Wy ¥ )

2. Reproduction,
développement
et environnement

Sylvaine Cordier

Inserm, Rennes

Présidente du Conseil scientifique du programme
de recherche Environnement & Santé




Contexte et connaissances scientifiques

De nombreux éléments de preuve rassemblés ces dernieres décennies permettent d'affirmer que
certaines substances chimiques, présentes sous forme de médicaments, de contaminants de I'alimentation
ou lors d'expositions professionnelles ont des effets toxiques sur la reproduction humaine et le
développement embryonnaire. Ces associations ont pu étre établies rapidement car certains de ces effets
étaient extrémement spécifiques et I'augmentation du risque trés importante. Pour de nombreuses autres
substances, présentes dans I'environnement général, la mise en évidence d'effets toxiques sur la reproduction
humaine est beaucoup plus complexe mais il est pourtant vraisemblable qu'un certain nombre d'entre elles
contribuent a l'apparition de ces anomalies.

Lanalyse des effets sur la reproduction
et le développement : un probléme complexe

Toutes les phases de la reproduction allant de la fécondation au développement de l'enfant peuvent étre
perturbées par des facteurs exogenes. La variété des modes d'action de ces différents facteurs liée aux
différentes voies et fenétres d'exposition conduit a un grand "spectre" d'effets observables. Cette complexité est
augmentée par l'absence de spécificité dans les relations exposition—impacts sur la reproduction. Ainsi une
mutation dans une cellule germinale (action mutagéne) peut avoir pour effet une réduction de la fertilité¢, un
avortement spontané, des cancers ou d'autres maladies dans I'enfance. A l'inverse, un avortement spontané peut
résulter d'anomalies chromosomiques, de mécanismes embryotoxiques ou feetotoxiques.

Au cours du développement embryonnaire et foetal, les différents organes et fonctions associées se développent
a des stades différents, chacun de ces stades embryonnaires présente donc des sensibilités particulieres aux
toxiques. C'est essentiellement au cours du premier trimestre de la grossesse que des malformations anatomiques
majeures peuvent étre induites (action tératogene). Les expositions intervenant plus tard dans la grossesse
peuvent éventuellement induire des malformations mineures, ou des anomalies fonctionnelles et des retards de
développement chez I'enfant (action embryotoxique ou foetotoxique).

La dose du toxique (ou le niveau d'exposition) est également un parametre important : en effet, il existe un
. ,\ consensus pour admettre, que hors les substances mutagenes, une substance donnée n'a pas de toxicité
'\' embryonnaire en dessous d'un certain seuil et qu'au-dela, la gravité de I'effet augmente avec la dose, pouvant
aboutir a la mort de I'embryon et entrainant un avortement spontané pas toujours cliniquement décelé.
Il faut signaler, enfin, que la gravité de I'effet d'un toxique sur la reproduction ou le développement embryonnaire
est souvent influencée par d'autres facteurs environnementaux et dépend du génotype de I'embryon sur lequel
il agit. Ainsi, certains agents toxiques pour une espéce ne le sont pas pour d'autres, ou pas aux mémes doses.
La présence insoupgonnée de nombreuses interactions de facteurs de I'environnement, tendant a moduler
I'action toxique, est en cohérence avec la forte proportion d’anomalies de la reproduction qui reste encore
inexpliquée.

En résumé, la difficulté de mettre en évidence la toxicité de certains produits pour le systeme reproducteur

chez 'nomme, tient le plus souvent a l'absence de spécificité du mécanisme (un produit peut étre a la fois

mutagene et embryotoxique), de I'effet (suivant la période et la dose une méme exposition peut aboutir a une
malformation congénitale ou un avortement spontané), et aux interactions avec d'autres facteurs, génétiques
Ou environnementaux.

Les déterminants environnementaux des altérations de
la reproduction et du développement :
quelques hypothéses, trop peu de preuves

En France, une enquéte réalisée en 1988-89 a montré qu'environ 14 % des couples consulteront au
moins une fois pour des difficultés a concevoir. Dans la majorité des situations, un facteur
féminin a été mis en cause, mais une bonne proportion des problemes de fertilité pourrait

résulter de perturbations de I'appareil reproducteur male.
Outre le role des antécédents médicaux (maladies sexuellement transmises, varicocéle,
cryptorchidie), des comportements individuels (consommation de cigarettes, de cocaine,
d'alcool), des effets néfastes sur la fonction reproductrice male ont également été reliés a des
déterminants environnementaux. Les recherches portant sur les effets déléteres de
contaminants de I'environnement sur la fonction reproductrice male se sont intensifiées au
cours des derniéres années, et ont permis de documenter des atteintes chez les sujets

males de différentes especes animales.

Une exposition a des températures élevées, aux radiations ionisantes, a des produits chimiques (plomb, certains éthers
de glycol, certains pesticides comme le chlordécone et le dibromochloropropane (DBCP)) sont des facteurs de risque
reconnus. Des situations professionnelles comme les postes de soudage, semblent affecter également la fonction de
reproduction masculine.

Chez I'homme, la diminution de la qualité du sperme depuis les cinquante derniéres années, de méme que
I'augmentation de l'incidence de désordres testiculaires constituent la base de I'hypothése voulant que des composés
chimiques de I'environnement, capables de mimer les effets des hormones sexuelles endogenes, soient a I'origine de
désordres de la fonction reproductrice male.

De fagon plus précise, on discute surtout a I'heure actuelle de la possibilité qu'une exposition in utero a des substances
possédant des propriétés oestrogéniques puisse étre a l'origine d'une grande variété d'effets adverses tels que les
cancers en particulier le cancer du sein, de la prostate et des testicules (voire section C, Cancer et Environnement),
I'endométriose chez la femme et dans les deux sexes des problemes de fertilit¢, de malformation du systeme
reproducteur, des modifications du comportement sexuel, des retards d'apprentissage dans la petite enfance, ainsi que
des effets adverses sur le systeme immunitaire et la fonction thyroidienne.

Ces effets seraient causés par des perturbations hormonales se produisant a un moment inopportun du
développement intra-utérin. Cette hypothése s'appuie en partie sur les effets néfastes qu'a engendré I'administration
de diéthylstilbestrol (DES), un oestrogene de synthése, a plusieurs millions de femmes qui présentaient des antécédents
d'avortements spontanés. En théorie, un blocage de l'action des androgénes ou un stimulus oestrogénique a des
moments inopportuns de la grossesse pourraient tous deux induire une altération du développement de I'appareil
reproducteur male. Ainsi, par exemple, le principal métabolite du pesticide DDT, le o,p-DDE, est un puissant
antagoniste des androgenes chez le rat. L'o,p-DDT et de nombreux autres composés pour lesquels des propriétés
similaires ont récemment été découvertes (chlordécone, dieldrin, endosulfan, beta-hexachlorocyclohexane,
p,p'-méthoxychlor, alkylphénols), pourraient perturber le développement de I'appareil reproducteur male, tel que le
suggere I'exemple du DES. Cependant, des test in vitro et in vivo semblent indiquer que ces substances, excepté le
DES, seraient beaucoup moins actives que l'oestradiol, hormone naturelle utilisée comme référence.

Le role de I'environnement sur l'infertilité féminine a fait I'objet de beaucoup moins de travaux, en particulier car il est
tres difficile d'explorer le bon déroulement des toutes premiéres étapes du développement embryonnaire, qui suivent
la fécondation et précedent I'implantation dans I'utérus. De méme, une altération de la fonction ovarienne est difficile
a mesurer. Certaines études chez des femmes professionellement exposées ont enregistré les perturbations des cycles
menstruels et de la durée des menstruations, mais la multiplicité des facteurs qui affectent ces parametres chez la
femme en font des indicateurs peu spécifiques.

