujours le méme, les résultats seront
rapportés par individu. Le filtre est ensuite placé dans un tube Falcon de 50 mL et les daphnies
sont soniquées pendant 15 minutes dans un bain a ultrasons dans un volume de 1 mL de méthanol
contenant 1% d’acide formique. Un aliquot de 800 uL est ensuite transféré dans un tube en verre
vissable avec 50 pL d'une solution de standard interne (Makistérone A) et le solvant est évaporé
sous flux d’azote. Une solution de chlorhydrate d’hydroxylamine de concentration 100 mg mL" est
ajouté aux échantillons qui sont ensuite placés a I’étuve a 70 °C pendant 90 minutes dans le but

de dériver les ecdystéroides (Figure 8).

OH
a) gH3/_/iH3

_— -

—_—

FIGURE 8 — Réaction de dérivation des ecdystéroides : a) 20-hydroxyecdysone et b) Makistérone
A

La principale modification apportée a la méthode se situe au niveau de I'étape d’extraction liquide-
liquide. En effet, une étape de congélation a été ajoutée afin de faciliter le prélevement total de la
phase organique. Ceci a permis d’améliorer la linéarité de la droite d’étalonnage et de diminuer le
pourcentage de déviation des échantillons de controle qualité (Tableau 4).

Par la suite, une extraction liquide-liquide est réalisée avec 2x1,5 mL de méthyl tert-butyl éther et
le tube est placé a -20 °C jusqu’a congélation de I'eau, et la phase organique contenant les analytes
dérivés est transférée dans un tube en verre et évaporée sous flux d’azote. Finalement, 150 ul de

méthanol sont ajoutés et les échantillons sont transférés dans des vials pour analyse.
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Tableau 4 — Améliorations apportées par I’étape de congélation

Echantillons sans étape de congélation | Echantillons avec étape de congélation
R? = 10,9758 R? = 0,9965
Bas CQ = 26,9 + 4,5 Bas CQ =4,3 £ 124
Moyen CQ = 21,6 + 6,2 Moyen CQ = -8,4 = 1,8
Haut CQ =139 + 1,1 Haut CQ = -7,76 + 4,8

Echantillons de la droite d’étalonnage et de controle qualité

Les solutions de travail pour la droite de calibration sont préparées a partir d’une solution de
concentration a 10 ng mL"! en 20E suivant le tableau 5. Ces solutions sont ensuite complétées a

10 mL avec du méthanol contenant 1% d’acide formique.

Tableau 5 — Préparation des solutions de travail pour la droite de calibration

Niveau de calibration Volume de solution de 20E | Concentration en 20E
(10 ngL™) (pg mL™)

0 0 0

1 300 300
2 500 500
3 750 750
4 1000 1000
5 1200 1200
6 1500 1500

Les solutions de travail pour les échantillons de controle qualité sont préparées a partir d’une
solution de concentration & 10 ng mL™' en 20E suivant le tableau 6. Ces solutions sont ensuite
complétées a 10 mL avec un extrait de Daphnia Hikari congelées & 50 mg mL™! dans le méthanol

contenant 1% d’acide formique.

Tableau 6 — Préparation des solutions de travail pour les échantillons de contrdle qualité

Controle qualité Volume de solution de 20E | Concentration en 20E
(10 ngL™") (pg mL™)
Bas 300 300
Moyen 500 500
Haut 750 750

Ces solutions de travail sont ensuite utilisées pour préparer les échantillons qui seront analysés

selon la méme procédure que les échantillons de D. magna.
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Méthode LC-MS/MS

La concentration de 20E chez les daphnies est mesurée par une méthode de chromatographie liquide
a ultra-haute performance (UPLC) couplée a la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). L’ap-
pareil utilisé est un systeme UPLC Acquity couplé a un spectrometre de masse a triple quadrupole
Quattro Premier, de la compagnie Waters Corp. (Milford, MA, USA). La méthode a été adaptée
de P. Venne et al. [31]. Plusieurs modifications ont été apportées a cette méthode. Tout d’abord,
la méthode de P. Venne [31] permet la quantification de trois ecdystéroides (la 20E, 'ecdysone
et la ponastérone A) et des acides rétinoiques. Cependant, I’ecdysone, la ponastérone A et les
acides rétinoiques ne sont pas détectés ou sous les limites de quantification de la méthode et leur
transitions MRM ont donc été supprimées de la méthode. Ensuite, puisque ces molécules ne sont
plus mesurées, le gradient a été modifié afin d’obtenir un temps d’analyse plus court. Finalement,
la méthode modifiée est décrite ci dessous : La 20E et la makistérone A sont séparées sur une
colonne d'UPLC Acquity Cortecs Cyg, (Waters Corp.) de dimensions 50x2,1 mm et avec une taille
de particules de 1,6 ym. La phase mobile est composée de 1’élant A (H,O contenant 0,1% d’acide
acétique) et I'éluant B (Méthanol : Acétonitrile (3 :2) contenant 0,1% d’acide acétique). Le gradient
d’élution commence avec 5% d’éluant B, augmentant jusqu’a 55% en 7,9 minutes puis jusqu’a 100%
entre 8 et 10 minutes. Ensuite, la colonne est ré-équilibrée par un retour aux conditions initiales.
Le volume d’injection est de 10 ulL. La source d’ionisation est une source a électronébulisation
utilisée en mode positif et le spectrometre de masse est opéré en mode MRM (multiple reaction
monitoring) et les transitions utilisées sont m/z 478,2 — m/z 316,2 pour 'oxime de la 20E et m/z
4922 - m/z 316,2 pour I'oxime de la makisterone A. Tous les parametres utilisés pour 'UPLC

sont donnés dans le tableau 7 et ceux utilisés pour la MS/MS dans le tableau 8.

Tableau 7 — Parametres de la méthode UPLC pour la quantification de la 20E

Parameétre
Colonne Acquity UPLC Cortecs (Cfy), 2,1x50 mm, 1,6pm
Débit de la phase mobile 0,5 mLmin™!

