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La contamination d’un écosysteme antillais 20 ans apres
'application d’un organochloré, la chlordécone

Pollution des sols et des eaux par la
chlordécone aux Antilles, conséquences sur la
contamination des cultures et des organismes
dulcaquicoles

La chlordécone (CLD), insecticide organochloré persistant, a été
appliquée entre 1972 et 1993 sur les cultures de banane antillaises,
contaminant sols, eaux, plantes et animaux. Les bases scientifiques
manquent pour gérer les conséquences de cette pollution. Ainsi, on
ne sait pas dans quelle mesure les plantes cultivées sur un sol conta-
miné seront elles-mémes contaminées, ni quelles sont les altérations
que subissent les organismes (crustacés et poissons) qui vivent dans
les écosystemes contaminés.

Le projet avait pour ambition : de caractériser les déterminants et
processus expliquant le degré d’exposition des étres vivants a la CLD
a partir de son stock dans le sol ; d’expliciter la relation exposition/
contamination pour les végétaux et animaux dulgaquicoles d’intérét
ainsi que les conséquences sur le développement de ces derniers ;
et d’évaluer sur le long terme I'évolution de la contamination des res-
sources en eau et des sols.

Ces travaux constitueront une base pour orienter le choix des
cultures selon le type de sol et son niveau de contamination. lis per-
mettront d’évaluer I'efficacité de mesures de réduction des risques
de contamination des écosystemes aquatiques et de statuer sur leur
potentiel de restauration.

Du laboratoire au bassin versant, I’articulation
des sciences physiques et du vivant pour
caractériser les flux de chlordécone et leur
impact sur les organismes

Le projet repose sur les principales méthodes suivantes :

- mesures hydrologiques et de CLD associées pour caractériser le
transfert de la molécule : localement, sur colonne de sol, et a I'échelle
du bassin versant (nappes et riviere) ;

- cultures en milieu semi-contrélé pour étudier le mode d’absorption
de la CLD par les végétaux ;

- identification de biomarqueurs pour le diagnostic des effets physio-
logiques de la CLD chez les organismes aquatiques ;

- radiomarquage de la CLD pour caractériser les processus dans le
sol et la plante : sorption sur différents types de sol, fractions du sol
et matieres organiques en microcosme ; dégradation de la molécule
en incubateur ; voies de transfert et de stockage de la CLD dans la
plante par auto-radiographie ;

- modélisation pour la conceptualisation des processus : simulation
numérique de la porosité susceptible d’expliquer la capacité de sols
a retenir les pesticides ; modele hydrologique distribué de transfert
couplé surface et souterrain a I'échelle des bassins versants pour
simuler la dispersion de la CLD.

Microcosme expérimental pour la caractérisation
des communautés microbiennes

CHLORDEXCO est un projet de recherche coordonné par le
CIRAD. Il associe des équipes de I'IRD, de I'INRA, de SupAgro,
des Universités des Antilles, de la Guyane, et du Havre et de I'lns-
titut de Chimie de la Géospheére. Ces équipes sont localisées en
Guadeloupe, en Martinique, en métropole (Le Havre, Montpel-
lier, Rennes, Toulouse), ainsi qu’en Allemagne (Julich). Le projet
a débuté en octobre 2008 pour une durée de 3 ans. Le finance-
ment ANR est de 800 k€ pour un budget total d’environ 3,4 M€.

Résultats majeurs

Alors gu’en laboratoire, une dégradation lente et inattendue de
la CLD fraichement appliquée est observée, 70 a 80 % du stock
CLD du sol reste potentiellement disponible a I'entrainement par
lessivage. De la, les rivieres se contaminent principalement du fait
d’alimentations souterraines. Les concentrations moyennes dans les
eaux restent faibles (moins de 1pg I-1) mais suffisantes pour obser-
ver une forte bioaccumulation de la CLD chez un crustacé (Macro-
brachium faustinum) qui présente des anomalies de la croissance et
de la physiologie. Chez les plantes, le degré de contamination des
organes dépend de leur position dans le flux de séve brute qui trans-
porte la CLD. Ce schéma peut guider le choix d’espéces a cultiver
sur sols contaminés.