Jusqu'a présent, bien que I'hypothese soit plausible d'un point de vue biologique, il n'existe pas de preuves solides que
I'exposition environnementale aux « perturbateurs endocriniens » puisse étre a l'origine d'altération de la reproduction
chez I'humain

Les altérations du développement foetal et du jeune enfant

Environ 10 a 20 % des grossesses reconnues se terminent par un avortement spontané (avant 22 semaines de
gestation). 30 a 50 % des avortements spontanés sont porteurs d'une anomalie chromosomique du produit de
conception (contre seulement 6 % des morts périnatales et moins de 1 % des naissances). Les morts foetales tardives
supérieur a 22 semaines), les morts nés et les morts néonatales précoces avant le 8™ jour sont comptabilisés dans
la mortalité périnatale. En France en 1991, elle était de 8,2 pour 1000 naissances. La prématurité est définie
comme un accouchement survenant avant 37 semaines révolues d'aménorrhée. En France, en 1998, le taux de
prématurité a été estimé a 6,2 % des naissances. Le retard de croissance intra-utérin est défini par un poids a la
naissance inférieur a une valeur seuil dépendant de I'age gestationnel et du sexe du nouveau-né et le plus souvent,
ce seuil correspond au dixieme ou cinquieme percentile de la distribution des poids de naissance de la population
générale, il atteint environ 6 % des naissances. Les malformations congénitales majeures affectent environ 1 a 2 %
des naissances.

Historiquement, les facteurs de risque de malformations congénitales ont été surveillés depuis longtemps, surtout
pour identifier les effets secondaires des médicaments pris pendant la grossesse. Ceci a pu se faire grace a la mise
en place de registres de malformations dans le monde, suite a la mise en évidence des effets tératogenes massifs de
la thalidomide, médicament antinauséeux prescrit pendant la grossesse deés les années 1950. Une estimation des
risques attribuables a différentes causes de malformations faite en 1983 n'identifiait des causes environnementales
probables que pour une faible partie d'entre elles (environ 2-3 %). Parmi les autres causes, figurent les infections
maternelles, les maladies métaboliques de la mére, les médicaments les facteurs génétiques et les interactions
genes-environnement. Aujourd'hui, on considere encore qu'environ 60 % des malformations congénitales n'ont pas

de cause identifiée.
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§ Les difficultés a conduire des études épidémiologiques dans ce champ sont telles que, alors que chez I'animal

Les premieres associations entre facteurs d'environnement et malformations congénitales ont été

observées lors d'expositions exceptionnelles. A Hiroshima et Nagasaki, les survivants exposés in utero aux

radiations présentaient des signes de microcéphalie et de retard mental. A Minamata, au Japon a nouveau,

la consommation, par les meres, de poisson contaminé par le méthylmercure a produit des syndromes

neurologiques graves chez les enfants. A Yusho enfin et Yucheng (Taiwan), l'ingestion d'huile contaminée par

des polychlorobiphényles (PCBs) pendant la grossesse, a provoqué I'apparition d'hyperpigmentation chez les
nouveau-nés, puis de retards du développement neurocomportemental chez les enfants.

Depuis, en complément des systemes de surveillance, un grand nombre d'études épidémiologiques ont

permis d'identifier des produits potentiellement associés, voire certainement, a des anomalies du
développement comme les avortements spontanés, les malformations congénitales ou les retards de
développement neurocomportmental de I'enfant, lors d'une exposition maternelle. Les radiations ionisantes, le
mercure, le plomb, les PCBs et dioxines, certains solvants et pesticides, certains gaz anesthésiants sont
concernés par ces associations. Ces mémes substances ont également été associées a un exces de risque
d'avortements spontanés lors d'expositions paternelles mais la relation est moins fermement établie.

Le développement du systeme nerveux central est un processus particulierement sensible aux expositions
toxiques survenant in utero et dans I'enfance compte-tenu de sa durée de développement beaucoup plus longue
que celle des autres systemes. L'évaluation de ses atteintes est complexe car elle doit faire appel a des tests
neurologiques, psychométriques ou neurophysiologiques. Linfluence possible de facteurs de I'environnement a
récemment été évoquée pour expliquer 'augmentation de l'incidence de pathologies telles que I'autisme ou le
syndrome d'hyperactivité et déficit d'attention (Attention Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD).

Concernant la prématurité ou le retard de croissance intra-utérin, il n'y a pas d'évidence forte du role étiologique
d'une exposition professionnelle ou environnementale a des substances chimiques ou agents physiques. Seule
I'exposition au plomb semble augmenter le risque de retard de croissance intra-utérin; ce risque a été identifié pour
I'exposition maternelle au travers de plusieurs études, il a également été rapporté un cas d'exposition paternelle.
Par ailleurs, la littérature récente sur les toxiques chimiques de I'environnement évoque une augmentation de la
fréquence de retard de croissance intra-utérin dans des populations exposées notamment aux trihalométhanes
—sous-produits de chloration de I'eau— ou a certains herbicides ou résidus d'insecticides type DDT, a la pollution
de I'air, observations qui doivent étre confirmées.

plusieurs milliers de produits ont été identifiés comme toxiques pour la reproduction, seuls quelques dizaines
(incluant les médicaments) sont des produits toxiques confirmés pour la reproduction humaine. Pourtant parmi les
tératogenes connus, les doses seuil traduisent une plus grande sensibilité de 'nomme a ces substances (de I'ordre
d'un facteur 10, jusqu'a 100 pour les PCBs).
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Présentation des projets

Entre 1996 et 2000, sur les quinze projets relevant du champ de la reproduction et du développement,

neuf d’entre eux ont porté sur le mode d'action et les effets de produits soupconnés d'agir comme

perturbateurs endocriniens, trois se sont intéressés aux conséquences d'expositions in utero sur le

développement neurocomportemental des enfants, trois autres enfin ont étudié les effets reprotoxiques
du plomb, ou des solvants en particulier les éthers de glycol.

e Impact et modes d’actions de perturbateurs endocriniens

Le nonylphénol est un composant de I'industrie des matiéres plastiques et de la fabrication des
détergents ; son utilisation fréquente et sa grande stabilit¢ ont pour conséquence une
contamination des cours d'eau et des risques de bioaccumulation le long de la chaine

alimentaire. Il apparait cependant que chez les mammiferes, ce contaminant est rapidement

absorbé et éliminé grace a des systemes métaboliques efficaces. Une bioaccumulation dans

les tissus est donc peu probable, limitant ainsi la dangerosité de ce produit (Cravedi et al,,

1999). On a pu montrer aussi que le pouvoir de perturbation endocrinienne

@- , (oestrogénomimétique ou «estrogen-like»), et les niveaux d'exposition pour le

consommateur des phtalates et du bisphénol A, constituants des emballages alimentaires, sont nettement inférieurs a
ceux de certains produits naturels présents dans notre alimentation comme les phyto-oestrogenes (Lhuguenot JC et
al., 2000). Il apparait également que la protéine de liaison humaine des stéroides sexuels SHBG (Sex-Hormone-Binding
Globulin) limite la diffusion du bisphénol A vers des organes cibles notamment le foie et les testicules (Pugeat et al.,
1997).

Limpact des perturbateurs endocriniens a été étudié dans différents systemes expérimentaux. De fortes concentrations
de trois pesticides utilisés pour certains jusqua une date récente dans certaines régions francaises (lindane,
méthoxychlore et dieldrine) alterent la maturation des ovocytes (ovules) et la fécondation de certaines espéces
d'invertébrés marins et de la souris, suggérant un impact possible de ces produits sur I'écosysteme marin et
potentiellement chez 'homme lors de circonstances d’expositions exceptionnelles (Ciapa B et al., 1997).

Outre ses effets sur le développement neurologique de I'enfant, le plomb est soupconné d'avoir d'autres cibles dans
le systeme reproducteur. Des expériences réalisées chez la souris et dans des cellules humaines in vitro ont montré
une atteinte de la fonction ovarienne pouvant avoir pour conséquence une hypofertilité chez la femme par un
mécanisme de perturbation hormonale (Machelon V et al,, 1999).

Le développement testiculaire pendant la gestation est une des cibles potentielles des perturbateurs endocriniens. Un
systeme de culture de cellules testiculaires a permis d'identifier le mécanisme d'action du bisphénol A, plus
particulierement sur les gonocytes, en méme temps qu'était testé sur ce modele I'impact de substances a activité
oestrogénique puissante comme l'oestradiol et un médicament, le diethylstilbestrol (Jégou Bet al., 1998). Ces résultats
obtenus in vitro n‘ont cependant pas été confirmés in vivo lors de I'exposition de la souris en cours de gestation a des
concentrations de ce méme bisphénol A couramment rencontrées dans les populations humaines (Le Magueresse-
Battistoni B et al,, 2000). Dans cette expérience, un passage transplacentaire a été mis en évidence mais aucun effet
sur le développement testiculaire n'a été décelé. Par ailleurs, le bisphénol A et I'atrazine (herbicide utilisé en grandes
quantités dans le monde) présents dans I'eau de bhoisson a des concentrations comprises entre TmM et 10 mM
induisent in vivo chez le rat des perturbations du processus de formation osseuse au cours du développement
embryonnaire. Ces données confirment les résultats obtenus in vitro sur les cellules osseuses (ostéoblastes et
ostéoclastes) isolées a partir d'os de rats nouveau-nés femelle ou male mettant en jeu les récepteurs des oestrogenes
ou ceux des androgenes suivant le sexe de I'animal. Cependant, ces molécules n'ont aucun effet sur les cellules
osseuses provenant de rat au sevrage ou adulte (Lieberherr M et al., 2000). Ces résultats confirment que I'évaluation
du risque pour 'homme exige la confrontation de différentes méthodologies expérimentales.