A 1 Hy0 avec 0,1% d’acide acétique

Phases mobiles B : Méthanol :Acétonitrile (3 :2) avec 0,1% d’acide acétique

0-7,9 min : 5-55% B
7,9-8 min : 55-100% B
Gradient 8-10 min : 100% B
10-10,01 min : 100-5% B

10,01-13 min : 5% B

Fort : Méthanol

Solvants de lavage Faible : Hy0 avec 0,1% d’acide acétique

Volume d’injection 10 pL en mode boucle partielle
Volume de la boucle d’injection 20 plL
Température de 1’échantillonneur 20 °C
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Tableau 8 — Parametres du spectrometre de masse

Parametre 20-hydroxyecdysone | Makistérone A

Temps de rétention (min) 4.8 5,5

Mode d’ionisation ESI+ ESI+
Voltage du capillaire (kV) 25 2,5
Voltage du cone (V) 50 50
Température de la source (°C) 450 450
Flux de gaz du cone (Lh7!) 50 50
Flux de gaz de désolvatation (Lh™1) 700 700
Pression de collision (mbar) 3,0 3,0
Temps de résidence (s) 0,2 0,2
Energie de collision (eV) 30 30

lon précurseur (m/z) 478,4 4924

Ion produit (m/z) 316,3 316,3
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Chapitre 3

Effets de mélanges de contaminants or-
ganiques sur la concentration en 20-hydroxy-
ecdysone chez Daphnia magna

Résumé

L’article qui suit porte sur I’étude des effets de mélanges de contaminants organiques sur la con-
centration en 20-hydroxyecdysone chez Daphnia magna. Cet ecdystéroide est un métabolite es-
sentiel pour la survie de 'espece puisqu’il est impliqué dans la mue et la reproduction de Daphnia
magna. La mesure des changements de concentration en 20-hydroxyecdsysone est proposé comme
un nouveau parametre pour les tests de toxicité chronique pour permettre la détection d’effets
sous létaux apres des expositions a des mélanges de contaminants d’intérét émergent a des con-
centrations environnementales, de 'ordre du microgramme par litre. L’exposition a un mélange
de deux contaminants organiques de type hypolipémiant a une concentration de 1 pg Lt chacun
provoque une diminution de la concentration en 20E. Lorsque 17 autres contaminants organiques
de différentes classes sont ajoutés a ce mélange, toujours a une concentration de 1 pg L' chacun,
Ieffet des hypolipémiants semble étre annulé. En effet, dans ce cas la concentration en 20E est
augmentée. Finalement, 'exposition a ce méme mélange de contaminants a une concentration
plus faible (100 ng L) ne provoque aucun changement de la concentration en 20E. Ajouté aux
parametres classiques (mortalité, reproduction), il permet d’augmenter la sensibilité de ces tests.
Appliquée a des expositions de Daphnia magna a des mélanges de contaminants, cette méthode a
permis de détecter des effets sous létaux. Des travaux supplémentaires seront nécessaires afin de
déterminer a quel niveau le métabolisme des daphnies est perturbé par la présence de contaminants

organiques.

Contribution de ’auteur

L’article "Effect of trace organic contaminant mixtures on the concentration of 20-hydroxyecdysone
in Daphnia magna" a été soumis au journal Environmental Tozicology and Chemistry le 6 Aotit
2018 et rapporte les travaux effectués au cours de la maitrise. Ces travaux incluent la revue
de la littérature scientifique, les manipulations en laboratoire, le développement de la méthode
d’exposition, le traitement, I’analyse et I'interprétation des résultats et la rédaction de I'article qui

ont été effectué par l'auteur. Les co-auteurs Pedro A. Segura et Magali Houde ont participé a la
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rédaction de 'article et a la réalisation des travaux tout au long de la maitrise a titre de conseillers.
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Abstract

Ecotoxicological bioassays used to assess effects based on the measurements of endpoints such
as mortality or reproduction may not be affected by environmentally relevant concentrations of
trace organic contaminants such as pesticides and pharmaceuticals. Thus, sensitive evaluation
tools are necessary to assess biological changes in aquatic organisms chronically exposed to low
concentrations of contaminants. The present study aimed to use the quantification of the 20-
hydroxyecdysone (20E), an essential metabolite implicated in the molting and reproduction of
crustaceans, to evaluate the effects of a mixtures of trace organic contaminants on the water flea
Daphnia magna. While survival and reproduction endpoints did not show any significant difference
(p>0.05) after 21 days of exposure to two lipid-lowering compounds (i.e., clofibric acid, gemfibrozil)
or a mixture of 19 trace organic contaminants, concentrations of 20E were affected. Chronic
exposure (21 days) to the lipid-lowering compounds at a concentration of 1000 ng L each, caused a
significant (p< 0.01) decrease in 20E concentration compared to unexposed individuals. Exposure
of D. magna to a mixture of 19 contaminants (including atrazine, carbamazepine, diclofenac,

ibuprofen and triphenyl phosphate) at a concentration of 1000 ng L' caused an opposite effect
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in D. magna by increasing 20E concentrations in exposed individuals. However, exposure to this
same mixture at a concentration of 100 ng L' did not showed any effect on 20E concentrations.
These results suggest that measurement of changes in the concentration of 20E could be used as a
new sensitive endpoint to detect sublethal effects of trace organic contaminants in D. magna and

will improve present understanding of the influence of xenobiotics in crustaceans.

1 Introduction

Trace organic contaminants (TOCs) are chemicals that can be found worldwide in surface waters
at very low levels, usually < 10 ng Lt [1][2][3][4]. Several regulated pollutants such as pesticides
as well as contaminants of emerging concern such as pharmaceuticals, personal care products,

surfactants, and plasticizers can be classified as TOCs.

Many TOCs, have been designed to have diverse and specific biological activities and their release
in the environment has been widely documented [1][2][3][4]. However, their impacts on aquatic
organisms are not well understood. In fact, the effects of many of these compounds on metabolic
pathways are seldom known in humans and are still less comprehended, or even totally unidentified,
in non-target species such as fish or aquatic invertebrates. Even if these compounds are present
in the environment at low concentrations, their effects can be subtle and cumulative leading to
irreversible changes for organisms in the long term [5]. In addition, some chemicals can be deemed
non-toxic individually and still potentiate or be potentiated by the effects of other chemicals when
in mixture, through what is referred to as synergistic or additive effects [6]. TOCs are always
present in complex mixtures, as demonstrated by wide-scale studies of U.S. and European streams.
In the U. S., the median number of chemicals detected in water samples from different sampling
sites was 41 [1] while in Europe the average frequency of detection of 35 target compounds was
61% [7]. Therefore, it is important to study the effects of contaminants as mixtures and not just
individually.

