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Contexte et objectifs

Les substances per- et poly-fluoroalkylées (PFAS) consti-
tuent un groupe de polluants organiques largement 
répandus dans l’environnement (Panieri et al., 2022). Ces 
composés se distinguent par des propriétés uniques, 
notamment une forte hydrophobicité, une acidité élevée 
et une remarquable résistance à la chaleur et à la dégra-
dation chimique. Ces propriétés physico-chimiques en 
font des polluants très persistants et pour certains très 
mobiles, notamment dans l’environnement aquatique 
par exemple. Les PFAS incluent potentiellement des mil-
liers de molécules dont seule une partie ne peut raison-
nablement être surveillée par analyses chimiques ciblées. 
Un des défis actuels dans la surveillance environnemen-
tale de ces polluants est donc de disposer de méthodes 
plus intégratives et complémentaires des analyses ciblant 
uniquement des polluants prioritaires. Les outils basés sur 
le mode d’action biologique des polluants, comme les 
bioessais in vitro, peuvent prétendre apporter ces infor-
mations complémentaires, comme cela a été démontré 
pour d’autres familles de perturbateurs endocriniens (e.g. 
composés oestrogéniques) ou des composés dioxine-like 
(Note Ineris sur les méthodes bio-analytiques).

L’exposition aux PFAS est associée à de nombreux 
effets néfastes sur la santé, notamment une toxicité 
hépatique, des perturbations du système immunitaire, 
certains types de cancers, ainsi que des altérations de 
la reproduction et du développement (Hamers et al., 
2020; Panieri et al., 2022; Schrenk et al., 2020). Les PFAS 
peuvent également perturber le système endocrinien, 

en particulier le système thyroïdien (TH), de par leur 
capacité à se fixer aux principales protéines de trans-
port de la thyroxine (T4), telles que la transthyrétine 
(TTR), la globuline liant la thyroxine (TBG) ou l’albumine 
(ALB), et à perturber le transport de cette hormone vers 
les organes cibles (Hamers et al., 2020). 

Sur la base de ce mode d’action moléculaire (i.e. capa-
cité d’interaction avec la protéine TTR), des tests in 
vitro ont été très récemment développés, comme le 
test cellulaire PFAS-CALUX (Collet et al., 2020) ou le test 
acellulaire FITC-T4 (Hamers et al., 2020). Ces bioessais 
sont des outils de criblage performants et pertinents 
pour caractériser le mode d’action endocrinien des 
substances individuelles (Carlier et al., 2024; Hamers 
et al., 2020; Shen et al., 2024). Leur application pour 
détecter la présence de substances actives au sein de 
matrices environnementales complexes comme des 
eaux de surface a été récemment démontrée (Mikušová 
et al., 2024; Šauer et al., 2024). Des travaux récents com-
parant les test PFAS-CALUX et FITC-T4 à des analyses 
chimiques ciblant 20 PFAS ont montré l’intérêt des 
bioessais pour détecter les molécules ciblées et aussi 
révéler la présence d’autres molécules « PFAS-like » non 
ciblées par la chimie (de Schepper et al., 2023). 

Dans le cadre du plan interministériel sur les PFAS, des 
travaux ont été lancés en 2024 visant à mettre en place 
à l’Ineris le bioessai FITC-T4 et à évaluer son application 
à la bioanalyse d’échantillons complexes en vue de son 
intégration dans les programmes de surveillance envi-
ronnementale menés par l’Institut. 

Mise en place du bioessai FITC-T4
pour la bio-détection

de composés perturbateurs thyroïdiens,
dont certains PFAS

Cette note a pour objectif de décrire l’avancée des travaux réalisés à l’Ineris en 2024 sur 1) la mise en 
place à l’Institut d’un bioessai in vitro permettant la détection de substances capables d’interagir avec 
la protéine de transport de la thyroxine (T4, hormone thyroïdienne) et 2) les résultats préliminaires 

de sa mise en œuvre pour la détection de substances actives, dont de nombreuses substances per- et poly-
fluoroalkylées (PFAS), dans des matrices environnementales.