Les conséquences de I'utilisation agricole intensive de pesticides depuis des décennies en culture tropicale ont été
évaluées en Guadeloupe sur la fonction de reproduction des mammiféres sauvages. Les animaux capturés dans les
bananeraies (ou les pesticides ont surtout été utilisés) ont des organes génitaux plus petits et des taux de testostérone
plus faibles que ceux d'animaux de méme age capturés sur la cote, mettant ainsi en évidence un effet probable de cet
environnement sur la fonction de reproduction male (Multigner L et al., 1999).

Actuellement, peu d'études ont été réalisées sur les conséquences possibles de la perturbation endocrinienne dans
les populations humaines. Une étude francaise, intégrée dans un réseau Européen, a confirmé I'existence de variations
géographiques de la qualité du sperme dans différentes régions francaises et européennes ainsi que le déclin de la
qualité spermatique dans ces mémes régions au cours des dernieres décennies (Jouannet A et al., 1996).

Effets sur le développement neuro comportemental de I'enfant

Bien que les effets sur le développement neurocomportemental de I'enfant de substances comme le plomb, le mercure
ou les polychlorobiphényles (PCBs) soient connus depuis longtemps, des incertitudes subsistent quant aux doses
auxquelles elles agissent ainsi que sur leur mécanisme d'action. La mise en évidence de génes exprimés lors de
I'exposition aux PCBs pourrait permettre de disposer d'un modele prédictif de la neurotoxicité de ces substances. Des
travaux de ce type ont été entrepris avec pour objectif d'examiner la possibilité d'identifier des indicateurs biologiques
de niveau d'exposition aux PCBs (Francon J, 1999). Plusieurs genes, dont I'expression est modulée par les PCBs ont
été identifiés. Cependant, les variations observées ne permettent pas actuellement d'étudier I'effet dose-réponse des
PCBs et d’envisager leur utilisation en tant que marqueur d’exposition.

Au cours d'un suivi de prés de 20 ans d’'une cohorte d'enfants dont I'exposition in utero au plomb a pu étre quantifiée,
des associations inverses ont été observées a 6 ans avec les performances sur des tests de cognition, de mémoire et
verbaux et a un moindre degré les performances motrices et perceptives. A 'adolescence (17-18 ans), des altérations
de performances cognitives ou motrices ne sont plus perceptibles suggérant une réversibilité des effets antérieurs. La
mémoire par contre continue d'étre affectée a I'adolescence (Huel G et al., 1996).

Les activités d'orpaillage ont entrainé depuis des décennies une contamination de I'environnement et de la chaine
alimentaire par le méthylmercure en Guyane. Les populations grosses consommatrices de poissons, en particulier les



populations amérindiennes dont c'est la principale source de protéines, sont particulierement
vulnérables et, comme cela avait déja été suggéré en Amazonie Brésilienne, on a pu constater que les
niveaux d'exposition auxquelles elles sont soumises entrainent de Iégers déficits de performances sur la
motricité et I'organisation visuospatiale chez les enfants (Cordier S et al , 1996).

Autres effets sur la reproduction

Les éthers de glycol sont une classe de solvants dont I'usage s'est développé depuis les années 1970.
Certains d'entre eux parmi les plus utilisés a cette époque, ont des effets démontrés chez I'animal en
particulier sur la fertilité et 'embryogenése. La question se pose donc d'évaluer I'impact du contact avec ces
produits dans les populations professionnellement exposées. Une étude réalisée chez les employés de la Ville
de Paris n'a pas permis de mettre en évidence d'association entre I'exposition actuelle aux éthers de glycol (telle
que validée par des biomarqueurs urinaires) , les caractéristiques du sperme et les niveaux d’hormones. Par
contre l'estimation des expositions passées aux éthers de glycol semble associée a un déficit de certains
parametres (concentration du sperme...), ces observations pouvant résulter de I'utilisation dans le passé de
produits de la méme famille, beaucoup plus toxiques pour la reproduction (Multigner L et al., 1996).

Le risque de malformations congénitales (fentes labiales ou palatines) liées a I'utilisation professionnelle de ces
solvants pendant la grossesse a également été évalué. Cette étude confirme une association avec I'exposition aux
solvants type éthers de glycol, mais I'existence de co-expositions a d'autres polluants, en particulier a d'autres
solvants, rend I'établissement de la causalité difficile. La mise en évidence de susceptibilités génétiques grace a
I'étude des polymorphismes de génes important pour le métabolisme (alcool-déshydrogénase, CYP450) ou
intervenant dans la détoxication (glutathion-s-transférase) de ces substances devrait permettre de définir des sous-
groupes a risque et les mécanismes d'action de ces produits (Cordier S et al., 1998).

Synthése & perspectives

L'étude de limpact de I'environnement sur la reproduction au sens large (intégrant le développement intra utérin)

. est encore un champ de recherches en émergence. Il est particulierement complexe car trois individus, recevant

--"'-'1* des expositions différentes et porteurs de susceptibilité propre a chacun, sont en jeu : la mere, le pére et I'enfant

- i en devenir. Un autre €lément contribue a cette complexité, les relations dose-effet, qui conduisent en général a

observer que la fréquence d'une atteinte augmente avec la dose de I'exposition a un toxique, sont ici souvent

non linéaires. Ceci est d{ a I'existence de périodes de vulnérabilité variables, a I'action probable et simultanée de

mécanismes biologiques encore trop mal connus comme ceux induit par les perturbations endocriniennes. Ces
caractéristiques rendent I'identification de produits dangereux particuliecrement difficile.

Ce champ de recherches a recu jusqu’a présent un soutien limité des pouvoirs publics tant il est vrai que les
travaux visant a 'amélioration de la prise en charge médicale de la grossesse et du nouveau-né ont supprimé
des facteurs de risque majeurs d'issues de grossesse défavorables et que le développement des techniques de
fécondation artificielle a contribué a rendre plus acceptables les difficultés de procréation pour la population.

Concernant les besoins de connaissances on peut identifier un certains nombres de priorités :

- l'identification précoce des substances potentiellement «reprotoxiques» lors de leur mise sur le marché.

- le développement in vitro de marqueurs biologiques signant des mécanismes d'action nouveaux comme
celui de la perturbation endocrinienne ou celui d'une atteinte des cellules germinales. A moyen terme
I'utilisation de ces marqueurs pour I'homme serait souhaitable,

- le développement de tests multigénérationnels permettant de mesurer I'impact d'agent mutagenes ou
tératogénes sur plusieurs générations.

- le renforcement des connaissances sur les autres facteurs, exogenes ou individuels, favorisant ou
atténuant les effets reprotoxiques. Il est vraisemblable en effet que les facteurs génétiques jouent un role
prépondérant dans ce domaine.

- le développement de méthodologies visant a améliorer la précision des mesures dexposition
individuelle aux contaminants de I'environnement dans les études épidémiologiques, prise en compte
des périodes clés du développement. Les quelques études épidémiologiques récentes qui se sont
donné les moyens d'intégrer des mesures d'exposition précises sur la contamination des eaux (sous-
produits de la chloration par exemple), de I'air (HPA), des aliments (mercure, pesticides) ou de
certaines expositions professionnelles ont pu mettre en évidence des atteintes précédemment
insoupconnées. Ces études restent encore rares et n‘ont certainement pas encore permis
d'évaluer I'ampleur du risque pour la santé publique et encore moins de produire des outils

@' d‘aide a la prévention.

Les équipes francaises mobilisées autour de ce theme sont encore peu nombreuses et contribuent insuffisamment a
la production de connaissances nécessaires a l'expertise dans ce domaine, malgré des situations d'expositions
environnementales préoccupantes en France (incinération, trafic routier, pollutions agricoles, etc.).