Studies have reported different effects of combined chemicals compared to individual compound
exposure in aquatic species. For example, Melvin, et al. [8] demonstrated that median effec-
tive concentrations (EC50) for loss of tactile responsiveness in tadpoles of stripped marsh frogs
(Limnodynastes peroneii) exposed for 96 h to a mixture of three pharmaceuticals (naproxen, car-
bamazepine and sulfamethoxazole) was lower than the EC50 of individual compounds. Flaherty,
et al. [9] studied the acute (6 days) and chronic (30 days) effects of seven pharmaceuticals on the
survival, growth and reproduction of the small crustacean Daphnia magna and concluded that it is
impossible to predict the effects of mixtures based on results of exposures to individual compounds.
The ubiquitous distribution of TOCs in aquatic environments [10] have been reported in numerous
countries at low concentrations ranging between 0.09 and 18.0 pg L-1 [2][11]. Classic toxicity tests

using endpoints such as survival, growth or reproduction are not sensitive enough to detect effects of
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these compounds at such low concentrations. Several studies in the last 15 years [12][13][14][15][16]
have demonstrated that other parameters, such as changes in behaviour, metabolic profile or
gene transcription, enable the detection of sub-lethal effects. Hence it is necessary to develop
new approaches and methods that will allow to detect subtle effects of TOCs at environmental
concentrations (<1-10 pg L) in key species.

In order to develop such approach, the water flea D. magna was chosen for the present study as
target organism because of its ubiquity and key role in aquatic ecosystems, easy culture in the
laboratory as well as extensive use in ecotoxicology [17]. Since the metabolome is often the first
response to stressors and is often more sensitive than the transcriptome or the proteome [18], it
was hypothesized that changes in the internal concentrations of a key metabolite in the life cycle of
D. magna could be used to evaluate the effect of exposure to mixtures of TOCs. The ecdysteroid
20-hydroxyecdysone (20E) is a good candidate for such objective, since it is known as the main
molting hormone in crustaceans and other arthropods, and is also involved in the reproduction
process and embryonal development of daphnids [19][20]. Levels of 20E increase between successive
molts [20][21] and exposure to contaminants with anti- or pro-ecdysteroid activity can severely
affect survival of daphnids. Bodar et al. [22], reported that daphnids exposed to cadmium for
8 days had elevated concentrations of ecdysteroids which altered the moulting cycle of exposed
organisms. Daphnids exposed for 21 days to the fungicide feranimol, a known inhibitor of 20E,
generated offspring with developmental abnormalities and reduced fecundity [23]. Therefore, this
hormone is a potential biomarker for evaluating subtle effects of mixtures of TOCs.

The objective of the present study was to determine effects of chronic exposure to a mixture of
TOCs of environmental interest on the concentration of 20E in D. magna. TOCs were selected
based on the frequency of detection according to the scientific literature and diverse modes of
action. While the present study is not designed to yield information about specific mechanisms
of toxicity of the selected TOCs in the target species, results may indicate if mixtures of traces of
compounds with different modes of action can elicit sublethal effects in daphnids at the molecular

level and enable links with life-history endpoints.

2 Material and methods

2.1 Reagents and chemicals

Standards of 20-hydroxyecdysone (20E) and makisterone A (>95% purity) were obtained from
Santa Cruz Biotech (Dallas, TX, USA). Makisterone A was used as the internal standard for
20E. Additional purification of makisterone A to remove 20E and ecdysone impurities was done
following the method described by Venne, et al. [19]. Water, methanol (MeOH), acetonitrile
(ACN), methyl tert-butyl ether (MTBE), formic acid (FA) and acetic acid (AA) were LC or LC-MS
grade and were purchased from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). The derivatization
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reagent hydroxylamine hydrochloride (>99%) was purchased from Sigma Aldrich (Saint Louis,
MO, USA). Ephippia of D. magna were purchased from Environmental Bio-detection Products
Inc. (Mississauga, ON, Canada). Frozen daphnids from Hikari Bio-Pure (Hayward, CA, USA)
were purchased from a local store and were used as a matrix blank to prepare quality control
samples. Stock solutions of 20E were prepared at 0.1 mgmL! in MeOH and working solutions,
prepared in 1% FA in MeOH, were stored at -20 °C. The aqueous solution of hydroxylamine
hydrochloride solution (100 mgmL!) was prepared fresh before each experiment.

The mixture of TOCs was composed of 19 frequently detected surface water TOCs (Table 1).
Acetylsalicylic acid (purity > 99%), diclofenac (> 98.5%), ibuprofen (> 98% purity), naproxen
(99.9% purity), carbamazepine (99.8% purity), ciprofloxacin (> 98% purity), ofloxacin (99.8% pu-
rity), sulfamethoxazole (> 99.9%), clofibric acid (> 99%), gemfibrozil (> 98.5%), ethinylestradiol
(> 98%), acetaminophen (> 99%), triphenyl phosphate (> 99%), gabapentin (99.9% purity), meto-
prolol (> 98% purity), atrazine (98.1%), fluoxetine (99.95%) and oxybenzone were purchased from
Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Trimethoprim (> 99%) was purchased from Santa Cruz
biotechnology (Dallas, TX, USA). This mixture is representative of the most commonly encoun-
tered pharmaceuticals around the world [2][24], to which were added some other class of con-
taminants such as widely-used plasticizer and flame retardant (triphenyl phosphate), an UV-filter

(oxybenzone) and one of the most used pesticides in North America (atrazine).
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2.2 Culture of Daphnia magna

To perform each test, ephippia of D. magna were used. The use of dormant eggs is different from
the OECD standard protocols which use daphnids obtained from continuous laboratory cultures
[40]. However, the advantage of using dormant eggs over live stocks of D. magna is the absence of
a culture maintenance , thus eliminating the cost and the time allocated to this culture. A study
comparing the sensitivity and the precision of toxicity tests performed from ephippia and cultured
D. magna reported similar results for both groups of organisms [41]. To obtain the neonates
needed to start the experiments, ephippia were placed in reconstituted water [42] during 72h, at

room temperature and under continuous illumination (600 Lux).