Production scientifique et brevets

Les publications dans des revues de rang A traitent de la pollution
des sols ; de la rétention de la CLD dans les sols ; du fonctionnement
hydrique des bassins tropicaux ; de la contamination en milieu aqua-
tique et des racines et tubercules. Un article de synthese est actuel-
lement soumis. D’autres publications sont prévues sur la bioaccumu-
lation chez Macrobrachium faustinum, la contamination des plantes,
des eaux et des sols.
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Effets des contaminants biologiques et chimiques
sur les écosystemes lagunaires

Analyse de I'état de santé de jeunes anguilles
afin d’estimer la vulnérabilité des milieux
lagunaires méditerranéens

Les lagunes, écosystemes complexes relativement fermés, consti-
tuent des réceptacles pour les émissions polluantes provenant de
zones agricoles, industrielles et urbaines. A cette multi-contamination
chimique, s’ajoutent des contaminations biologiques constituées par
différentes espéces de parasites dont les cycles biologiques sont
favorisés par le confinement. Les poissons migrateurs, qui pénétrent
obligatoirement dans ces milieux, subissent un stress physiologique
leur demandant des adaptations. De mauvaises conditions pourraient
mettre en péril leur survie. La mise en évidence de la vulnérabilité de
ces écosystemes passe par I'utilisation d’indicateurs environnemen-
taux et de réponses sensibles et fiables permettant I'évaluation de
I’acquisition de tolérance ou de I'épuisement des organismes face a
ces multiples agressions environnementales.

Les objectifs généraux du projet ont été de parvenir a faire le lien
entre degré d’exposition et les effets biologiques observables, ainsi
que de développer une méthodologie appropriée d’évaluation de
I’état physiologique des anguilles en milieu lagunaire, en rapport avec
leur capacité de résistance/tolérance ou d’épuisement.

Caractérisation physico-chimique du milieu.
Analyse de la contamination du milieu et des
anguilles. Evaluation de I'impact biologique
des contaminants (approche fonctionnelle de la
capacité de réponse aux contaminants)

Le projet comprend une approche dans des milieux lagunaires du
Languedoc-Roussillon et en milieu expérimental au laboratoire afin
de tenter d’établir la capacité qu’ont les anguilles a répondre aux
effets d’'une contamination multiple (chimique et biologique).

En milieu naturel, I'approche concerne les conditions physico-chi-
miques du milieu, le degré de contamination chimique dans les com-
partiments étudiés ('eau, les sédiments et les organismes), la pres-
sion exercée par divers macro parasites et la capacité qu’a I'anguille
a mettre en place des réponses physiologiques adaptées.
"approche expérimentale porte sur la dynamique de la contamina-
tion chimique (le sulfate de cuivre fortement utilisé en viticulture), la
contamination biologique (le Nématode invasif Anguillicoloides cras-
sus) et la réponse des anguilles confrontées au contaminant chimique
et/ou au ver parasite. Une analyse de I'impact hépatique du cuivre
et/ou du parasite sur I'expression de genes impliqués dans des pro-
cessus de stress conforte I'approche physiologique (e.g. immunité,
osmorégulation, histopathologie). Par ailleurs, I'équipe a cherché a
évaluer les effets potentiels du cuivre sur la réussite de I'infestation.

CIEL est un projet de recherches coordonné par I'université de
Reims Champagne-Ardenne. Il associe trois équipes de I'Univer-
sité de Perpignan, une équipe de I'Université Pierre et Marie Curie
(Paris), une équipe de I'Université Montpellier II, et une équipe
de I'Université de Reims Champagne-Ardenne. Le projet a com-
mencé en octobre 2008 pour une durée de 42 mois. Il bénéficie
d’un financement ANR de 650 k€ pour un co(t global de 2 ME€.

Résultats majeurs

Les analyses physico-chimiques et biologiques ont discriminé les 3
sites lagunaires (lagune de Bages-Sigean : un site nord, un site sud,
et lagune de Canet-Saint-Nazaire : un site). Les anguilles ont mon-
tré des réponses histologiques et immunologiques contrastées. Le
temps de séjour en milieu lagunaire a été un critere essentiel de la
réponse biologique.

L’expérimentation a révélé que la contamination au cuivre et/ou au
parasite seul n'avait pas d’effet significatif sur I'osmorégulation (&
faible salinité, le parasite avec ou sans cuivre I'affecte négativement)
mais était un critere essentiel de la réponse hépatique.

