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Le travail présenté par Duarte Domingos Gouveia a été réalisé au Laboratoire d’écotoxicologie (Centre
Irstea de Lyon) en collaboration étroite avec le Laboratoire Innovations technologiques pour la
Détection et le Diagnostic (CEA — Marcoule), sous la direction d’Olivier Geffard (Irstea) et de Jean
Armengaud (CEA) et le co-encadrement d’Arnaud Chaumont (Irstea) et de Christine Almunia (CEA).
L’objectif principal de cette these est de développer des outils et des indicateurs d’évaluation de la
pollution chimique des milieux aquatiques (Ecotoxicologie aquatique). Elle s’est articulée autour de
deux aspects. Le premier a visé a lidentification et la validation de biomarqueurs protéiques de
grandes fonctions biologiques (défense, gestion de I'énergie, développement embryonnaire...) chez
Gammarus fossarum, une espece clé en écotoxicologie, allant jusqu’a leur mise en place et leur
utilisation dans les milieux via I'utilisation de dispositifs d’encagement d’individus. Le deuxiéme volet
s’est concentré sur I'étude de la transférabilité des biomarqueurs protéiques développés et aborde
pour cela les notions de variabilité du protéome au sein du genre Gammarus, un genre de crustacés
de I'ordre des amphipodes de la famille des gammaridés dont la plupart vivent dans la mer ou dans les
estuaires, les autres dans les eaux douces et propres. En effet, plusieurs especes de gammaridés,
considérées comme vulnérables ou en danger de disparition par I'Union internationale pour la
conservation de la nature (UICN), sont considérées comme d’excellents bioindicateurs de la qualité
des eaux.

Le besoin de méthodes d’évaluation de l'imprégnation chimique des milieux et de leur qualité
écologique pour la mise en ceuvre de la directive cadre européenne sur I'eau, ainsi que de mesures
prédictives du risque toxique pour I'environnement et ’homme, suscite un vif intérét pour les
biomarqueurs en tant qu’outils d’aide au diagnostic de contamination et a la gestion du risque toxique.
L'utilisation en routine de biomarqueurs pour la bio-surveillance environnementale présente toutefois
plusieurs limitations, en particulier chez les invertébrés. Parmi ces limitations, le manque de
biomarqueurs spécifiques est une contrainte majeure. Se basant sur les catalogues de genes et de
protéines obtenus a partir d’études dites de proteogénomique (discipline associant protéomique,
génomique et séquencage aléatoire a haut débit du transcriptome (RNA-Seq) et permettant
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I'identification de séquences peptidiques spécifiques présentes dans le protéome d’une espéce
considérée), les travaux de thése se proposent d’identifier de tels biomarqueurs chez Gammarus
fossarum.

Le manuscrit (257 p) est rédigé en anglais et comporte une version abrégée en francais. Trées clair et
parfaitement illustré, il est structuré en cing chapitres dont une syntheése bibliographique, un chapitre
détaillant les matériels et méthodes, deux chapitres consacrés aux résultats, et un chapitre consacré a
la discussion générale et une conclusion générale. Le manuscrit est complété de nombreuses
références bibliographiques.

L'Introduction générale, fait le point des connaissances sur la question de I’exposition croissante et
préoccupante des organismes aquatiques a une contamination multiple et complexe provenant de
plusieurs sources telles que l'industrie, I'agriculture, I'urbanisation, les transports, le tourisme ou la vie
quotidienne. C’est ainsi qu’environ 100 000 molécules sont rejetées dans les systémes aquatiques, la
majorité d’entre elles étant trés persistante et s'accumulant dans les organismes et dans les chaines
alimentaires. L'Introduction met en évidence le besoin impérieux d’une caractérisation de
biomarqueurs spécifiques pour comprendre et analyser les effets biologiques a court et a long terme
de ces contaminations. Elle présente une revue exhaustive de la littérature sur |'utilisation actuelle des
biomarqueurs moléculaires en écotoxicologie, notamment en lien avec I'évaluation environnementale
de la pollution de I'eau, et met I'accent sur les biomarqueurs protéiques, et sur |'utilisation d'espéces
sentinelles (cf. Riviére JL. Les animaux sentinelles. Courrier de I'Environnement de I'lNRA n°20, 59-67 ;
http://www7.inra.fr/lecourrier/assets/C20Riviere.pdf) non modeéles, en particulier chez les
gammaridés, dont Gammarus fossarum, pour lesquels de nombreuses données biologiques sont
synthétisées. Une premiéere partie de I'Introduction donne la définition des biomarqueurs et illustre
les biomarqueurs protéiques les plus utilisés pour évaluer l'impact des polluants. Les limites
d'application des biomarqueurs dans la bio-surveillance de routine sont également exposées. La
deuxieme partie de I'Introduction explore les avantages et les potentiels des nouvelles approches dites
« omiques » pour le développement de biomarqueurs en écotoxicologie, soulignant notamment le fort
potentiel des méthodologies protéomiques pour le développement d’approches de type multi-
biomarqueurs, bien plus prédictives et efficaces que celles basées sur l'utilisation d’un seul
biomarqueur. La troisieme partie de I'Introduction fait le point des travaux sur les processus de
régulation neuroendocrinienne chez ces espéces sentinelles aquatiques. Enfin, la derniere partie de
I'introduction énumeére les différents objectifs proposés pour cette thése.