2.3 Exposure experiments and determination of baseline levels of 20-

hydroxyecdysone in adults D. magna

For all experiments, temperature was kept at 25+2 °C using an incubator, light intensity was 600
lux and a photoperiod of 16 h of light and 8 h of obscurity was applied following standard guidelines
[40]. As recommended by OECD guidelines n°211, all tests lasted for 21 days and were performed
using two groups (controls and exposed) with 6 replicates of about 25 daphnids per treatment.
On day 1 of the tests, neonates (< 24h) used for control groups were transferred to beakers of
2 L filled with culture medium to which was added 40 pL of methanol. Neonates for exposure
tests were transferred to 2 L beakers spiked with 40 pL of methanol containing the contaminants
of interest. Daphnids were fed daily with 2 mL of a solution of Raphidocelis subcapitata algae of
about (19+1) x 10° of cells per milliliter. Medium was renewed 3 times a week. When performing
these renewals, D. magna were sorted by size by filtering through a series of sieves, according to
a standard protocol used by the Ministry of the Environment of Quebec [43]. Adults were col-
lected on a 900 pum sieve, juveniles on a 560 pm sieve ant neonates on a 300 um sieve. Offspring
(juveniles and neonates) were counted and then eliminated; only adults were transferred to the
renewed solutions. At no time during medium renewals dormant eggs or males were observed
which indicates that experimental conditions were adequate to support a healthy population of D.

magna throughout the exposure tests.

Three different exposure experiments were performed to observe the effect of concentration and
mixture type on the concentrations of 20E in D. magna. For test N°1, clofibric acid and gemfi-
brozil were used at a concentration of 1000 ng L' which is of the same order of magnitude than
the maximum reproted environmental concentrations so far for these two compounds [44]. This
experiment was performed because these two TOCs have lipid-lowering activity and could reduce
cholesterol, the precursor for ecdysteroids® synthesis in crustaceans [45]. Therefore, the hypothesis

that exposure to clofibric acid and gemfibrozil decreases normal levels of 20E in D. magna was
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proposed. For tests N°2 and N°3, mixtures of 19 TOCs were used (reftablel), each at a concentra-
tion of 1000 and 100 ng L', respectively. These concentrations were chosen to represent maximum
and median environmental concentration [2]. At the end of the exposure period, D. magna adults

were collected and samples were prepared for analysis of 20E.

The baseline concentration of 20E in 21 days old daphnids was determined by averaging the
measured concentration of 20E obtained from individuals from the control groups. For example,
for test N°1, the baseline levels were calculated by averaging the concentrations of all daphnids in
control groups from tests N°2 and N°3. For test N°2, baseline levels were calculated using daphnids
in control groups from test N°1 and N°3. The same principle was applied for baseline levels in test

N°3. This was done to avoid statistical comparisons among groups having the same data.

2.4 Extraction and analysis of 20-hydroxyecdysone in D. magna

The ecdysteroid 20E was extracted from daphnids following the method developed by Venne, et
al. [19] with minor modifications. Briefly, D. magna were sorted by size and adult individuals
(>900 pm) were collected on a tissue strainer before being washed with deionized water (18 MQ).
Adult daphnids were sonicated in an ultrasonic bath for 15 min in a volume of 1 mL of 1% FA in
methanol inside a 50 mL Falcon tube. Next, an aliquot of 800 uL. was transferred in a glass tube
with 50 pL of an internal standard solution (makisterone A) and the solvent was evaporated under
N,. Ecdysteroids were then derivatized to their oxime analogues with 1 mL of a hydroxylamine
hydrochloride solution (100 mgmIt). A liquid-liquid extraction with 2 x 1.5 mL of MTBE was
realized with a vortex mixer. The test tubes were then placed at -20 °C until water froze, and
the organic layer (unfrozen) containing the derivatized analytes was transferred to a test tube and
evaporated to dryness. Finally, 150 ul. of methanol were added and the samples were transferred
to a vial for analysis.

The 20E concentration in daphnid extracts was quantified by ultra-performance liquid chromatography-
triple quadrupole mass spectrometry (UPLC-QqQMS) using an Acquity UPLC system coupled to
a Quattro Premier triple quadrupole mass spectrometer, both from Waters Corp. (Milford, MA,
USA). The method was adapted from Venne, et al. [19]. Briefly, the compounds were separated
on a reversed-phase column Acquity UPLC Cortecs Cfg from Waters of dimensions 50 x 2.1 mm
and 1.6 pm particle size. Mobile phase was composed of eluent A (H;O containing 0.1% v/v of
AA) and eluent B (mixture of MeOH and ACN 3:2 v /v, containing 0.1% v/v of AA). The elution
gradient started with 5% of B, increasing to 55% in 7.9 min, rising immediately to 100% of B and
hold for 2 min, then back to initial conditions for column re-equilibration. The sample injection
volume was set to 10 pL. Electrospray in the positive mode was used as ionization source and the
mass spectrometer was operated in the multiple reaction monitoring (MRM) mode. MRM transi-
tions used were m/z 478.2 - m/z 316.2 for 20E oxime and m/z 492.3 - m/z 316.2 for makisterone
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A oxime. For each treatment, concentrations of 20E were measured in 6 replicates of 20-30 pooled
individuals due to low basal concentrations of 20E in D. magna, and reported as average mass per

adult individual.

2.5 Quality control and statistical analysis

Quality control (QC) samples were used in order to determine the deviation percentage of the
method and thereby verify the accuracy and precision of measured concentrations. Three con-
centrations of QC samples were used: low (#300 pgmL!), medium (~500 pgmL?) and high (*750
pgmLt). Matrix effects correction was done by using extracts of frozen daphnids of 50 mgmIL!
in MeOH + 1% F.A. These extracts were used to prepare QC samples. REsults were considered
acceptable if the QC samples were within +20% of the expected value.

Statistical analysis was performed with OriginPro 2018 software. One-way analysis of variance
(ANOVA) and Bonferroni post hoc tests were used to evaluate the significance of differences
between the exposure, control and baseline levels. This post-hoc test is recommended when com-
paring small number of groups means [46]. Two significance levels (a=0.05 and a=0.01) were

used.

3 Results and discussion

3.1 Determination of baseline concentrations of 20E in adult D. magna

Concentrations of 20E were first measured in 21 days-old unexposed D. magna to set normal, base-
line levels in adult individuals. Any significant deviation from this value would therefore suggest
a perturbation of the normal metabolism of 20E. Results showed that for 21 days-old daphnids,
the mean 20E concentration was 20.01+5.97 pg ind!. This value is of the same order of magni-
tude to previously reported ecdysteroid levels in D. magna which fluctuate between 5 and 250
pg ind! between the first and the second clutcj of neonates [21]. However, those data and the
results from the present study cannot be directly compared since the former was obtained with a
radioimmunoassay technique and the later by UPLC-QqQMS. While radioimmunoassay is a sensi-
tive technique, limitations exist in the characterization of specific ecdysteroid types, thus providing
semi-quantitative values and potentially underestimating the level of ecdysteroids. Ecdysteroids
bind differently to the antisera due to their specificity profile of the latter [47], which could induce
a bias in the results. Therefore, concentrations of ecdysteroids determined by radioimmunoassay

are difficult to compare to those obtained by mass spectrometry.
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3.2 Exposure experiments
3.2.1 Mixture of two lipid lowering agents