Production scientifique et brevets

Le programme a donné lieu & un article publié dans le journal Analytica
Chimica Acta, un soumis a Aquatic toxicol. (ces articles concernent des
ajustements technologiques) et a 8 communications dans des congres
internationaux : Eu. As. Fish Pathol., Eu. Conf. Coastal Lagoon Res.,
J. Fr-Tunisie. Zool., C. Fr-Maghréb. Zool., Soc. Exp. Biol. Un rapport
pour la CIESM traite des caractéristiques environnementales et de la
distribution de la matiére organique des lagunes sélectionnées dans
le programme.
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Contamination et physiologie des poissons
exposés aux polluants

Caractériser 'impact d’une exposition a

des HAP sur la physiologie des poissons et
identifier des indicateurs précoces utilisables
dans des tests en écotoxicologie

Les HAP sont émis dans I'environnement au cours de nombreuses
activités humaines (industrielle ou particuliere) et s’accumulent en
particulier dans le milieu aquatique, réservoir ultime pour de nom-
breux polluants. Les HAP sont connus pour étre génotoxiques et
mutagénes mais un nombre croissant d’études suggére I'existence
d’autres effets. L'objectif du projet est d’évaluer les conséquences
d’une exposition a des HAP en mélange sur un éventail de fonc-
tions physiologiques des poissons en considérant la totalité du cycle
de vie de I'embryon a I'adulte et a sa descendance. La plupart des
mécanismes physiologiques étant conservés chez les vertébrés, ces
résultats permettront d’appréhender I'effet des HAP chez I'Homme.
lls permettront également d’identifier des indicateurs robustes d’ex-
position sur différentes fonctions physiologiques des poissons (e.g.
croissance, reproduction, immunité) et donc de proposer des outils
utilisables dans le cadre de tests en écotoxicologie.

Des espéces modeéles pour caractériser des
effets physiologiques a différents niveaux
d’organisation

Beaucoup de questions demeurent au sujet des HAP, en particu-
lier au sujet de leur devenir dans I'organisme et des effets physiolo-
giques en fonction des voies d’exposition et de la composition des
mélanges auxquels les organismes sont exposés. Si les propriétés
génotoxiques sont bien caractérisées, il n’en est pas de méme pour
les effets physiologiques a court ou long terme, ou des potentiels
effets a long terme d’une exposition précoce. Le consortium dans le
cadre de ce projet réunit un ensemble de compétences qui devrait
permettre de répondre a une partie de ces questions. Pour cela,
une espece a cycle de vie court, le poisson zebre sera exposée a
plusieurs stades de vie a 3 mélanges environnementaux. Dans tous
les cas, nous nous attacherons a mimer autant que possible des
situations présentes dans I'environnement, avec des modalités d’ex-
position par contact avec un sédiment ou par voie trophique. Les
effets seront étudiés a différents niveaux, de la molécule a I'orga-
nisme entier en utilisant les techniques de la biologie moléculaire, de
la biochimie, de la physiologie, de I'histologie ou du comportement.
Outre la caractérisation des effets des HAP ce projet ambitionne de
développer de nouveaux bioessais et de nouveaux marqueurs pré-
coces pour évaluer la toxicité des HAP.

Alevin/juvénile
5jours-3mois

Les expositions (figuré rouge) sont réalisées soit chez les embryons soit a partir
du premier repas. Le figuré vert indique les périodes sans contact avec le pol-
luant. Dans tous les cas, les études sont menées sur I'ensemble du cycle de vie

ConPhyPoP est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par I'lfremer. Il associe les Universités de Bordeaux, de
La Rochelle et du Havre ainsi que I'Institut Pasteur, I'Oniris et
I'Inra. Le projet a commence en janvier 2010 pour une durée de
36 mois. Il bénéficie d’un financement ANR de 740 k€ pour un
co(t total de I'ordre de 2,7 M€.

Résultats majeurs

Le projet devrait permettre de mieux appréhender la nature des effets
physiologiques résultants d’une exposition a des HAP et en particu-
lier les effets a long-terme. Ce projet expérimental devrait également
permettre d’identifier les effets potentiels d’une telle exposition sur les
populations de poissons dans le milieu naturel et chez les vertébrés
en général, y compris chez I'Homme. Finalement ce projet devrait
également permettre d’identifier des indicateurs pertinents suscep-
tibles d’étre utilisés lors de tests d’écotoxicologie en particulier pour
les composés hydrophobes.