Les sources de financement dans ce domaine sont extrémement limitées et le programme Environnement & Santé a
contribué de facon déterminante aux travaux qui ont pu étre réalisés en France. Les effets des pollutions
environnementales actuellement redoutés, qu'ils concernent par exemple une détérioration de la qualité des cellules
germinales ou des retards de développement intellectuel chez I'enfant, portent potentiellement atteinte a la qualité des
especes et a I'espéce humaine en particulier justifiant une intensification des travaux de recherche dans ce domaine,
tant pour l'identification des agents toxiques que pour I'évaluation de l'efficacité des mesures de réduction des
expositions.

Résumés des projets

Qualité du sperme, fonction de reproduction et fertilité chez ’homme,
facteurs de variation et environnement
Jacques Auger et P. Jouannet et al., 1996

La responsabilité de facteurs environnementaux est réguliecrement suggérée pour expliquer I'augmentation progressive
et les variations géographiques des altérations de la fonction de reproduction. La plupart des conclusions sont
formulées a partir d'analyse rétrospective de données acquises dans des contextes et des méthodologies variables.

Lobjectif principal de cette étude était de définir les conditions selon lesquelles pouvaient étre recrutés des hommes
fertiles afin d'étudier I'influence des facteurs environnementaux sur la fonction de reproduction :

- mise en place d’'un recrutement de volontaires partenaires de femmes enceintes a partir des consultations prénatales
d’'un hopital parisien. Ces hommes devaient d'une part remplir un questionnaire (relatif aux antécédents
médicochirurgicaux, aux conditions de vie et de travail, aux conditions d'obtention de grossesse) et d'autre part
accepter un examen clinique des dosages hormonaux et un examen de sperme ;

- étude de faisabilité de recrutement d’hommes fertiles dans 6 CECOS (Centre d'Etude et de Conservation des (Eufs
et du Sperme humains), répartis sur 'ensemble du territoire, pour la mise en place d'un protocole multicentrique
beaucoup plus vaste ;

- analyses de données collectées par les CECOS depuis 1973 pour discuter les variations séculaires et géographiques
de la qualité du sperme humain en France ;

- standardisation et mise au point d'un contréle de qualité des méthodes d'analyse du sperme, évaluation de nouvelles
méthodes de mesures objectives des parametres spermatiques utiles pour les études épidémiologiques.

Cette étude a montré qu'il était possible de recruter des hommes partenaires de femmes enceintes sans proposer
d’indemnité, il est cependant indispensable de s'appuyer pour ce recrutement sur des personnes spécifiquement
formées a la communication et a la formation. Le bilan de recrutement dans les CECOS a en revanche été négatif et
aurait nécessité de confier cette tache a une personne spécifiquement formée.

Les résultats de I'étude rétrospective confirment I'existence d'une trés probable baisse de la qualité du sperme
principalement liée a 'année de naissance. Une différence significative de la qualité du sperme d’homme fécond a été
par ailleurs observée dans différentes villes francaises.

Des données de référence sur la qualité du sperme et le délai a concevoir (DNC) d'une population assez homogene
d’hommes féconds ont pu étre obtenues. Par contre, la taille de la population d’hommes recrutés a Paris n'a pas permis
une analyse précise des relations entre caractéristique spermatiques, DNC et les facteurs environnementaux et de
mode de vie collectés par questionnaire. Cependant, grace a un protocole similaire mené conjointement au niveau
européen, ce travail fait état de différences géographiques de la qualité du sperme et du DNC.

Ce projet a conduit au développement d'une méthode de mesure de la concentration spermatique, dont les avantages
sur les méthodes classiques ont été démontreés.
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Impact des contaminants des eaux de boissons et de surface
sur la maturation et la fécondation des ovocytes
Brigitte Ciapa et al., 1997

Ce projet avait pour objet I'étude de l'impact des pesticides sur la maturation et la fécondation des ovocytes de
trois espéces animales différentes : deux invertébrés marins ('oursin et I'étoile de mer) et un mammifere (la souris).
En effet, certains de ces composés son dits "oestrogéniques" car ils peuvent se comporter comme des xéno-
oestrogenes, et mimer I'action d'une des principales hormones femelles, I'oestradiol. Le choix des pesticides testés
était guidé par des résultats d'analyse effectuées par la DDASS du Finistere dans les années 1990 qui ont mis en
évidence la présence du lindane, largement utilis€ en agriculture, du méthoxylchlore (ou MXC, un
dichlorodiphényléthane) et de la dieldrine (un cyclodiene) dans les eaux courantes.

L'analyse de la vitesse de dégradation et d'élimination de ces composés dans l'environnement ou dans les
organismes a mis en évidence une bio-accumulation de ces molécules. Leurs effets peuvent donc étre persistants
et I'exposition a long terme, méme a de faibles doses, peut conduire a leur accumulation dans certains tissus
- | animaux.
. En particulier, des quantités non négligeables de certains pesticides peuvent s'accumuler dans le tissu ovarien, les
embryons et foetus humains. Lindane, dieldrine et MXC ont ainsi pu étre détectés dans les ovaires, les liquides
folliculaires et les tissus utérins.

La maturation est une étape nécessaire dépendante de I'action d’hormones, dont I'oestradiol, et conduit a la

formation d'ovocytes capables d'étre fécondés. Cette étude suggére que les trois composés sont capables
d'altérer la maturation des ovocytes chez I'étoile de mer comme chez la souris. Une altération de la fécondation
a également été montré, chez l'oursin ou I'étoile de mer. L'activation (reprise du cycle de méiose qui fait
normalement suite a la fécondation) spontanée intervient pour un pourcentage élevé d'ovocytes de souris traités
avec ces pesticides.

La contamination de I'eau de mer par les pesticides peut donc affecter différents stades du développement
embryonnaire. Les effets observés ont été obtenus a de fortes concentrations de pesticides. Cependant, il
reste possible que les organismes tels que I'oursin, capable de filtrer de grandes quantités d'eau, accumulent
des doses non négligeables de ces produits dans certains tissus. Enfin, I'nomme pourrait étre en contact
avec des fortes concentrations de ces pesticides en cas d'incidents majeurs, dans des zones polluées ou
ces produits ne sont pas manipulés avec toutes les précautions nécessaires, en particulier dans les pays
en voie de développement.
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Risques neurotoxiques chez I'enfant
liés a I'exposition au méthylmercure en guyane Francaise
Sylvaine Cordier et al., 1996

La neurotoxicité du méthylmercure est connue depuis la catastrophe de Minamata au Japon dans les années 1950,
ou plusieurs centaines de personnes ont été atteintes de désordres neurologiques graves souvent irréversibles, suite
a la consommation réguliere de poisson contaminé par du méthylmercure. Des enfants ayant de séveres atteintes
neurologiques sont nés de meres ne montrant pratiquement aucun symptéme. Une autre épidémie en Irak en 1971-
1972, due a l'ingestion de farines contaminées, a permis de mieux quantifier la relation entre I'exposition et les atteintes
observées. On admet généralement que des expositions résultant en des concentrations maternelles dans le cheveu
de l'ordre de 10-20 g/g sont susceptibles d'accroitre le risque d'atteinte cérébrale chez le foetus, provoquant des
perturbations du développement moteur telles qu'un retard d'apprentissage de la marche. Plus récemment, des études
ont recherché des effets plus fins en mesurant le développement neurocomportemental de I'enfant a l'aide de tests
psychologiques ou de motricité, a différents ages, en relation avec une exposition prénatale au méthylmercure, aux
Seychelles ou en Nouvelle-Zélande, dans des populations consommatrices régulieres de poisson. Les observations
publiées récemment sur une cohorte d'enfants des lles Féroé semblent indiquer des effets neuropsychologiques a des
niveaux d'exposition inférieurs a 10 g/g dans le cheveu maternel.

Notre étude a été initiée dans le cadre d'un programme visant a évaluer les conséquences environnementales et
sanitaires de la pollution par le mercure en Guyane Francaise liée aux activités d'orpaillage, plus particulierement dans
les villages amérindiens du Haut-Maroni ou I'exposition des populations est la plus forte.