In a first set of experiment, D. magna were exposed for 21 days to 1000 ng L of a mixture
of compounds with lipid-lowering activitiy, gemfibrozil and clofibric acid. Results showed that
daphnids reached adulthood, defined in the present study as size > 900 pm, between day 7 and 10
and that no significant difference in the survival were observed between exposed and control groups
(Figure 1 A). However, the exposure to these two TOCs appeared to delay the first production
of offspring (Figure 1 B). Indeed, there was a significant lower number of offspring at day 10
in exposed individuals. However, by day 13 of the test, the number of offspring per adult in
control and exposed individuals was similar (p > 0.05). This is in agreement with a previous
study that showed that chronic exposure (30 days) to 1000 ng Lt of clofibric acid did not affect
the reproduction of D. magna [9]. Steinkey, et al. [33] reported that daphnids exposed to low
concentrations of gemfibrozil (50 ng L!) produced broods at an earlier age and had larger broods
than control individuals, however such effect was only observed when food availability was high.
The authors also observed that organisms were larger and had higher lipid energy reserves for
which mechanisms of action were unexplained by the authors.

A significantly lower (p < 0.01) concentration of 20E was observed in exposed individuals compared
to controls and baseline levels (Figure 1 C).

Decrease of ecdysteroid levels following exposure to TOCs has already been observed in D. magna
with the agricultural fungicide fenarimol, a known antiecdysteroid. Exposure to this compound
at a concentration of about 497 pug L reduced ecdysteroid levels by around 26% in neonates and
induced a delay for the first and second molting in dose-dependent manner [23]. It was suggested
that the antiecdysteroidal activity of this fungicide might be due to its ability to inhibit the
activity of cytochrome P450 enzymes (CYPs) involved in the biosynthesis of ecdysteroids, as it
has been demonstrated for other imidazole fungicides [23]. In D. magna and other arthropods,
CYP enzymes encoded by genes in the Halloween family are indeed responsible of the conversion of
cholesterol to 20E [48]. However, the mechanism inducing the decrease of 20E levels after exposure
to clofibric acid and gemfibrozil may not be the same as for fenarimol. First, clofibric acid is the
main metabolite of clofibrate, a known inducer of CYPs and other detoxification genes in human,
insects and fish [49][50][51]. In D. magna, one CYP in particular, CYP18A1, is known to regulate
the decline of 20E titers before molting [52]. It is possible that clofibric acid could have induced
the transcription and/or activity of CYP18A1, which in turn resulted in decreased levels of 20E.
Second, these two TOCs have lipid-lowering activities and are employed to reduce cholesterol levels.
In humans, the effects of these compounds are mediated through the transcription of genes encoding
for proteins controlling lipoprotein metabolism. By activating the lipoprotein lipase enzyme, very
low-density lipoproteins (VLDL) are converted to high-density lipoproteins [53]. VLDL constitutes

a major reservoir of cholesterol for the synthesis of steroids [54]. Cholesterol is the precursor

32



A) B) C)

35 4- Do 30
-
30+ P '
= 2 251
® 3 %
) 25' E ~—"
= o W 204 =% |
5 o T
® 20/ < Q
Y— P o
o 22 N 15
38 15] o 5
= 5 IS
z o) + 104
10 ¥e) =]
g1 &
2 g 5
51 & 7]
&)
B I 1 0L —— LAl A ‘ ‘
14 710131621 14 710131621 S O @
. . 58 (\\_‘ e'\\(\
Exposure time (days) Exposure time (days) ?}QO co %2:5
\ Control [l Exposed|

Figure 1 — Results of D. magna exposure to a mixture of two TOCs with lipid-lowering activitiy
(1000 ng L each) for 21 days. A) Survival, B) Reproduction, and C) Mean concentration of
20E per individual at the end of the test. Error bars represent + 1 standard deviation. Asterisks
indicates statistically significant differences compared to controls (* p < 0.05, ** p < 0.01). The
baseline value was determined by averaging concentrations of 20E of individuals from control
groups of tests N°2 and N°3.
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compound of ecdysteroids synthesis in crustaceans [45][55] and it cannot be synthetized de novo
by daphnids and must be obtain from food [45]. Assuming that a similar mechanism exists in
D. magna, diminution of VDLV levels caused by exposure to the compounds with lipid-lowering

activity could explain the decrease in 20E levels.

3.2.2 Exposure to mixtures of TOCs frequently detected in surface waters

Results for the exposure to a mixture of 1000 ng L (test N°2) and 100 ng L' (test N°3) of 19
TOCs frequently detected in surface waters are shown in Figures 2 and 3, respectively. In the
higher concentration test, it was observed that the survival observed for D. magna after 21 days
was not significantly different between exposed and control individuals (p > 0.05; Figure 2 A).
The same outcome was observed in test N°3 (Figure 3 A). However, in terms of reproduction,
differences were observed in both tests. For test N°2, the day of the first brood was delayed for
exposed individuals compared to the controls (Figure 2 B). Indeed, the first brood for controls was
observed between days 4 and 7, while it occurred between days 7 and 10 in exposed individuals.
For the test N°3, a significant decreased number of offspring per adult was observed at days 10
(p < 0.05) and at day 16 (p < 0.01; Figure 3 B). Nevertheless, the number of offspring produced
during the following days of the test was the same for exposed and control individuals, similarly
to what was observed in response to the two lipid-lowering compounds (Figure 1 B).