NOTE D’AVANCEMENT

https://www.ineris.fr/fr/note-place-methodes-bio-analytiques-directive-cadre-europeenne-eau-dce
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Principe du test FITC-T4

Dans son principe, cet essai repose sur l’utilisation d’une 
sonde fluorescente (FITC-T4), un composé synthétique 
combinant la T4 avec un marqueur fluorescent (FITC), 
pour mesurer et quantifier le déplacement de la T4 
de la TTR par une substance ou un échantillon test 
(Figure 1). L’intensité de la fluorescence reflète la propor-
tion de FITC-T4 lié à la TTR. Lorsque le FITC-T4 est lié à la 
TTR, la fluorescence est maximale. Une diminution de la 
fluorescence indique que le FITC-T4 a été déplacé de la 
TTR, par exemple, par la présence d’une substance active 
(les PFAS par exemple).

Mise en place du bioessai à l’Ineris

Une collaboration a été mise en place en 2024 avec 
l’équipe de Marja Lamoree et Timo Hamers (univer-
sité libre d’Amsterdam), responsables du laboratoire 
de Chimie pour l’Environnement et la Santé où a été 
développé le test. Cette équipe a établi une procédure 
opératoire standardisée (SOP) pour le bioessai FITC-T4, 
laquelle a été évaluée dans le cadre du réseau EU-NET-
VAL (méthode TM2019-09) et est en cours de pré-valida-
tion dans la plateforme de PEPPER. Cette SOP a servi de 
base au démarrage de nos travaux.

En mai 2024, un scientifique de l’Ineris a suivi une forma-
tion d’une semaine à l’université libre d’Amsterdam, en 
vue du transfert du bioessai FITC-T4 dans notre labora-
toire. A l’Ineris, le travail a d’abord consisté à reproduire 
la SOP et à la valider avec des substances de références 
(ci-dessous). Par ailleurs, un effort particulier a été consa-

cré à optimiser la mise en œuvre, notamment grâce à 
l’automatisation d’une partie du protocole (pipetage) à 
l’aide du robot Evo150 (TECAN), dans le but de réduire 
le temps d’exécution, améliorer la variabilité observée 
et in fine optimiser la capacité de criblage.

Effets de substances de référence

Pour valider la bonne mise en place du bioessai FITC-T4 
dans nos conditions de laboratoire, nous avons évalué 
la réponse de ce bioessai à trois substances chimiques 
modèles : la thyroxine (T4), le tétrabromobisphénol A 
(TBBPA) et l’acide perfluorooctanoïque (PFOA). Chaque 
substance a été testée plusieurs fois de façon indépen-
dante (n=4 à 12 selon les substances), par des opérateurs 
différents (3) et à des dates différentes, ce qui a permis 
une première appréciation de la variabilité intra-essai 
(réalisés le même jour), inter-essai (réalisés à différents 
jours) et inter-opérateurs.

Comme illustré dans la Figure 2, les trois substances tes-
tées ont produit une réponse positive dans le bioessai 
FITC-T4, générant une courbe concentration-réponse 
complète et montrant leur capacité à se lier à la TTR. Sur 
la base de ces courbes, le calcul des IC50 (concentration en 
substance induisant 50 % de liaison à la TTR) ont été déter-
minées (Figure 3) : 63 ± 12 nM pour la T4, 34 ± 6 nM pour le 
TBBPA et 544 ± 53 nM pour le PFOA. On note une relative-
ment faible variabilité entre les essais indépendants ce qui 
laisse pressentir une bonne reproductibilité. Pour la T4, les 
valeurs d’IC50 déterminées sont conformes au critère d’ac-
ceptabilité décrit dans la SOP (i.e. doivent être comprises 
entre 40 et 140 nM). Pour les deux autres substances, les 
IC50 concordaient également avec celles rapportées dans 
la littérature pour le PFOA (756 nM, de Schepper et al., 
2023) et le TBBPA (22 nM, Shen et al., 2024).