Production scientifique et brevets

Le projet n'est pas encore au stade des publications, néanmoins
quelques résultats et/ou développement méthodologiques ont
d'ores et déja été présentés sous formes de communications
orales dans des congres ou colloques nationaux ou internationaux.
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Les ressources biologiques face 3 la contamination
chimique dans le golfe du Lion

Transferts de contaminants depuis les premiers
maillons jusqu’aux anchois et sardines

COSTAS vise a comprendre et modéliser I'entrée et le devenir de
contaminants chimiques depuis les premiers maillons de la chaine
trophique (le plancton) jusqu’aux petits poissons pélagiques (anchois
et sardines) du Golfe du Lion. Ces derniers sont une importante res-
source exploitée dans le Golfe du Lion et un maillon trophique entre le
plancton et les espéces piscivores. L'étude porte sur les contaminants
organiques persistants (polychlorobiphényles-PCB et polybromodi-
phényléthers-PBDE), le mercure (Hg) et le méthylmercure (CH3Hg),
d’autres métaux (Pb, Cd, Co, Cu, Ag, Zn...), des radioéléments natu-
rels (210Pb, 210Po) et des isotopes stables du plomb (204Pb, 206Pb,
207Pb, 208Pb). Les réponses sur les mécanismes de la contamina-
tion chimique de ces ressources biologiques contribueront a I'inter-
prétation des niveaux observés des contaminants et de leur variabilité
spatiale. Les modeles ouvrent des perspectives d’une transposition
a d’autres zones géographiques et d’autres contaminants chimiques
dits « émergents ».

COSTAS contribue a la mise en place d’outils d’aide a la décision
(planification spatiale, analyse de risques environnementaux...) et a la
valorisation et mise a disposition des connaissances.

Une double approche alliant campagnes
océanographiques et modélisation

COSTAS repose sur des compétences pluridisciplinaires et sur la
mise en oeuvre d’actions coordonnées : de I'acquisition de données
de terrain (campagnes océanographiques), aux analyses en labo-
ratoire et a I'application de modeles. L'approche intégre la dimen-
sion écologique du réseau trophique et celle de la biogéochimie des
contaminants.

Ce projet nécessite naturellement une bonne connaissance des rela-
tions trophiques, des principaux parametres biologiques de I'espece
(croissance, reproduction, régime alimentaire) et des processus de
bioaccumulation pour différents contaminants.

La modélisation permet d’analyser conjointement les processus phy-
siques, biogéochimiques et biologiques qui provoquent la dispersion
et le transfert des contaminants de I'eau vers les premiers maillons
de la chaine trophique (plancton) - ce qui est novateur a une échelle
comme celle du Golfe du Lion.
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Diagramme conceptuel : modele Dynamic Energy Budget DEB repose sur la
connaissance des fonctions physiologiques agissant a la fois sur les fonctions
vitales (reproduction, croissance) et sur le devenir de contaminants chez I'individu

COSTAS est un projet de recherche fondamentale, coor-
donné par I''FREMER. |l associe d’autres instituts et labo-
ratoires de recherche le Laboratoire d’Océanographie
Physique et Biogéochimique, I'lnstitut de recherche pour le
développement et le Centre Européen de Recherche et d’En-
seignement des Géosciences de I'Environnement. Le projet
a débuté en décembre 2009 pour une durée de 36 mois. Il
bénéficie d’un financement ANR de 650 k€ pour un colt glo-
bal de 2,26 M€. COSTAS est labellisé par le Péle Mer PACA.

Résultats majeurs

Les résultats conduiront a évaluer I'état écologique du point de vue
de la contamination chimique dans le Golfe du Lion, en considérant
les aspects fonctionnels de I'écosysteme (chaine trophique). Les
bilans et modéles permettront d’établir un diagnostic et des indica-
teurs pertinents. COSTAS contribue au renforcement de la recherche
intégrée via la mise en place de partenariats au sein de projets et
de réseaux de recherche : le projet européen PERSEUS , le projet
national MERMEX; : la Commission Internationale pour I'Exploration
Scientifique de la mer Méditerranée, et le Plan d’action pour la Médi-
terranée du Programme des Nations Unies pour I'environnement.

Production scientifique et brevets

Dans la premiere phase, COSTAS a permis la réalisation de sept cam-
pagnes océanographiques, I'acquisition de données de terrain et les
analyses en laboratoire. Les protocoles méthodologiques sont un pre-
mier acquis. Des résultats préliminaires ont été présentés: Goldsch-
midt Conference (Strady et al. 2011) ; Association Francaise Halieu-
tique (Jaloustre et al. 2011) ; Colloque Flotte océanographie francaise
(Carlotti et al. 2011) ; Séminaire programmatique ONEMA ; Micropol-
luants Aquatiques (Tronczynski et al. 2010).

Déc. 2012
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Comment évaluer 'écotoxicité des sédiments

dans les eaux douces ?