Figure 2 C shows results of measured concentrations of 20E in exposed and control groups as well
as baseline values in the test with the mixture of TOCs at 1000 ng L' (test N°2). ANOVA fol-
lowed by post-hoc tests showed that the average concentration of 20E in exposed daphnids (25.64
+ 2.69 pg ind!) was significantly higher (p < 0.01) to control individuals (16.84 + 4.46 pg ind?)
but not significantly different (p > 0.05) to baseline values (20.78 + 6.10 pg ind'). As mentioned
earlier, baseline values constitute a more robust measurement of the concentration of 20E in un-
exposed daphnids since they take into account the results of more than 200 individuals from the
controls in a 6-month period rather than about 100 daphnids during a 21-day period. Neverthe-
less, the result obtained was unexpected since the negative effect of clofibric acid and gemfibrozil
(compounds with lipid-lowering activity) on 20E concentration was lost when adding 17 other
compounds with dissimilar modes of action. On one hand, this antagonist effect maybe the result
of either an increase in the production of 20E. There are few reports in the literature that indicate
induced stimulation of the production of ecdysteroids by organic contaminants. Recently, Giraudo
et al. [56] showed that 1H-benzotriazole (BTR) induced the transcription of genes involved in the
synthesis of 20E, which could result in pro-ecdysteroid activity. Therefore, the mixture of 19 con-
taminants could have induced the transcription of similar genes or promoted the activity of CYPs
from the Halloween gene family. On the other hand, the antagonist effect observed could have
been the result of a disruption of the mechanism of action of the lipid-lowering compounds by the

other 17 contaminants in the mixture. For example, some of these contaminants could inhibit the
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Figure 2 — Results of D. magna exposure to a mixture of 19 TOCs (1000 ng L! each) for 21 days.
A) Survival, B) Reproduction and C) Mean concentration of 20E per individual at the end of
the test. Error bars represent + 1 standard deviation. Asterisks indicate statistically significant
differences compared to controls (* p < 0.05, *+ p < 0.01). The baseline value was determined
by averaging concentrations of 20E of individuals from control groups of tests N°1 and N°3.
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Figure 3 — Results of D. magna exposure to a mixture of 19 TOCs (100 ng L each) for 21 days.
A) Survival, B) Reproduction and C) Mean concentration of 20E per individual at the end of
the test. Error bars represent + 1 standard deviation. Asterisks indicate statistically significant
differences compared to controls (* p < 0.05, ** p < 0.01). The baseline value was determined
by averaging concentrations of 20E of individuals from control groups of tests N°1 and N°2.
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potential induction of the negative 20E regulator CYP18A1 by clofibric acid and/or gemfibrozil.
In addition, it is important to take in account the potential crosstalk between the biosynthesis
and regulation pathways of 20E and of the crustacean juvenile hormone (JH) analogue, methyl
farnesoate (MF). Multiple studies in D. magna have reported the anti-ecdysteroid effects of JH
agonists such as pesticides fenoxycarb and epofenonane [57][58]. The precise mode of action of MF
in crustaceans remains to be fully understood but in insects, some of the JH-responsive genes are
known to have anti-ecdysteroid activities [59]. Similar genes were significantly impacted and linked
to 20E-mediated molting effects in D. magna exposed to benzotriazoles [56]. This could support
the potential involvement of MF-20E crosstalk in the increased 20E observed in response to the
19 TOCs in the present study. Further analyses of MF-mediated transcriptomic and biochemical
responses will help address this hypothesis.

In addition, the opposite increase of 20E levels observed in response to the 19 TOCs when compared
with the result of the lipid-lowering compounds could be the result of the higher final exposure
concentration used in each experiment (i.e. 2000 ng L for the lipid-lowering compounds and
19,000 ng L! for the 19 TOCs). This difference in contaminant concentration could have increased
the activity of CYPs and counterbalance the decreased level of cholesterol. Further experiments
will be necessary to confirm any of the aforementioned hypotheses and explain the mechanisms of
action of TOCs.

Figure 3 C shows the effect of exposure to a mixture of 19 TOCs at 100 ng L (test N°3) in
adult D. magna. No significant difference (p > 0.05) was observed for all endpoints in exposed
organisms compared to controls or baseline values. While toxicity of some contaminants could be
enhanced when present in a mixture as reported earlier, these results suggest that a concentration
of 100 ng L for each component in the mixture may be too low to cause observable effects on the

metabolism of ecdysteroids in D. magna.

4 Conclusion

The working hypothesis of the present work proposed that 20E, the main molting hormone in D.
magna, could be used as a biomarker to detect sublethal effects caused by exposure to environ-
mental concentrations of TOCs. According to the results obtained, changes in the concentration
of 20E in daphnids after exposure to TOCs could be used as a sensitive bioassay. Indeed, exposure
to 1000 ng L of both clofribic acid and gemfibrozil caused a significant diminution of the con-
centrations of 20E in daphnids after 21 days. Disruption of the metabolism of ecdysteroids may
pose a detrimental long-term effect on the health of daphnid populations given the key role of 20E
on D. magna growth and reproduction [23]. It was also observed that effects of the compounds

with lipid-lowering activity on daphnids disappeared when mixed with 17 other chemicals at 1000
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ng L. These results were tentatively explained by the interaction of TOCs with CYP involved
in 20E biosynthesis and regulation, and molecular crosstalks with MF regulation pathways. The
complexity of interactions when investigating chemical mixtures will require additional studies to

better understand effects of environmentally relevant exposure in aquatic invertebrates.

Future work will correlate changes in the concentrations of 20E, as well as other closely related
ecdysteroids, to transcription levels of genes involved in 20E biosynthesis and regulation. The
effects of mixtures of TOCs at environmental concentrations on 20E-related CYP activities will also
be studied in order to further elucidate subtle effects of TOCs in aquatic species. Moreover, it will
be important to determine how daphnids adapt to exposure to TOCs in the aquatic environment

through multigenerational experiments.
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Conclusion et perspectives

Les tests de toxicité chronique classiquement utilisés pour cette évaluation de risques se révelent
insuffisamment sensibles pour détecter les effets sous létaux, et ceci a cause des parametres qui
sont mesurés. En effet, la mortalité, la reproduction ainsi que le développement des especes sont
en général peu ou pas impactés par les faibles concentrations de contaminants retrouvés dans ’en-
vironnement. Il est donc nécessaire de développer de nouveaux parametres afin d’augmenter la

sensibilité de ces tests.

L’objectif du travail décrit dans ce mémoire était donc d’évaluer la sensibilité d'un parametre
métabolique, la concentration en 20-hydroxyecdysone chez Daphnia magna. Cet objectif a été
atteint grace a la réalisation de tests d’exposition de cette espece a différents mélanges de conta-
minants d’'intérét émergent et a différentes concentrations, suivis de la quantification de la 20-
hydroxyecdysone chez les individus exposés ou non a ces mélanges par une méthode de chromato-
graphie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem. Apres 21 jours, il a été observé que
la concentration en 20-hydroxyecdysone était diminué par la présence d’un mélange de 2 composés
hypolipémiants a 1 pgl!, alors que les autres parametres mesurés ne permettaient pas de détecter
d’effets de ce mélange. Cependant, lors du test de toxicité chronique effectué avec un mélange de
19 contaminants organiques a 1 pgli!, méme si une tendance a 'augmentation de la concentration
en 20-hydroxyecdysone a été observée, les différences ne sont pas suffisamment significatives pour
conclure a un effet des contaminants sur ce parametre. Il en est de méme pour les deux autres
parametres mesurés (survie, reproduction). Ces résultats peuvent étre expliqués par un effet anta-
goniste des 17 contaminants ajoutés au mélange par rapport au premier test, qui semble stimulé la
production de 20-hydroxyecdysone et annulé les effets des composés hypolipémiants. Finalement,
le dernier test effectué, avec le méme mélange de 19 contaminants mais a une concentration plus

faible de 100 ngL! n’a permis de détecter aucun effet pour les trois parametres mesurés.