Dans l’ensemble, ces résultats démontrent que le bioes-
sai FITC-T4 a été correctement mis en place et est 
robuste et fiable dans nos conditions de laboratoire.
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Figure 1 /
Schéma du principe du test de liaison du FITC-T4 à la protéine TTR.

Figure 2 /
Exemples de courbes dose-réponse obtenues pour les trois molécules testées 
(TR, TBBPA, et PFOA). Les barres représentent l’écart-type des trois réplicats.
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Analyse de matrices environnementales

Pour évaluer la faisabilité de l’utilisation de ce bioessai 
pour le criblage d’échantillons environnementaux réels, 
des échantillons provenant de diverses matrices (eau et 
sol) ont été testés. Les échantillons sélectionnés (extraits 
organiques d’eaux de surface et de sol) font partie de la 
campagne européenne de surveillance des perturbateurs 
endocriniens menée dans le cadre du partenariat PARC1.

La Figure 4 présente les courbes dose-réponse obtenus 
avec les blancs (témoins négatifs) et les échantillons pro-
venant de sites différemment impactés pour des échan-
tillons d’eau (Figure 4A) et des sols (Figure 4B). Les blancs 
pour les deux matrices ne présentent aucune activité, 
ce qui atteste de l’absence de contamination extérieure 
au cours de la manipulation (échantillonnage, trans-
fert et extraction des échantillons), comme attendu. 
Concernant les extraits d’eaux et de sols, on observe 
des niveaux d’activité détectables, quantitatifs (dose-ré-
ponse) et différents d’un site à l’autre, en accord avec ce 
que l’on sait des pressions anthropiques présentes. 

Ces résultats démontrent que la méthode mise en 
place est efficace pour tester l’activité TTR d’échan-
tillons environnementaux. Par la suite, ces résultats 
(courbes dose-réponse) seront utilisés pour estimer les 
quantités d’équivalents de type PFAS présents dans ces 
échantillons. 

Perspectives

Les travaux menés en 2024 ont vu la mise en place du 
bioessai FITC-T4 dans nos conditions de laboratoire, 
et démontré son opérationnalité avec des substances 
de référence et des échantillons environnementaux 
(extraits organiques d’eaux et de sols).

En 2025, il s’agirait de mettre en œuvre cet outil dans 
des programmes de surveillance environnementale et 
d’évaluer sa pertinence et ses limites pour la détection 
des PFAS dans diverses matrices environnementales. 

Plus spécifiquement, il s’agirait :

 /  d’éprouver la méthodologie de préparation 
d’échantillon dédiée aux PFAS, en comparant 
différentes méthodes d’extraction ;
 /  de caractériser plus avant le potentiel activateur TTR 
de molécules environnementales : cela passerait par 
un criblage large de substances individuelles, dont 
de nombreux PFAS pour lesquels il existe un manque 
d’information ;
 /  d’appliquer ce bioessai aux échantillons de la 
campagne européenne PARC de surveillance 
des perturbateurs endocriniens dans différentes 
matrices (eaux, sols, air).

Figure 4 /
Exemples de courbes dose-réponse obtenues pour divers échantillons sélectionnés aléatoire-
ment parmi ceux de PARC, pour (A) la matrice eau et (B) la matrice sol. Les barres représentent 
l’écart-type basé sur deux mesures répliquées.

Figure 3 /
Détermination indépendante de l’IC50 des trois molécules (T4, TBBPA, et 
PFOA) évaluées par le bioessai FITC-T4. Les cercles représentent chaque déter-
mination indépendante quel que soit le jour ou l’opérateur (n = 4 à 12).

https://www.eu-parc.eu/
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