Un examen neurologique et neuropsychologique des enfants a été conduit entre 1997 et 1998 dans trois
communautés amérindiennes de Guyane : le Haut Maroni (Cayodé, Elahé, Twenke, Taluhen et Antecume-Pata), Camopi
et Awala. Les niveaux individuels d'exposition au méthylmercure ont été mesurés par détermination du mercure total
dans les cheveux des enfants et de leurs meres. Un questionnaire standardisé rempli avec la mere a permis d'évaluer
les parameétres sociodémographiques et médicaux. L'examen neurologique a été réalisé par trois médecins et
neuropédiatres sur les enfants agés de 9 mois a 6 ans (97 enfants dans le Haut Maroni, 69 a Camopi et 82 a Awala
de méme age et sexe). Des relations ont été mises en évidence entre I'exposition au mercure et la présence de réflexes
ostéotendineux accrus et une moins bonne coordination des jambes. L'examen neuropsychologique conduit par trois
psychologues a porté sur les enfants de 5 a 12 ans (103 enfants dans le Haut-Maroni et 103 a Awala de méme age et
méme sexe). Il a mis en évidence une association entre le niveau d'exposition au mercure et un déficit de performance
dans les tests mesurant en particulier les capacités d'organisation visuospatiale. Ce déficit est plus marqué chez les
garcons. La prise en compte des caractéristiques médicales, sociodémographiques ou les habitudes de vie ne modifie
pas les relations observées.

En conclusion, il n'a pas été observé de déficiences majeures en relation avec I'exposition au mercure, mais les signes
mis en évidence confirment le role toxique probable du méthylmercure sur les fonctions neurologiques et
intellectuelles dans ces populations. lls sont en accord avec d'autres études en cours sur des populations semblables
dans le monde. ls soulignent la nécessité de mettre en place rapidement des mesures visant a réduire I'exposition de
ces populations au mercure.
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Exposition maternelle aux solvants,
susceptibilité génétique et risque de fente orale
Sylvaine Cordier et al., 1998

La prévalence des malformations congénitales a la naissance est de I'ordre de 2 pour 100 naissances. Avec la
réduction de la fréquence des pathologies infectieuses néonatales et de la prématurité, elles sont devenues, dans les
pays occidentaux, une source majeure de mortalité et de morbidité néonatales et infantiles. Leur étiologie est complexe
et le plus souvent sous la double dépendance de facteurs génétiques et environnementaux. Parmi les malformations
congénitales, les fentes labiales et palatines (environ 1 pour 700 naissances) semblent particulierement sensibles aux
expositions environnementales sans que des facteurs étiologiques aient été identifiés avec certitude. Parmi ceux-ci, ont
été évoqués la consommation de tabac maternelle pendant la grossesse, la consommation d'alcool et les apports en
vitamines.

Lors d'une étude précédente, nous avons mis en évidence le rdle possible de I'exposition professionnelle maternelle
aux solvants pendant la grossesse dans la survenue de malformations congénitales. Pour confirmer cette association,
nous avons comparé des familles d’enfants atteints de bec de lievre et traités par chirurgie maxillo-faciale dans des



hopitaux de Lyon, Paris, Clermont-Ferrand et Grenoble, a des familles d'enfants témoins. A I'occasion d'un
entretien avec la mére, des questions ont porté sur le déroulement de la grossesse, I'alimentation, les
expositions professionnelles et I'environnement dans lequel vit la famille. Des prélevements de sang de
I'enfant et de ses parents ont permis de caractériser les systemes enzymatiques, variables d'une personne
a l'autre, qui peuvent modifier les réactions de l'individu a son environnement. Ces variations ont été
examinées en regard des malformations congénitales observées.

Nos résultats confirment des augmentations de risque de bec de lievre, en relation avec la consommation de
tabac et la consommation d'alcool au 1er trimestre de la grossesse. Parmi les professions occupées par les
meéres de cas et de témoins au Ter trimestre de la grossesse, les ouvrieres sont nettement plus représentées

chez les meres de cas que de témoins, en particulier les couturiéres et les préposées a 'emballage.

Les risques relatifs associés a I'exposition a différentes classes de solvants (oxygénés, chlorés, pétroliers) sont
en général supérieurs a 1, surtout pour la classe des solvants chlorés. Parmi les autres produits on trouve en
exces les composés du plomb et les expositions aux rayonnements électromagnétiques de «extrémement basse
fréquence». L'exposition aux éthers de glycol montre des relations dose-effet avec le risque de becs de lievre,
relations qui vont dans le méme sens que nos résultats précédents.

La caractérisation de la susceptibilité génétique individuelle des enfants et de leurs parents a la recherche
d'interactions génes-environnement est actuellement encore en cours. Les premieres analyses des facteurs
génétiques ont porté sur le gene ADH3 (alcool déshydrogénase) qui métabolise les alcools. Elles mettent en
évidence un certain degré de protection vis a vis du risque de bec de lievre, chez les enfants porteurs d'une
certaine forme du gene ADH3 (génotype). Malgré le role probable de 'ADH3 dans la métabolisation des alcools,
le caractere protecteur d'un fond génétique donné (ici représenté par les formes variables du gene ADH3) semble
s'exprimer indépendamment de I'exposition maternelle a I'alcool ou aux éthers de glycol. En d'autres termes, il n'y
aurait pas d'interaction gene-environnement entre ce génotype et I'exposition aux alcools. Ainsi, I'expression des
formes variables du géne ADH3 ne dépendrait pas d'une exposition a un environnement particulier. Les analyses
génétiques ne sont pas terminées et un bon nombre dhypotheéses génétiques et dinteractions gene-
environnement restent a explorer a partir de cette étude.
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Métabolisme chez le rat et chez ’homme
d’un xénoestrogéne : le nonylphénol
Jean-Pierre Cravedi et al., 1997

Certains contaminants d'origine industrielle présentent des propriétés hormonales. Il peut s'agir de propriétés
estrogéniques (semblables a celles des hormones femelles) ou anti-androgéniques (empéchant l'action
. d’hormones males). Ces substances, appelées xéno-estrogenes, sont susceptibles d'agir sur le systeme
endocrinien des animaux et de 'Homme. Parmi elles, le nonylphénol est utilisé dans l'industrie des matieres
plastiques et dans la fabrication de détergents. Son utilisation fréquente et sa stabilité ont pour conséquence
une contamination des cours d'eau et des risques de bioaccumulation dans la chaine trophique. Il est présent
en grandes quantités dans les boues de stations d'épuration. Au cours des 8 dernieres années, les propriétés
estrogéniques du nonylphénol ont été décrites in vitro et in vivo chez les poissons et les mammiferes.

Ces propriétés chimiques et biologiques peuvent faire craindre que le nonylphénol présente un risque pour

la santé de 'homme en perturbant son équilibre hormonal. Parmi les questions posées au démarrage de

I'étude, certaines concernaient le mode d’action de ce type de substance et d'autres avaient pour objet

son devenir dans l'organisme. Cest essentiellement a ce second volet que nous nous sommes intéressés
en cherchant a apporter des éléments de réponses a ces différentes questions :

e Dans quelle mesure le nonylphénol peut-il étre absorbé lorsqu'il est ingéré ?
e Quels sont les tissus susceptibles d'étre prioritairement contaminés ?
e Est-ce que les mammiferes, dont 'homme, sont capables d'éliminer le nonylphénol ?
o Cette élimination est-elle rapide ?
o Nécessite-t-elle une transformation préalable de la substance ?

e Si une transformation avait lieu, pourrait-elle entrainer la formation de composés encore
plus actifs que le produit d'origine ?

e Ces processus sont-ils différents chez les males et les femelles ?
e Le devenir du nonylphénol dépend-il de la dose ?
e ['homme possede-t-il les mémes mécanismes de défense que le rat vis-a-vis de ce composé ?

Grace a des travaux faisant intervenir des molécules radioactives de nonylphénol, et mettant en ceuvre des
expérimentations sur le rat et sur des cellules hépatiques humaines, nous avons pu montrer que ce contaminant était
rapidement absorbé et éliminé. Peu de résidus restent présents dans les tissus apres la contamination. Cette élimination
est essentiellement due a des mécanismes de transformation (métabolisation) efficaces qui ont lieu dans le foie. Cest
du reste dans cet organe que les concentrations en nonylphénol sont les plus importantes, apres le tube digestif. Les
mémes voies de métabolisation sont utilisées par le rat et 'homme pour éliminer le nonylphénol, que l'on retrouve en
grande partie dans I'urine sous forme de produits transformés.

Les produits de transformation ont totalement ou partiellement perdu les propriétés estrogéniques du nonylphénol. Ces
mécanismes d'élimination sont aussi efficaces a faible dose (1ug/kg) qu'a forte dose (10mg/kg) et peu de différences
ont été observées entre males et femelles.