Proposer une méthodologie d’évaluation du
danger écotoxique applicable aux sédiments
d’eaux douces multi-pollués

Les écosystemes aquatiques continentaux constituent I'une des
cibles essentielles des politiques de protection et de gestion des res-
sources, notamment via la directive cadre sur I'eau. De nombreuses
substances chimiques (arsenic, métaux, PCB et HAP) rejetées dans
I’environnement s’accumulent dans les sédiments qui fonctionnent
comme des puits autant que des sources. Or, les sédiments abritent
une flore et une faune qui assurent des fonctions essentielles au bon
fonctionnement écologique des milieux aquatiques.

Les dégats écologiques et sanitaires causés par la contamination
des sédiments sont réels : diminution de la biodiversité, interdiction
de consommer les produits de la péche ainsi que des colts supplé-
mentaires liés a la gestion des matériaux dragués ou curés (environ
2,8 millions de m3/an, soit 56 M€/an muiltiplié par un facteur de 1,5 a
5 si les sédiments sont contaminés).

Le projet DIESE a eu pour objectif général de développer une mé-
thodologie d’évaluation du danger écotoxique applicable aux sédi-
ments d’eaux douces multi-pollués en place, centrée sur les effets
écotoxiques observables au niveau d’organismes potentiellement
exposes.

DIESE : une boite a outils

Le projet DIESE a associé différentes approches physico-chimiques
et biologiques pour la caractérisation de I'exposition et des dangers
toxiques aussi bien au laboratoire que sur le terrain, a savoir :

1- des microbiotests sur bactéries, algues, plantes, ostracodes, ainsi
que des macrobiotests sur poisson, invertébrés (crustacés gastéro-
podes et larve d’insecte), macrophyte aquatique, afin de représenter
les principaux groupes phylogénétiques et écologiques ;

2- I'étude de la distribution subcellulaire des métaux chez des inverté-
brés et le lien avec I'apparition d’effets biologiques ;

3- des échantillonneurs passifs pour évaluer la biodisponibilité des mé-
taux (Diffusive Gradient in Thin film) et organiques (polyéthylene haute
densité) ;

4- des approches biocénotiques et statistiques pour décrire les com-
munautés benthiques in situ a 'amont, au sein et a I'aval de diverses
retenues au fil de I'eau ;

5- la mise en ceuvre d’'une démarche graduée d’évaluation des dangers
appliquée aux cas d’étude intégrant les différents outils étudiés.
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Schéma général des différentes taches (Tx)
du projet DIESE et de leurs interactions

Le projet DIESE associe quatre partenaires : LIEBE (Université
de Metz devenue début 2012 partie prenante de I'Université
de Lorraine), CEMAGREF (Lyon et Antony) devenu IRSTEA fin
2011, EDF (R&D, Chatou) et URVVC (Université de Reims).

Le projet a débuté en février 2008 pour une durée de 4 ans. Il a
bénéficié d’un financement ANR de 1 M€ pour un budget total
d’environ 2,5 M€E.

Résultats majeurs

L'ensemble des recherches effectuées a permis de développer et/
ou d’optimiser divers outils applicables par les laboratoires en charge
de la surveillance de I'environnement et surtout de proposer une
démarche graduée d’évaluation des dangers qui fonctionne et qui
integre les différents outils étudiés. Certaines étapes doivent étre en-
core confortées par une étude sur d’autres sédiments. Les résultats
du projet ont été présentés aux parties prenantes a I'occasion d’une
journée de restitution. La discussion engagée a montré leur intérét a
incorporer les résultats dans les processus d’évaluation des risques.

Production scientifique et brevets

DIESE a généré jusqu’a présent 8 articles dans des revues inter-
nationales a comité de lecture, plusieurs sont encore en cours
de rédaction. S’y ajoutent jusqu’a présent 23 communications
internationales et 5 nationales, plus 18 séminaires ou conférences
de vulgarisation. La plupart de ces travaux concernent des déve-
loppements méthodologiques (Devault et al. 2010; Geffard et al.
2010; Roulier et al. 2010; Ciffroy et al. 2011, Nia et al. 2011, Co-
las et al. 2011; Burga-Perez et al. 2012, Dabrin et al. sous presse)
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La pollution des eaux peut-elle contribuer
avu déclin des anguilles Atlantiques ?