Le chapitre Matériels et Méthodes détaille les protocoles expérimentaux mis en ceuvre au cours de la
these. Ce chapitre est d’une grande utilité afin de comprendre les principales méthodologies utilisées
dans les publications issues de la thése. Une premiére partie décrit les protocoles concernant
I'échantillonnage des organismes, les dispositifs utilisés pour le maintien au laboratoire de ces
organismes et les mesures biologiques mises en ceuvre. Les conditions d'exposition des organismes
ciblés au cours d’expériences en laboratoire et sur le terrain sont également décrites. Deux autres
parties de ce chapitre décrivent les techniques et les méthodologies utilisées pour les analyses
moléculaires effectuées au niveau des protéines et des genes. Les technologies de protéomique et de
spectrométrie de masse sont particulierement bien décrites et démontrent tout leur intérét pour
I'identification et le développement des biomarqueurs recherchés, notamment via la mesure de la
masse de tels marqueurs peptidiques.

Le premier chapitre de la partie Résultats rassemble les études qui conduisent au développement et
a l'application d'un test protéomique basé sur la spectrométrie de masse pour la quantification
simultanée d'un ensemble de plusieurs dizaines de biomarqueurs protéiques spécifiques. Ces travaux
sont présentés sous la forme de trois publications. La premiére publication décrit le développement et
la validation de la méthodologie analytique protéomique employée pour la mesure de biomarqueurs
multiplexés. Elle met I'accent sur I'importance de la détermination de plusieurs paramétres tels que la
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précision et la reproductibilité de la méthodologie, ainsi que les limites de détection et de
guantification pour chaque protéine biomarqueur. La deuxieme publication correspond a I'utilisation
expérimentale de cette méthodologie protéomique dans des études physiologiques et
écotoxicologiques afin d'évaluer la signification biologique des biomarqueurs, ainsi que leur aptitude
a caractériser les effets toxicologiques chez Gammarus. La troisieme publication présente les résultats
obtenus dans un premier test d'évaluation de |'applicabilité potentielle de la méthodologie des multi
biomarqueurs protéomiques dans des études de terrain. Les réponses aux biomarqueurs ont été
analysées et comparées chez les gammaridés exposés dans quatre sites de référence et treize sites
soumis a une contamination chimique lors du déploiement de gammaridés « mis en cage » (dans des
cylindres en polypropyléne perforés) au sein d'un réseau régional de surveillance des riviéres. La
validation des méthodologies utilisées est particulierement soignée et servira probablement de
référence pour de nombreuses études a venir. Ce chapitre est d’un trés grand intérét scientifique et
méthodologique, ainsi qu’en atteste les publications issues de ce travail dans les meilleures revues
générales (Scientific Reports, Analytical and Bioanalytical Chemistry) et d’écotoxicologie
(Environmental Science and Technology, Aquatic Toxicology).

Le deuxiéme de la partie Résultats rassemble les résultats obtenus sur le développement de
biomarqueurs de facteurs de stress spécifiques d'un grand intérét environnemental que sont les
troubles endocriniens. La premiére partie décrit [l'utilisation d'une nouvelle génération de
spectrometres de masse pour une étude comparative de protéomique, dite en vrac (Shotgun
Proteomics), avec des males témoins et des males exposés au pyriproxyfene (un insecticide mimétique
de I'hormone juvénile d’insectes inhibant I'embryogenéese, la métamorphose et la formation de
I'adulte). Cette approche de protéomique permet d'extraire le protéome et les protéines modulées
différentiellement sans aucune connaissance a priori. La deuxiéme partie propose une stratégie
alternative, basée sur une approche géne-candidat, afin de découvrir des genes clés liés au systéme
endocrinien des crustacés. En particulier, cette partie présente les résultats obtenus a partir de I'étude
de l'identification et de la pertinence de trois genes liés a I'ecdysone (une hormone stéroide
intervenant notamment dans le processus de la mue des arthropodes et dans le contréle de leur
reproduction) en tant que biomarqueurs des perturbations endocriniennes chez les femelles
gammaridés. Leur utilisation potentielle en tant que biomarqueurs de perturbation endocrinienne a
été évaluée par mesure de la modification de leur expression aprés exposition a des composés
suspectés de se comporter comme des perturbateurs endocriniens. A I'image du reste du document,
la méthodologie est parfaitement décrite avec rigueur et pédagogie.

Enfin, le dernier chapitre de la thése est une synthese et une discussion générale. Elle est encore une
fois trés claire et détaillée.

En conclusion, les travaux présentés sont trés conséquents. lls ont été, a juste titre, superbement
valorisés. Les résultats obtenus s’accompagnent d’une analyse statistique rigoureuse attestant la
solidité des résultats. L'auteur fait preuve d’une étonnante capacité analytique qui apparait comme
une prouesse technique a laquelle il donne un sens écotoxicologique. Le document expose de facon
tres claire une démarche pertinente visant a apporter des données précieuses ainsi qu’une réflexion
sur la stratégie d’évaluation de la santé de I’'environnement. L’apport en connaissances fondamentales
est remarquable. La mise en ceuvre des expérimentations montre large éventail de techniques
maitrisées incluant les techniques d’élevage, de déploiement in situ et des techniques physico-
chimiques et biologiques de pointe. Au plan finalisé, les résultats présentés permettront de mieux
caractériser, via des méthodes optimisées et a haut débit, I'impact des polluants chimiques sur les
milieux aquatiques. Ces travaux sont ainsi d’'une importance majeure dans le domaine des sciences de
I’Environnement tant au plan conceptuel que méthodologique. Ils ont une valeur générique car ils
permettront de mieux caractériser d’autres espéces végétales et animales mises en danger par des
polluants avérés ou suspectés.
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