Bien que le nonylphénol soit capable, dans une certaine mesure, de perturber les mécanismes de régulation
hormonale, les mammiferes ont la capacité, grace a leurs systemes métaboliques, d'inactiver et d'éliminer efficacement
ce composé. Il est de ce fait peu probable de voir ce type de substance persister longtemps dans les tissus ou
s'accumuler dans la chaine alimentaire.
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Identification de génes dont I’expression est altérée par les biphényls polychlorés (PCBs)
au cours du développement du systéme nerveux central

Relations avec la voie de signalisation des hormones thyroidiennes

Conception et développement de tests de neurotoxicité

Jacques Francon et al., 1999

Les biphényls polychlorés (PCBs) sont parmi les substances chimiques dont la présence persistante dans les sols et
dans les eaux - et par voie de conséquence dans les aliments - est préoccupante pour la santé de 'Homme. Ces
substances sont considérées comme neurotoxiques lors du développement embryofoetal des mammiferes.

Lobjectif du projet était de déterminer si I'effet neurotoxique des PCBs est di a une modification de I'expression de
certains genes, au cours du développement embryonnaire et post-natal précoce du systeme nerveux central (SNC)
des mammiferes. Le niveau d’expression de ces genes pourrait servir d'indicateur biologique d’exposition aux PCBs,
permettant de mieux cerner le risque pour le développement du SNC, du nouveau-né. Ce projet visait a la mise point
de méthodes permettant de mesurer |'effet des PCBs sur I'expression de genes cibles dans un modéle animal, et de
disposer ainsi d'un modele prédictif de la neurotoxicité de ces substances.

Le rat en développement a servi de modele expérimental. Les méres gestantes ont recu quotidiennement diverses
doses de PCBs, jusqu'a quelques jours apres la naissance. L'analyse a porté sur plusieurs tissus et organes prélevés
chez le nouveau né durant cette méme période.

Al'aide de méthodes de biologie moléculaire adaptées a la mise en évidence simultanée de variations d'expression, entre
deux tissus, de plusieurs génes, nous avons pu identifier un certain nombre d'entre eux dont I'expression est modulée par
les PCBs. Ces variations entre tissus traités ou non ont été trouvées dans divers tissus en développement, dont le cerveau.

Cependant, les pourcentages de variation observés ne permettent pas d'étudier I'effet dose-réponse des PCBs sur
I'expression de ces genes par des techniques moléculaires de mesure a grande échelle. Cette approche a conduit a
l'isolement de deux genes cérébraux, encore inconnus chez le rat, dont I'expression néonatale est altérée par les biphényls
polychlorés. L'analyse est actuellement étendue a d'autres genes cibles des PCBs.
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Effet a long terme d'une exposition maternelle au plomb sur
le développement psychomoteur ultérieur de I'enfant et de I'adolescent
Guy Huel et al., 1996

Les effets néfastes du plomb, chez I'étre humain, sont connus depuis longtemps. L'importance de la
dissémination de ce métal dans I'environnement et les graves conséquences sur la santé qui en découlent
ont entrainé les instances sanitaires nationales et internationales vers une politique d'éradication. Les enfants

semblent particuliecrement sensibles aux effets du plomb.

Les propriétés toxiques du plomb, lors d'exposition aigués ou chroniques, sont bien connues notamment sur le
systeme hématopoiétique, sur le systeme nerveux central et sur la reproduction. Lors d'exposition a doses
"environnementales", c'est-a-dire a priori modérées, les études épidémiologiques montrent de fagon quasi
unanime un effet sur le cours de la grossesse, le développement staturo-pondéral du foetus et psychomoteur de
l'enfant. Si ces effets ne font plus de doute a I'échelle épidémiologique, les mécanismes par lesquels le plomb

induit I'effet nocif sur le systeme nerveux central du foetus et du jeune enfant sont actuellement inconnus.
Parmi les nombreuses hypothéses plausibles I'une concerne l'intervention du plomb sur l'inhibition d'une famille
d'enzyme (ATPase) impliquée dans le transport au travers de la membrane cellulaire de certains ions (Na+K+ et Ca+).

Ce travail confirme que l'effet d'une exposition au plomb sur le développement psychomoteur ultérieur de I'enfant
pourrait étre expliqué en partie par l'inhibition partielle de ces transports ioniques membranaires. Ces étapes sont
fondamentales dans la transmission du potentiel d'action le long de I'axone qui conduit I'information entre cellules
neuronales. Lintervention d’'une autre enzyme (ALA-D) pourrait intervenir dans ce mécanisme complexe.

Plusieurs études expérimentales ont suggéeré que certains troubles comportementaux pourraient étre attribués a
des altérations de certains parametres des fonctions monoaminergiques (impliquant un type de
neurotransmetteurs). Peu d'observations chez I'homme ont été réalisées. Nous avons montré que I'effet du plomb
sur la sociabilité de I'enfant était partiellement expliqué par le systéme sérotoninergique.

Du point de vue général, les résultats de cette recherche ne montrent pas de lien significatif entre I'exposition au
plomb a la naissance et les performances cognitives et motrices a 17 ans. En premiere analyse nous pouvons
interpréter ce résultat comme la preuve d'une certaine réversibilité apparente des effets neurotoxiques de
I'exposition in utero au plomb. Cependant les performances mnésiques paraissent continuées d'étre affectées
apres l'adolescence.
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Conception et développement d’un test original, le FEGA (Fcetal Gonad Assay)
permettant de révéler et d’analyser les effets des perturbateurs endocriniens
sur le développement feetal testiculaire
Bernard Jégou et al., 1998

De nombreux agents présents dans notre environnement sont connus pour étre nocifs vis-a-vis de

la fonction de reproduction male et il est frappant de constater que la résurgence du débat sur la

détérioration séculaire de plusieurs paramétres de la reproduction masculine coincide avec les

préoccupations croissantes de la population sur la dégradation de I'environnement. Parmi tous les

agents susceptibles d'affecter la fonction de reproduction chez le male, les xénobiotiques

(substances étrangeres a l'organisme) font I'objet d'une attention particuliere. Cest la raison

pour laquelle nous avons voulu approfondir nos connaissances sur l'effet des xénobiotiques,

plus particulierement l'effet des perturbateurs endocriniens qui miment des effets
hormonaux, sur le développement du testicule feetal.

Nous avons utilisé un systeme de culture organotypique de testicule foetal de rat afin de rechercher les cibles
cellulaires, moléculaires et fonctionnelles de deux hormones de synthese : le diethylstilbestrol (DES) et I'cestradiol (E2).
Au regard des différents comptages cellulaires et des dosages effectués, nous avons pu noter que les 3 types
cellulaires testiculaires sont des cibles potentielles des xéno-cestrogenes et que les gonocytes sont les premieres
cellules atteintes et les plus altérées. Puis nous avons couplé ce systeme de culture a un logiciel de stéréologie qui
permet d'effectuer le comptage accéléré des cellules du testicule foetal. Plus rapide d'utilisation, ce logiciel nous a
permis de valider I'ensemble du test FEGA en étudiant les effets cellulaires et moléculaires du Bisphénol A (perturbateur
endocrinien qui entre dans la composition d'emballages plastiques) sur les différentes cellules du testicule foetal de rat.
Ces travaux nous ont permis de batir un test robuste d'étude des effets des hormones et xéno-hormones sur la gonade
foetale et d'obtenir des résultats originaux concernant le mode d'action de certaines de ces substances.
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Incidence d'une exposition in utero au bisphénol A sur I'organogenése testiculaire
Brigitte Le Magueresse-Battistoni et al., 2000

En début de vie foetale, la gonade est dite indifférenciée. Dans les gonades males XY, la différenciation testiculaire
démarre vers la mi-gestation chez les rongeurs. Tres vite, la testostérone (hormone male) sera synthétisée, permettant
la masculinisation du tractus urogénital et des organes sexuels secondaires. REcemment, il a été montré que certaines
molécules présentes dans I'environnement étaient dotées de propriétés oestrogéniques (propre aux hormones
sexuelles femelles) néfastes au développement de la fonction de reproduction chez le male.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au bisphénol A. Ce composé est largement utilisé dans l'industrie du
plastique (ex tétines de biberon, canettes de boisson..) et en dentisterie. Or cette molécule mime les effets des
estrogenes. Nous avons donc étudié I'impact d'une exposition in utero au bisphénol A sur la différenciation testiculaire
de la descendance male. Le travail a été réalisé chez la souris et la dose testée de bisphénol A est compatible avec
une exposition environnementale.