Relations entre accumulation de polluants,
diversité génétique, santé et potentiel
reproducteur des anguilles européennes et
américaines

Les anguilles européenne et d’Amérique sont deux especes emblé-
matiques des systémes Gironde et St Laurent. Elles se caractérisent
par un cycle biologique trés particulier comprenant deux métamor-
phoses, deux migrations trans-atlantiques pour I'européenne, ainsi
qu’une longue phase de croissance en eaux continentales (8 a 20
ans). Les deux especes ne se reproduisent qu’une seule fois dans
leur vie dans un lieu unique et commun, la Mer des Sargasses. Ces
deux especes font I'objet d’un déclin tres important depuis plus d’une
trentaine d’années, avec une diminution du recrutement de 90 a 99 %
pour I'européenne, et de 40 a 80 % pour celles d’Amérique. Elles sont
actuellement considérées comme en risque majeur d’extinction ou
menaceées (IUCN, 2007). Les causes de ce déclin demeurent encore
mal définies. Ce projet propose d’évaluer la possible contribution de
la pollution dans le déclin de ces deux espéces en examinant les rela-
tions entre I'accumulation de polluants in situ, la diversité génétique, la
santé et le potentiel reproducteur de ces especes. Il s’agira in fine de
proposer des stratégies de gestion pertinentes afin de limiter le déclin
de ces especes.

Développement d’un outil génétique (puce a
ADN) de suivi de I'état de santé de populations
d’anguilles Atlantiques

originalité du projet réside dans I'utilisation d’outils récents de la
biologie moléculaire, et en premier lieu celui du séquengage haut-
débit du transcriptome (RNa-seq lllumina HiSeq 2000) afin d’identifier
chez des anguilles sauvages les génes dont le niveau de transcription
est potentiellement affecté par une exposition chronique aux conta-
minants. Les informations acquises seront utilisées pour développer
une puce a ADN (cDNA microarray). La puce a ADN permet de com-
parer rapidement et simultanément le niveau d’expression de plu-
sieurs milliers de genes appartenant a différentes voies métaboliques
entre deux échantillons biologiques. Ce nouvel outil sera utilisé non
seulement sur des échantillons sauvages mais également sur des an-
guilles exposées au laboratoire a différents facteurs dans des condi-
tions d’exposition représentatives de celles prévalant in situ (faibles
doses d’exposition, conditions hypoxiques, variations de salinité, de
température, etc...). Ces données génétiques seront complétées par
des analyses morphométriques, biochimiques et histopathologiques
de fagon a relier les réponses précoces a I'état de santé des indivi-
dus. Enfin, une attention particuliere sera portée a la recherche d’une
méthode non invasive d’utilisation de la puce a ADN.

Terrain
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it environn

CA. rostrata S€quencage Puce 3 ADN

St Laurent Laboratoire

Démarche générale du projet IMMORTEEL : prélévements d’anguilles in situ
selon un gradient environnemental (naturel et anthropique), séquencage haut
débit du transcriptome et construction de la puce a ADN

IMMORTEEL est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par 'UMR EPOC 5805 et par 'INRS-ETE de Québec.
Il associe 7 partenaires, I'INRS-ETE, I'Université Laval, Péches
et Océans Canada et le Ministere des Ressources Naturelles
et de la Faune au Québec ; et TUMR EPOC 5805 (équipes
Ecotoxicologie Aquatique et LPTC), I'lRSTEA de Bordeaux-
Cestas (unité Ecosystémes estuariens et Poissons Migra-
teurs Amphihalins) et 'TUMR BOREA. Le projet a démarré en
janvier 2011 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un fi-
nancement ANR de 379 k€ pour un colt global de 1,78 ME.

Résultats majeurs

En améliorant notre compréhension de I'implication de la pollution
issue des activités humaines dans le déclin des anguilles Atlantiques,
ce projet contribuera & mieux comprendre les conséquences éco-
logiques a long terme de la pollution anthropique et a développer
des outils d’aide au développement de politiques visant a protéger
I'anguille. Ce projet a également pour objectif d’initier et promouvoir
les échanges scientifiques dans le domaine de I'écotoxicologie et de
la génomique entre le Canada et la France notamment par la forma-
tion d’étudiants en cotutelle.

Production scientifique et brevets

Le projet a conduit a des présentations scientifiques lors de colloques
organisés entre la France et le Québec permettant de confronter les
premiers résultats obtenus a partir des préléevements de terrain. Le
séquencage haut débit du transcriptome, les analyses chimiques, his-
topathologiques et biochimiques sont en cours d’acquisition. A terme,
I’'ensemble du projet devrait conduire a la production de résultats origi-
naux qui seront valorisés sous forme de publications dans des revues
de haut niveau du domaine.

