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Toxicologie de la reproduction : 
la montée en puissance
E M M A N U E L  L E M A Z U R I E R

unité de toxicologie expérimentale 
■ de l'INERIS possède, depuis 2000, les 

moyens de développer une thématique 
de toxicologie de la reproduction. Cette 
thématique se justifie par l'impact démon
tré ou suspecté d'un grand nombre de 
polluants sur la fertilité et le développe
ment de l'espèce humaine (exemple des 
éthers de glycol). Le développement 
d'une recherche de pointe permettra d'ap
porter des conclusions en ce qui concerne

leur implication dans les troubles de la 
fertilité et du développement observés 
depuis plusieurs années (exemple des 
perturbateurs de la fonction endocri
nienne). Depuis quelques années, les fron
tières entre la toxicologie de la 
reproduction et la cancérologie fusion
nent. En effet, les troubles de la fertilité et 
les cas de cancer du testicule pourraient 
avoir une (ou des) cause(s) commune(s). 
ils pourraient être le résultat d'un dysfonc
tionnement de la programmation 
embryonnaire et du développement 
gonadique pendant la vie fœtale. Dans ce 
sens, l'impact étiologique des facteurs 
environnementaux néfastes tels que les 
perturbateurs de la fonction endocrinienne 
doit donc être considéré.

Les é th e rs  de glycol : 
toxiques connus 
pour la reproduction
Les éthers de glycol sont des solvants 
amphiphiles largement utilisés pour des 
applications industrielles ou domestiques. 
Leurs effets toxiques sur la reproduction 
et le développement des mammifères 
ont été largement étudiés et des recom
mandations voire des interdictions concer
nant leur utilisation ont été édictées. 
Cependant, cette famille de produits 
présente des différences structurales 
importantes entraînant des comporte
ments variés quant à leur métabolisme 
et leurs effets toxiques. Au cours d'un 
premier programme, ont été comparés
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F I G U R E  1 .

PGME

Rats mâles et femelles Fg

Exposition de rats adultes à différentes compositions 
de PGME à différentes concentrations

PGME mélange A :
99,5 % PGME isomère a /0 ,5  % PGME isomère B

PGME mélange B :
98,5 % PGME isomère a /1 ,5  % PGME isomère B

Mesure des effets sur les générations F0' Fr  F2 et F3 

S c h é m a  d u  p r in c ip e  d 'e x p o s it io n  d e s  ra ts  (P G M E ) a u x  é th e rs  d e  g ly c o l.

©  ©  ©  les effets délétères sur la reproduction et 
le développement des mammifères de 
deux éthers de glycol de générations diffé
rentes: l'éther méthyligue de l'éthylène 
glycol (EGME), appartenant à la série éthy- 
lénique (ancienne) des éthers de glycol, et 
l'isomère a  de l'éther méthyligue du 
propylène glycol (PGME), appartenant à 
une nouvelle famille d'éthers propylé- 
niques (Fig. 1). Alors que l'altération de la 
spermatogénèse et l'effet tératogène de 
l'EGME sont bien établis, les effets du PGME 
réclament un certain nombre d'études 
complémentaires, notamment en ce qui 
concerne les différences entre l'isomère 
a  et l'isomère R.

Dans cette étude nous avons utilisé 
un protocole sur 3 générations (Fig. 1). 
Des rats mâles et femelles ont été expo
sés pendant un cycle de gamétogénèse 
à un mélange de PGME a  (99,5 %) et 
R (0,5 %).

Les résultats les plus intéressants concer
nent les effets du PGME. L'exposition 
de rats mâles pendant un cycle de sper
matogénèse à un mélange de PGME a, 
(99,5 %) et R (0,5 %) a montré une dim i
nution du nombre de spermatozoïdes 
avec une concentration de PGME R de 
11,5 m g /kg /jou r (Fig. 2). Des troubles 
non dépendants de la dose ont été obser
vés sur le sexe ratio des générations 2 
et 3 (Fig. 3). Cependant, seules des études 
complémentaires pourraient permettre 
de conclure quant à des effets persistant 
sur plusieurs générations du PGME au 
travers d'un mécanisme génotoxique.