Les résultats de cette étude confirment que le bisphénol A franchit la barriere foeto-placentaire. Pour autant, le
déroulement de la gestation n'est pas perturbé. De méme, le testicule se différencie correctement et les cellules
germinales, qui transmettent le patrimoine génétique du pére, ne sont pas touchées dans leur capacité a se multiplier
ou a se différencier.

Ces conclusions contredisent les publications antérieures menées par Vom Saal et al (Toxicol Ind Health 1998). En
revanche, nos résultats sont en accord avec une publication récente de la commission européenne (avril 2002,
SCF/CS/PM/3936/ opinion of the Scientific Committee on Food on bisphenol A).
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Etude des potentiels oestrogénomimétiques de molécules issues d’emballages plastiques et
comparaison avec les potentiels oestrogénomimétiques de flavonoides alimentaires chez le rat
male et femelle afin d’évaluer les risques liés a ces différentes molécules

Jean-Claude Lhuguenot et al., 2000

Les contaminations de nos milieux de vie et de notre alimentation ne doivent pas étre considérées de maniere isolée,
mais dans leur ensemble. Le cas des phtalates et des bis-phénols présents dans les emballages destinés au contact
alimentaire et connus pour migrer dans ces aliments en est un exemple clair.

L'étude a été entreprise en vue d'aborder une évaluation du risque de ces molécules sur une base commune en terme
de toxicité, qui pourra étre complétée par une analyse des niveaux d'exposition relatifs a chacune de ces
contaminations.

Ce projet a établi les potentiels oestrogénomimétique du butylbenzyl phtalate, du bisphénol A (molécules issues de
I'emballage) et de I'apigénine (flavonoide appartenant également a la famille des polyphénols mais provenant de notre

alimentation). @



Il apparait que le potentiel oestrogénomimétique des phytostrogenes (famille a laquelle appartient
I'apigénine) est nettement plus élevé que celui observé pour les molécules issues des emballages. Par
ailleurs, les niveaux d’exposition du consommateur aux phytoestrogenes sont beaucoup plus importants.

Enfin il a été démontré que ces potentiels oestogénomimétiques font appel a des mécanismes différents
selon les molécules considérées.
Ces résultats indiquent sans ambiguité que le risque lié a ces molécules releve d'une approche différente sur le
plan réglementaire en sécurité alimentaire et pour I'environnement général, méme si la nature du danger semble
identique.
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Micropolluants des eaux a effet modulateur endocrinien :
impact sur la formation osseuse et I’angiogénése au cours du développement
Michéle Lieberherr et al., 2000

Le projet étant actuellement en cours de finalisation, le résumé des travaux réalisés dans le cadre de ce projet n'est
pas disponible. Les premiers résultats sont néanmoins mentionés dans la mise en perspective du théme
.| Reproduction, développement & environnement.
-

Toxicité du plomb et fonction ovarienne
Véronique Machelon et al., 1997

Le plomb est un métal lourd dont la présence a des taux élevés dans I'environnement représente une menace
pour la santé publique. Les risques d'intoxication aigué ou chronique par ingestion ou par inhalation sont
multiples : risques professionnels, risques liés a I'environnement (pollution par les déchets industriels,
accumulation dans les végétaux et la viande animale), risques liés a la vétusté des habitations (tuyauteries,
peintures au plomb).

Le plomb ingéré ou inhalé passe dans la circulation sanguine, il peut étre fixé et accumulé (os et dents
principalement), mais aussi étre libéré et échangé a d'autres tissus. Le remodelage osseux, par exemple,
induit une libération non contrélable de plomb dans l'organisme ce qui rend plus difficile I'appréciation des
risques, en particulier des effets retardés.

Dans les expositions a des niveaux élevés, les principaux organes touchés sont le systeme sanguin, le systeme
nerveux et le systeme rénal, mais d'autres effets peuvent aussi se manifester au cours d'expositions a long
terme et a bas niveaux. Les effets toxiques du plomb sur la reproduction et le développement sont connus
depuis plusieurs dizaines d'années. La plupart des travaux ont porté sur le systéme reproducteur male en
raison probablement des risques professionnels plus élevés chez les hommes. Cependant, les risques de
saturnisme concernent aussi les femmes dont les conséquences peuvent se traduire par une diminution

de la fertilité.

Le projet conduit ici visait a préciser les cibles sur I'appareil reproducteur de la femme de I'activité
toxique du plomb et plus particuli€rement sa toxicité directe sur les cellules ovariennes.
Le follicule ovarien a une double fonction, gamétogéne en assurant la maturation compléte puis
I'émission de l'ovocyte, et endocrinienne en synthétisant les hormones stéroides essentielles a la
fonction de reproduction. Pour évaluer les risques liés a des contaminations par le plomb, nous
avons cherché a mettre en évidence les effets du plomb sur cing protéines impliquées dans la
maturation du follicule ovarien. Pour ce travail nous avons utilisé des cellules ovariennes
humaines prélevées chez des femmes traitées en vue d'une fécondation in vitro (FIV) au

moment du recueil de I'ovocyte. Ces cellules ont été mises en culture au laboratoire en présence et en absence de plomb.
En parallele, sur des souris €levées au laboratoire, nous avons étudié les effets du plomb administré par voie intra-
péritonéale sur la folliculogenéese ovarienne.

Les expériences réalisées sur les souris ont montré que le plomb s'accumule préférentiellement dans les os, mais on
observe aussi une augmentation de la concentration en plomb dans les ovaires de souris intoxiquées. Les expériences
réalisées in vitro sur les cellules humaines montrent que le plomb peut pénétrer dans les cellules ovariennes et modifier
I'expression et les fonctions de protéines membranaires et cytoplasmiques.

Ces modifications peuvent étre a I'origine d’'une augmentation de I'atrésie folliculaire, processus qui entraine la disparition
des follicules ovariens avant leur stade de maturation terminale conduisant a la libération d'un ovocyte fécondable. Des
pertubations de ce type peuvent induire une hypofertilité et des troubles des fonctions de la reproduction analogues a
ceux précédemment décrits dans la littérature chez des femmes exposées au plomb, soit de fagon aigué soit de fagon
chronique (expositions a de faibles doses mais de facon répétée).

L'ensemble de ces résultats indique, comme cela avait été précédemment montré chez le male, que le plomb pourrait
affecter la production hormonale et les effets médiés par les hormones. On peut donc le considérer comme un
perturbateur endocrinien de I'environnement.
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Exposition aux éthers de glycol et fertilité masculine
Luc Multigner et al., 1997

Les éthers de glycols sont des solvants oxygénés présents dans de nombreuses préparations a usage professionnel ou
domestique : peintures, encres, vernis, produits d’entretien et de nettoyage, cosmétiques et mémes dans certaines
préparations pharmaceutiques. Il existe prés d'une trentaine d'éthers de glycols différents répartis entre des dérivés de
I'éthyléne glycol et des dérivés du propyléne glycol. De nombreuses études expérimentales chez I'animal ont montré
que certains éthers de glycol dérivés de I'éthylene glycol tels que le méthyl glycol (EGME) ou I'éthyl glycol (EGEE) sont
des toxiques de la reproduction chez le male.

Nous avons réalisé une étude épidémiologique destinée a étudier les conséquences éventuelles que pourraient entrainer
les expositions professionnelles aux éthers de glycol sur la fertilité masculine. Cette étude a été réalisée parmi des agents
de la Ville de Paris et s'est accompagnée d'une évaluation des niveaux actuels d’exposition aux éthers de glycol.

Les expositions aux éthers de glycol sur la période 1990 — 2000 ont été évaluées par questionnaire et par I'examen
détaillé de la composition de quelques 700 produits chimiques. Les dosages des métabolites urinaires, mesurant les
expositions récentes, ont été réalisés en fin de poste de travail hebdomadaire.

La fertilité, capacité biologique a se reproduire, a été évaluée par I'examen des caractéristiques du sperme et par la
mesure de certaines hormones indispensables a la reproduction. Les relations entre fertilité et expositions aux éthers
de glycol ont été étudiées en fonction des expositions actuelles (mesurées par les métabolites urinaires) ou des
expositions passées (période 1990-2000) en tenant compte des produits employés et de la fréquence et du nombre
d’'années d'utilisation.