Déc. 2012
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Biodiversité et pollution en zone littorale marseillaise :
comprendre les risques pour les écosystemes et ’homme

Connaissance des écosystémes littoraux et
bilan des transferts de contaminants dans le
réseau trophique

Aux portes du massif des Calanques, futur Parc National des Ca-
lanques présentant une flore rare et remarquable, les écosystemes
littoraux sont soumis a de nombreuses pollutions d’origine anthro-
pique. Cette zone présente des sources de contamination organique
et/ou inorganique a la fois terrestre (anciens sites métallurgiques) et
maritime via les émissaires en mer et le transport qui affectent aussi
bien le compartiment marin (eau, sédiment) que terrestre (sol, bio-
cénose). De plus, cette zone de Marseille a Cassis est aussi tres
fréquentée (habitations et tourisme). Ce projet a proposé d’étudier,
dans sa globalité, la pollution des divers compartiments, les flux
des contaminants (métaux, métalloides et polluants organiques), les
effets sur les micro-organismes et la phytocénose dans une vision
intégrative. Cette zone d’étude constitue d’une part un véritable site
atelier particulierement pertinent pour comprendre les processus de
transferts de polluants et d’impacts sur les écosystemes, et d’autre
part un modeéle extrapolable a I'ensemble des grandes aggloméra-
tions péri-méditerranéennes socio-économiguement contraintes par
un triptyque de pressions : industrialisation, urbanisation et dévelop-
pement touristique.

Une approche pluridisciplinaire et intégrative
pour comprendre les transferts de
contaminants

Ce projet repose sur le couplage des études in situ, en serre et au
laboratoire et sur la mise en commun des compétences d’équipes opé-
rant dans les domaines de I'écologie, de la biologie et de la physiologie
végétales, de la science du sol, de la chimie de I'environnement, de la
chimie analytique, de I'étude statistique et de la modélisation appliquée
au monde du vivant, ainsi que de I'écotoxicologie et de la santé hu-
maine. Les techniques de mesures non-destructives ont été priviégiées
pour le suivi sur les plantes telles que I'équipement portable Multiplex
permettant d’évaluer I'état physiologique des plantes par les teneurs
en flavonols, anthocyanes et chlorophylles. Des techniques d’échan-
tillonnage tres performantes ont été choisies avec notamment I'utilisa-
tion de filtres permettant le fractionnement en classe de taille pour les
aérosols et le prélevement des couches d’eaux les plus superficielles
pour les tensio-actifs. Des expérimentations originales ont été réalisées
pour permettre d’étudier le devenir des particules et des contaminants
arrivant en zone cotiére dans le mélange eau douce/eau de mer. Enfin,
des techniques analytiques de pointe ont été utilisées pour I'ensemble
des taches.

Résultats majeurs

Une cartographie des concentrations en métaux et métalloides des
sols du massif de Marseilleveyre et des iles environnantes fait appa-
raitre des patrons de dispersion de la pollution autour des anciens
sites métallurgiques liés au vent et au relief. En domaine maritime, un
gradient de contamination des eaux en composés organiques issus
principalement de I'’émissaire de Cortiou qui impactent également la

Vue de I'ancienne usine de plomb argentifere de I'Escalette située dans un
vallon du massif des Calanques. Les résidus de I'activité de cette usine ont été
stockés sous forme de nombreux dépbts de scories le long du littoral et ont
donné lieu a une pollution éparse sur le massif de Marseilleveyre

© : |. Laffont-Schwob

Marséco a démarré en novembre 2008 pour une durée de 48
mois. Ce projet associe 8 équipes de recherche comprenant
I'Institut Méditerranéen d’Ecologie et de Paléoécologie (UMR
6116 CNRS), I'Institut des Sciences Moléculaires de Marseille
(ISM2 - AD2EM, UMR 6263), le Laboratoire des Processus
de Transferts et d’Echanges dans I'Environnement (EA 3819),
le Laboratoire de Microbiologie, de Géochimie et d’Ecologie
Marines (UMR 6117), le Centre Européen de Recherche et
d’Enseignement en Géosciences de I'Environnement (UMR
7330), le Laboratoire Chimie Provence - équipe Chimie de
I’Environnement Continentale (UMR 6264), le laboratoire Biogé-
notoxicologie et Mutagenése Environnemental (UMR 1784) et
le Laboratoire de Sondage Electromagnétique de I'Environne-
ment Terrestre (UMR 6017). Le financement ANR est de 750 k€
pour un codt global de 3,3 ME. Il a bénéficié d’un abondement
de 49 k€ accordé par le pole Risques qui a labellisé ce projet.

frange littorale proche a été mis en évidence. Les sédiments marins
présentent également un gradient de contamination mixte organique
et inorganique. Globalement, la qualité des milieux étudiés apparait
préoccupante.