Les p e rtu rb a teu rs  de la 
fonction  endocrinienne  
e t  lo sa n té^u m o in e  : 
mythe ou réa lité
La diminution du nombre de spermato
zoïdes chez l'homme et l'augmentation 
des hypospadies et des cancers testiculai
res au cours des 40-50 dernières années 
semblent en relation notamment avec 
l'exposition in utero à des perturbateurs 
de la fonction endocrinienne. Les méca
nismes sous-jacents à ces phénomènes 
doivent donc être élucidés afin d'estimer 
les risques réels de l'exposition à ces

 ̂ F I G U R E  2 .
lu -

E x e m p le  d e  ré s u lta ts  o b te n u s  su r  
le  s e x e  r a t io . La p o r té e  F2 m o n tre  

p a r  e x e m p le  u n e  in v e rs io n  d u  
s e x e  ra t io  ch ez  d e s  p e t its  issus d e  

c o u p le  d a n s  le q u e l s e u le  la  
f e m e l le  a é té  t r a i t é e .  C e p e n d a n t,  
ces ré s u lta ts  n e  s e m b la n t  p a s  en  
r e la t io n  a v e c  la  d o s e , d e s  é tu d e s  

c o m p lé m e n ta ire s  s o n t n é c e s s a ire s  
a v a n t  d e  p o u v o ir  c o n c lu re .

Concentration en PGME beta chez les 
femelles de la génération F0 (m g /kg /j)
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agents chimiques mais également de 
prévenir leurs effets délétères.

Afin de mener ces études, a été mis en 
oeuvre un programme BCRD comprenant 
trois grands volets (Fig. 3). Tout d'abord 
l'étude des mécanismes de protection 
contre les perturbateurs de la fonction 
endocrinienne (PE) au niveau testiculaire 
(Fig. 3A). Puis, la mesure de l'effet des PE 
sur le développement et la reproduction 
avec une attention particulière pour le 
testicule embryonnaire (Fig. 3A). Enfin, le 
développement d'un test de toxicité dose- 
réponse des PE permettant de discriminer 
l'effet perturbateur endocrinien de l'effet 
hormono-mimétique (Fig. 3B).

Grâce à la méthode mise en point, il a pu 
être montré que l'exposition aux PE entraî
nait une diminution de l'expression des 
gènes codant pour une protéine de résis
tance aux xénobiotiques (isoforme muti- 
drug-resistance mdr-1a) fragilisant ainsi 
certaines défenses intrinsèques de la 
barrière hémato-testiculaire. Cependant, de 
façon concomitante, une autre isoforme de 
ces gènes de résistance aux xénobiotiques 
montre une augmentation de son expres
sion. Ceci suggère que les défenses intrin
sèques de la barrière hémato-testiculaire 
semblent régulées après exposition aux PE.

Les outils  de la recherche
Depuis 2001, l'équipe de toxicologie de la 
reproduction s'est dotée d'outils d'analyse 
de pointe. Le programme sur les éthers de 
glycol a permis de valider l'utilisation d'un 
analyseur des caractéristiques sperma
tiques assisté par ordinateur: le CASA 
(Computer Assisted Sperm Analysis) de 
chez Hamilton Thorne. Grâce à cet outil, il 
est possible de gagner un temps important 
dans l'évaluation des caractéristiques sper
matiques de 3 générations de rats mâles. 
L'assistance par ordinateur permet de stan
dardiser les mesures contribuant ainsi à 
l'acceptation de notre article sur le PGME. 
Une plate-forme d'outils de biologie molé
culaire a également été développée. Elle 
permet d'amplifier les gènes cibles des 
perturbateurs de la fonction endocrinienne 
(Mastercyder®, Eppendorf), de suivre 
l'expression de ces gènes en temps réel

F I G U R E  3 f l .