Les résultats obtenus montrent que les métabolites de 'EGME, de 'EGEE et de I'EGBE sont a des concentrations
100 a 1000 fois inférieures a celles observées en France au début des années 1990 chez des salariés
professionnellement exposés aux éthers de glycol.

Aucune association significative n'a été mise en évidence entre les niveaux actuels d'expositions aux éthers de glycol
et les caractéristiques du sperme ou les niveaux d’hormones. Cependant, les hommes qui ont été dans le passé en
contact régulier a des produits contenant des éthers de glycol, possedent certaines caractéristiques du sperme de
moins bonne qualité que les hommes n‘ayant pas été en contact avec ces produits. Il s'agit du nombre de
spermatozoides et du pourcentage de formes normales de spermatozoides qui sont diminués alors que d'autres
parametres tels que la mobilité ou la vitalité des spermatozoides restent inchangés. Concernant les hormones, et a
I'exception d'une légére augmentation de l'une d'entre elle mais dans les limites de la normalité (FSH), aucune
différence n'a été observée entre les hommes exposés et les non exposés.



Il est a noter que les valeurs moyennes des caractéristiques du sperme et des hormones, y compris
chez ceux qui ont été exposés par le passé a des produits contenant des éthers de glycol, se situent
dans les limites de la normalité. Les résultats témoignent, tres vraisemblablement, d'effets résiduels
d’expositions a une période ou les éthers de glycol toxiques pour la reproduction étaient fréquemment
présents dans des produits chimiques. Il est admis que, sauf pour des fortes expositions, les effets
testiculaires des éthers de glycol sont réversibles dans le temps a condition que I'exposition cesse.

Bien que l'estimation rétrospective des expositions a des produits contenant des éthers de glycol ne
permette pas de prendre en compte le r6le éventuel des autres solvants qui les accompagnent (et dont leur
toxicité est souvent mal ou pas connue), I'ensemble des résultats observés est cohérent avec ce qui est
connu de la toxicité expérimentale des éthers de glycol toxiques pour la reproduction.
Dans le cadre de ce projet, une amélioration substantielle de la sensibilité des dosages urinaires des
métabolites des éthers de glycol a été obtenue. Cette méthodologie peut dorénavant étre employée dans le
cadre de la surveillance des expositions en milieu professionnel.
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Impact des pollutions environnementales sur la reproduction de la faune sauvage
Luc Multigner et al., 1999

De nombreuses observations suggerent que des facteurs environnementaux de nature chimique et générés par
I'activité humaine ont un effet délétere sur la fonction de reproduction.
Au cours des dernieres décennies, diverses modifications séculaires de la fonction de reproduction, en particulier
chez le male, ont été rapportées : atteinte de la spermatogenése ou anomalies du développement de I'appareil
génital chez des vertébrés males (reptiles, poissons, oiseaux, mammiferes). Plusieurs hypothéses pour expliquer
ces phénomenes ont été évoquées. Lune dentre elles est que des substances chimiques générées par l'activité
humaine et répandues dans I'environnement pourraient se comporter comme des « perturbateurs endocriniens »
. | enmimant ou en inhibant les effets de certaines hormones. Dans certaines circonstances il est possible de réaliser
= ﬁ des études contrdlées aupres de populations animales domestiques ou sauvages. Les informations ainsi obtenues
peuvent apporter de la cohérence aux études expérimentales et mieux orienter les études a venir.

Le projet ORCHIDEE a été mis en place pour évaluer I'impact des pollutions environnementales sur la fonction
y . de reproduction des mammiferes sauvages. Cette étude s'est déroulée en Guadeloupe profitant des
caractéristiques environnementales tout a fait particulieres de ce département. La Guadeloupe se caractérise par
une utilisation intense de pesticides liée aux activités agricoles (culture de la banane, canne a sucre) entrainant
une pollution des milieux naturels. Par ailleurs des écosystemes vierges de toute pollution directe d'origine
humaine coexistent avec des zones agricoles polluées. Lobjectif du projet était d'étudier et de comparer, chez
des mammiferes inféodés a des biotopes pollués et chez des mammiferes inféodés a des biotopes dépourvus
de toute pollution directe, la fonction de reproduction.

En collaboration avec I'Office National de la Chasse et le Parc National de la Guadeloupe, 210 mammiferes (Rat
noir, Rat surmulot, Souris domestique et Mangouste) ont été capturés dans 4 écosystemes : 2 agro systemes
consacrés a la culture bananiere et a la canne a sucre et 2 écosystemes « naturels » caractérisés par une forét
tropicale humide en altitude et une forét seche cotiere sur flet. Le nombre d’animaux capturés nous a obligé
a restreindre les analyses et seul les rats noirs males capturés sur trois sites (culture bananiere, forét tropicale
humide et forét seche cétiére) ont été étudiés.

Les animaux issus de la forét tropicale humide présentent des caractéristiques particulieres. Tout en

ayant un age relatif similaire aux animaux capturés dans I'agrosysteme bananier ou dans la forét seche

cotiere, ils présentaient un poids corporel et des caractéristiques reproductives d’animaux sub-adultes

n‘ayant pas atteint leur maturité sexuelle. Ceci semble s'expliquer par les faibles ressources

alimentaires de la forét tropicale humide. Dans ces conditions, les animaux issus de la forét tropicale

humide ne constituent pas un bon groupe témoin lorsquon veut les comparer a un groupe

d’animaux issus d'un écosysteme pollué.

Les animaux capturés dans les bananeraies présentent des poids relatifs (poids rapporté au poids

de l'animal), des organes génitaux et des niveaux de testostérone plus faibles que ceux des
animaux de méme age issus de la forét seche cotiere sur flot.

Ces résultats suggerent une influence délétere des facteurs environnementaux (par
@. exemple pollution par les pesticides employés en bananeraies) sur la fonction de

reproduction. Cependant, ces relations sont bien plus complexes étant donnée l'influence majeure des ressources
nutritionnelles sur la fonction de reproduction.
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Interaction des xénobiotiques avec la protéine de liaison des stéroides sexuels (SBP/SHBG)
Conséquences sur leur biodisponibilité in vivo
Michel Pugeat et al., 1997

Lhypothése selon laquelle la contamination de notre environnement par des produits toxiques peut
gravement nuire a notre santé a été vérifiée a I'occasion d'accidents dramatiques de pollution. La question d'une
contamination permanente de notre environnement qui dépasserait nos capacités d'adaptation a fait lI'objet de
nombreuses hypotheses non vérifiées.

La mise en place de moyens innovants permettant la détection de contaminants et I'étude de leur devenir dans
I'organisme (accumulation dans les différents tissus, processus d'élimination,...) constitue un préalable indispensable a
I'évaluation des risques sanitaires liés a ces substances.

Ce projet s'est intéressé au bisphénol A, composant majeur du plastique tres largement utilisé dans les emballages (eau
et aliments). Ce produit étranger dont les effets miment ceux des hormones féminines (xénoestrogene), pourrait étre
un dérégulateur du systeme endocrinien. Comme les estrogénes naturels, apres ingestion, il est transporté dans le sang
par une protéine de transport des hormones stéroides sexuelles ou SHBG (sex hormone-binding glubulin), qui va limiter
sa diffusion dans les organes nobles et faciliter son métabolisme avant d'étre éliminé.

Ce systeme n'existe pas chez les rongeurs habituellement utilisés comme animaux de laboratoire dans les tests
toxicologiques. Nous avons donc utilisé le modele d'une souris, qui regoit de la SHBG humaine purifiée pour étudier
spécifiquement l'interaction de cette protéine avec le bisphénol A et son réle dans le devenir de la molécule dans
l'organisme.

Nous avons pu montrer en utilisant du bisphénol A marqué par un traceur d'iode radioactive que cette protéine de
transport limitait la diffusion du bisphénol A dans le foie et les testicules, comme elle le fait pour les hormones stéroides
endogenes.

Dans le cadre de cette étude, nous avons développé un réactif (ici un anticorps) pour le dosage du bisphénol A dans
le sérum de sujets normaux et de patients présentant une anomalie du développement ou des troubles de la
reproduction.

Ces résultats contribuent a I'évaluation des risques pour la santé humaine des contaminations liées a notre
environnement et contribuent a la prise de décision en terme de mesures de sécurité qui s'imposent pour la protection
de la santé humaine.
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