La 20-hydroxyecdysone semble donc étre un parametre sensible a certains contaminants, et est
comme attendu plus sensible que les parametres classiquement utilisés lors des tests écotoxicolo-
giques. En effet, le développement de ce nouveau parametre a permis de détecter des effets sous
létaux non détectés par les tests classiques. Ces effets sous 1étaux, détectés apres des expositions

a de faibles concentrations de contaminants impliquent que la présence de traces de contaminants
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organiques dans I’environnement est potentiellement dangereuse pour les écosystemes aquatiques.
De plus I'étude réalisée au cours de ce projet utilise des expositions a des mélanges complexes, plus
particulierement le mélange de 19 contaminants de différentes classes, ce qui permet d’étre proche

de la réalité environnementale et n’a pas été réalisé avant a ma connaissance.

Plusieurs limitations a la méthode développée peuvent étre relevées. Premierement, la méthode ac-
tuelle ne permet pas de déterminer a quel niveau le métabolisme des daphnies est perturbé puisque
seule la concentration en 20E est mesurée, et pas celles des autres métabolites qui constituent les
différentes étapes de sa biosynthese. Ensuite, la mesure de la 20E nécessite d’effectuer 1'élevage
d’un nombre de daphnies élevé, puisqu’il faut avoir entre 20 et 30 daphnies par analyse, ce qui
avec la méthode développée nécessite un total compris entre 240 et 360 individus. Finalement, la
présence de plusieurs classes de contaminants différentes rend difficile la détermination des modes
d’actions des contaminants. La méthode pourrait étre améliorée en abaissant sa limite de quan-
tification, ce qui pourrait étre fait en utilisant un appareillage plus sensible comme par exemple
un spectrometre de masse a résonance cyclotronique ionique qui permet d’utiliser seulement 3
daphnies par analyse [33]. Afin de pouvoir déterminer les modes d’actions des contaminants, des
expositions aux composés individuels ou par classe sont nécessaires. Finalement, pour déterminer a
quel niveau est perturbé le métabolisme de D. magna, la mesure des variations de la concentration
en 20E devra étre couplée a 1'étude de la transcription des genes impliqués dans la production de

I’hormone, et on pourra aussi y ajouter la mesure des variations d’autres ecdystéroides.

En effet, méme si cette méthode est concentrée sur I’étude des variations de la concentration en
20-hydroxyecdysone apres une exposition a des contaminants d’intérét émergent, d’autres ecdysté-
roides sont produits par Daphnia magna et ils pourraient eux aussi étre impactés par la présence de
contaminants. C’est pourquoi cette méthode pourra étre adapté afin d’étudier ces autres métabo-
lites. Tout d’abord, les variations de la concentration en 3-déhydro-20-hydroxyecdysone pourront
étre évaluées car cet ecdystéroides est un des ecdystéroides finaux de la biosynthese par les crus-
tacés. Un second ecdystéroide qu’il serait important d’étudier est la 20,26-dihydroxyecdysone, qui
résulte de I'inactivation de la 20-hydroxyecdysone par I'enzyme 26-hydroxylase [3]. Cette enzyme
appartient a la famille des CYPs 450, connues pour activer les voies métaboliques responsables de
la biosynthese des ecdystéroides et dont I'activité est sensible aux expositions a des xénobiotiques
[29]. C’est pourquoi la mesure des variations d’expression de ces derniéres pourrait étre effectuée
lors de futurs travaux. Finalement, il serait intéressant de coupler a ces deux premieres mesures des
études transcriptomiques. En effet il a été montré que la réponse transcriptomique est un bon outil
pour étudier les modes d’actions de contaminants et permet I'identification des voies moléculaires
spécifiques impactées par la présence de ces derniers [34]. De plus, la combinaison des signatures
métabolique et transcriptomique permet de d’arriver a un modele de toxicité des contaminants
étudiés [33].
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De plus, méme si cette méthode a été développée pour une espéce en particulier, Daphnia magna,
les ecdystéroides sont aussi présents chez d’autres especes et elle pourrait donc étre adaptée pour

étendre son champ d’application.
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Annexe 1 : Résultats d’exposition de D.
magna a un mélange de deux
contaminants organiques avec une
activité hypolipémiante a une
concentration de 1 ug L! pendant 21

jours
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exposed

10.36087
11.26087
12.95
11.732
12.076
12.772
9.67391
10.68696
9.80435
16.89231
17.56154
18.86923

Tableau 10 — Descriptive statistics

control

19.44348
17.77391
21.80435
29.28947
31.03158
25.37895
18.79091
16.88182
17.15455
25.61579
27.36842
30.44211
17.03

14.59

16.14

Tableau 9 — Concentration de 20E dans les échantillons
de daphnies des différents groupes (pg ind1)

baseline

18.78889
20.00556
17.11111
18.36842
20.03684
15.06316
16.15294
14.89412
14.42941
13.43
12.285
12.935
30.68696
32.18696
32.13913
22.63333
22.48095
23.49048
15.23333
14.49167
14.44167
13.965
13.075
15.72
24.76129
23.06452

‘ ‘ N Analysis ‘ N Missing ‘ Mean

‘ Standard Deviation ‘ SE of Mean ‘

| exposed | 12 | 0 | 12.88667 | 3.15339 | 0.9103 |
| control | 15 | 0| 21.91569 | 5.71673 | 1.47605 |
| baseline | 26 | 0| 18.9181 | 5.94978 | 1.16685 |

23



Tableau 11 — One way ANOVA : Overall ANOVA

‘ ‘ DF ‘ Sum of Squares ‘ Mean Square ‘ F Value ‘ Prob>F ‘
| Model | 2| 557.14196 | 278.57098 | 9.59324 | 2.97659E-4 |
| Error | 50 | 1451.91265 | 29.03825 | | |
| Total | 52 | 2009.05461 | | | |