Rôle des P-glycoprotéines dans la résistance 
aux atteintes des PE

lsoform «^i^|ène mdr 
(multi dpflrasistance)

Exposition d'adultes 
mâles m dr-/- à des PE

Analyse sériée des 
différents types cellulaires 
testiculaires 
CASA

Exposition in 
utero à des PE

Fœtal gonadal 
analysis (FEGA) 
AMH

F I G U R E  3 B .

ArKO : nouveau modèle animal pour l'effet 
hormono-mimétique des PE

Exposition in utero des animaux ArKO 
à des perturbateurs endocriniens

Effets phénotypiques 
Distribution des PE 
Marqueurs moléculaires (ER)

A p p ro c h e  d e s  e f fe ts  d e s  p e r tu rb a te u rs  d e  la  fo n c t io n  e n d o c r in ie n n e  su r  
la  re p ro d u c tio n . A )  É tu d e  d e s  s y s tè m e s  in tr in s è q u e s  d e  d é fe n s e  du  
te s t ic u le  v is -à -v is  d e s  x é n o b io t iq u e s . B ) U t i l is a t io n  d u  m o d è le  a n im a l  
a ro m a ta s e  k n o c k  o u t  p o u r  d is t in g u e r  le s  e f fe ts  e s tro g é n iq u e s  d e s  e f fe ts  
a n t i-a n d r o g é n iq u e s .

(Light Cycler®, Roche) et maintenant 
de lire des séquences d'ADN et de 
caractériser leur état de méthylation 
(Pyrosequencing®, Biotage).
La partie in vivo de la thématique n'est pas 
en reste. Un développement en collabora
tion avec l'Institut Supérieur d'Agriculture 
de Beauvais (ISAB) porte actuellement sur 
une plate-forme d'animalerie expérimen
tale (ANIMEX). ©  ©  ©  suite page 32
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© 0 ©  ANIMEX
en cinq points clés
©  Partenaire industriel : ANIMEX bénéficie 
déjà de l'implication de l'INERIS dans 
son activité commerciale et industrielle de 
prestations de services, en particulier 
auprès des entreprises du secteur agro
industriel. Trois organismes de recherche 
de la région (UTC, LIPJV, Biobangue de 
Picardie) ont d'ores et déjà indigué leur 
intérêt pour ce projet.
©  Taille critigue : ANIMEX est une plate
forme à deux pôles (INERIS et ISAB) pour 
un coût total estimé aux alentours de 6M€. 
©  Marché potentiel : les études régle
mentaires de toxicologie, notamment 
dans le cadre du règlement REACEI, vont 
nécessiter des adaptations pour l'expéri
mentation animale (animaux transgé
niques, couplage biologie moléculaire - 
méthodes in vivo, types d'exposition en 
relation plus étroite avec les situations 
humaines comme les expositions chro
niques par inhalation, expositions à des 
microorganismes pathogènes, etc.).
©  Recherche publique : ANIMEX souhaite 
développer une recherche publique de 
haut niveau basée sur les financements 
du Budget Civil de Recherche et Dévelop
pement (60%). À titre d'exemple, des 
programmes de recherche ont déjà été 
lancés sur les pesticides et leur impact 
sur la reproduction. L'INERIS et l'ISAB 
souhaitent déposer, en partenariat avec 
l'UPJV, un projet sur les produits de la réac
tion de Maillard dans l'alimentation 
auprès d'IBFBio.
©  Recherche privée/impact interna
tional: ANIMEX, c'est également une 
opportunité de transformer des activités

commerciales en études de Recherche et 
Développement financées par les indus
triels (40 %). Ce type d'étude pourrait 
profiter du financement de partenaires 
régionaux comme cela s'est déjà fait 
(commande du CETIM : une étude de toxi
cologie par inhalation) mais également 
nationaux et surtout européens. En effet, 
les nouveaux outils du 6e et du 7e PCRD 
donnent l'opportunité de déposer des 
projets à titre d'infrastructure, mais égale
ment de coopération avec les industries 
(COLT en préparation avec le Syndicat 
I nternational du Traitement de Surface). •
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