Tableau 12 — Fit Statistics

‘ R-Square ‘ Coeff Var ‘ Root MSE ‘ Data Mean ‘
| 027732 | 0.29285 | 5.38872 | 18.40087 |

Tableau 13 — Means comparison : Bonferroni test

‘ ‘ MeanDiff ‘ SEM ‘ t Value ‘ Prob ‘ Alpha ‘ Sig ‘ LCL ‘ UCL ‘
| control exposed | 9.02902 | 2.08704 | 4.32623 | 2.17532E-4 | 0.01 | 125951 | 15.46293 |
| baseline exposed | 6.03144 | 1.88061 | 3.20716 | 0.00702 | 0.01 | 1] 0.23389 | 11.82898 |

‘ baseline control

-2.99758 | 1.74721

-1.71564 | 0.27726 [ 0.01 | 0

-8.38387 | 2.3887 |
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Annexe 2 : Résultats d’exposition de D.
magna a un mélange de 19 contaminants
organiques a une concentration de 1 ug

L-! pendant 21 jours
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exposed

10.36087
11.26087
12.95
11.732
12.076
12.772
9.67391
10.68696
9.80435
16.89231
17.56154
18.86923

Tableau 15 — Descriptive statistics

control

19.44348
17.77391
21.80435
29.28947
31.03158
25.37895
18.79091
16.88182
17.15455
25.61579
27.36842
30.44211
17.03

14.59

16.14

Tableau 14 — Concentration de 20E dans les échantillons
de daphnies des différents groupes (pg ind1)

baseline

18.78889
20.00556
17.11111
18.36842
20.03684
15.06316
16.15294
14.89412
14.42941
13.43
12.285
12.935
30.68696
32.18696
32.13913
22.63333
22.48095
23.49048
15.23333
14.49167
14.44167
13.965
13.075
15.72
24.76129
23.06452

‘ ‘ N Analysis ‘ N Missing ‘ Mean

‘ Standard Deviation ‘ SE of Mean ‘

| exposed | 9 | 0 | 25.63714 | 2.69336 | 0.89779 |
| control | 8 | 0 | 16.84406 | 4.45669 | 157568 |
| baseline | 33 | 0| 20.78344 | 6.0957 | 106113 |
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Tableau 16 — One way ANOVA : Overall ANOVA

‘ ‘ DF ‘ Sum of Squares ‘ Mean Square ‘ F Value ‘ Prob>F ‘
| Model | 2| 333.21441 | 166.60721 | 5.64929 | 0.00633 |
| Error | 47 | 1386.11 | 29.4917 | | |

| Total | 49 | 1719.32442 | | | |
Null hypothesis : the means of all levels are equals.

Alternative hypothesis : the means of one or more levels are different.

At the 0.01 level, the population means are not significantly different.

Tableau 17 — Fit Statistics

‘ R-Square ‘ Coeff Var ‘ Root MSE ‘ Data Mean ‘
| 0.19381 | 0.25827 | 5.43063 | 21.02681 |

Tableau 18 — Means comparison : Bonferroni test

| | MeanDiff | SEM | t Value | Prob | Alpha | Sig | LCL | ucL |
| control exposed | -8.79309 | 2.63881 | -3.33222 | 0.00506 | 0.01 | 1| -16.95405 | -0.63212 |
| baseline exposed | -4.8537 | 2.04219 | -2.37671 | 0.06478 | 0.01 | 0] -11.16953 | 1.46212 |
| baseline control | 3.93938 | 2.14013 | 1.84072 | 0.21594 | 0.01 | 0] -2.67933 | 10.55809 |

Sig equals 1 indicates that the difference of means is significant at the 0.01 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of means is not significant at the 0.01 level.
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Annexe 3 : Résultats d’exposition de D.
magna a un mélange de 19 contaminants
organiques a une concentration de 100

ng L-! pendant 21 jours
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exposed

14.93125
13.60625
15,71875
23,13

23,14

26,69

14,67647
15,57059
24,47059
21,83529
25,37647

Tableau 20 — Descriptive statistics

control

18.78889
20,00556
17,11111
18,36842
20,03684
15,06316
16,15294
14,80412
14,42941
13,43
12,285
12,935
30,68696
32,18696
32,13913
22,63333
22,48095
23,49048

Tableau 19 — Concentration de 20E dans les échantillons
de daphnies des différents groupes (pg ind1)

baseline

15.23333
14,49167
14,44167
13,965
13,075
15,72
24,76129
23,06452
10,44348
17,77391
21,80435
29,28947
31,03158
25,37895
18,79091
16,88182
17,15455
25,61579
27,36842
30,44211
17,03
14,59
16,14

‘ ‘ N Analysis ‘ N Missing ‘ Mean

‘ Standard Deviation ‘ SE of Mean ‘

| exposed | 11 | 0| 19,92233 | 499468 | 1,50595 |
| control | 18 | 0| 19,8399 | 6,39969 | 1,50842 |
| baseline | 23 | 0| 20,15164 | 576339 | 1,20175 |
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Tableau 21 — One way ANOVA : Overall ANOVA

‘ ‘ DF ‘ Sum of Squares ‘ Mean Square ‘ F Value ‘ Prob>F ‘

| Model | 2 | 1,05543 | 0,52772 | 0,01542 | 0,9847 |
| Error | 49 | 1676,4891 | 34,21406 | | |
| Total | 51 | 1677,54453 | | | |

Null hypothesis : the means of all levels are equals.
Alternative hypothesis : the means of one or more levels are different.
At the 0.01 level, the population means are not significantly different.

Tableau 22 — Fit Statistics

‘ R-Square ‘ Coeff Var ‘ Root MSE ‘ Data Mean ‘
| 6,29E-04 | 0,29253 | 584928 |  19,99523 |

Tableau 23 — Means comparison : Bonferroni test

‘ ‘ MeanDiff ‘ SEM ‘ t Value ‘ Prob ‘ Alpha ‘ Sig ‘ LCL ‘ UCL ‘
| control exposed | -0,08243 | 2,23856 | -0,03682 | 1| 001 | 0| -6,9905 | 6,82564 |
| baseline exposed | 0,22931 | 2,14428 | 0,10694 | 1| 0,01 | 0 |-6,38782 | 6,34644 |

| baseline control | 0,31174 | 1,84075 | 0,16936 | 1| 0,01 | 0| -53687 | 599218 |
Sig equals 1 indicates that the difference of means is significant at the 0.01 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of means is not significant at the 0.01 level.
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