En termes de diversité végétale, Astragalus tragacantha, plante rare
de ce massif, montre des indices de vulnérabilité (structures démo-
graphiques régressives, nécroses individuelles du fait des embruns
salés/pollués, compétition inter-spécifique) indiquant une possible
extinction face aux fortes pressions anthropiques.

Production scientifique et brevets

Le projet a permis la publication d’une dizaine d’articles et/ou de
communications réalisés conjointement par plusieurs partenaires du
projet et plus de 15 articles et/ou communications réalisés par un ou
I'autre des 8 partenaires. Notamment 2 articles traitant de la métho-
dologie et de la répartition des polluants ont été publiés, I'un dans
Analytica Chimica Acta, I'autre dans Environmental Science and Pol-
lution Research. Un article sur la tolérance aux polluants métalliques
d’une plante rare et protégée est paru dans Ecologia Mediterranea.
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Pollution des milieux aquatiques par les médicaments :
effets sur les invertébreés

Impact des résidus pharmaceutiques sur le
milieu aquatique : exposition et toxicité vis-a-
vis d’invertébrés dulcicoles et marins

"augmentation de la consommation de médicaments et le dévelop-
pement de techniques analytiques plus performantes au niveau envi-
ronnemental ont entrainé I'identification de résidus médicamenteux
dans tous les compartiments aquatiques. A la différence de polluants
conventionnels, ces polluants émergents sont émis majoritairement de
maniere continue et a faible dose dans I'environnement, ce qui peut
aboutir a des contaminations chroniques. Cependant, du fait du cadre
réglementaire limitant I'évaluation du danger de ces résidus, le risque
environnemental présenté par les médicaments est mal connu. Le pro-
jet pharm@ecotox a donc visé a évaluer I'impact de ces substances
vis-a-vis des organismes dulcicoles mais aussi au niveau des orga-
nismes marins. D’un point de vue économique, la pérennité des acti-
vités conchylicoles et des activités halieutiques implique une meilleure
connaissance des dangers liés a la présence de polluants chimiques
(y compris pharmaceutiques) dans le domaine maritime. A cet égard,
la qualité des eaux littorales représente une donnée majeure afin d’ins-
crire la péche et I'aquaculture dans un contexte d’exploitation durable
des écosystemes cotiers.

Evaluation du risque : de la mesure de
I’exposition a I’évaluation du danger par des
méthodes in vitro, in vivo et in silico

La démarche utilisée dans le projet repose sur une approche intégrée
permettant de relier les effets observés sur les organismes a une me-
sure de la contamination environnementale. L utilisation de méthodes
in silico alliée a des tests classiques d’écotoxicité permet d’obtenir
rapidement un screening des molécules les plus préoccupantes et
de mettre en évidence certains modes d’actions particuliers. Cela
oriente également les analyses environnementales vers les molécules
les plus pertinentes a rechercher La toxicité de ces molécules est
ensuite évaluée in vitro afin de mettre en évidence des effets éven-
tuels au niveau de I’ADN ou sur des parameétres en relation avec
les systemes immunitaire, digestif, nerveux et endocrinien. Cepen-
dant si les essais in vitro permettent généralement une détection
sensible et précoce des effets d’'une exposition a un contaminant,
les essais in vivo sont incontournables pour I'étude d’effets a plus
long terme. C’est pourquoi, I'impact chronique des résidus les plus
préoccupants sera évalué au niveau de I'organisme sur les mémes
fonctions physiologiques. Au cours du projet, I'impact de mélange
des molécules les plus présentes dans I'environnement et/ou les plus
préoccupantes sera également évalué.
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Mise en évidence de relations structure-activité a partir
de données écotoxicologiques expérimentales

Pharm@ecotox est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par I'équipe Santé-chimie-Environnement du CERMN
(Université de Caen Basse-Normandie). Il associe le GMPc et la
FRE 3484 BioMEA (CNRS INEE) de I'Université de Caen Basse-
Normandie) ainsi que le LIEBE (Université de Metz) et 'EPOC (Uni-
versité Bordeaux 1). Le projet a débuté en janvier 2011 pour une
durée de 48 mois. Il bénéficie d’un financement ANR de 550 k€.

Résultats majeurs

QOutre le développement et la structuration d’un pdle santé-chimie-
environnement au niveau caennais, le premier résultat marquant a
cette étape consiste en I'obtention de données écotoxicologiques
concernant des composés sérotoninergiques (antidépresseurs,
antiémétiques, antitussifs, bétabloquants). Certaines molécules
s’averent individuellement particulierement toxiques sur les modeles
daphnies, algues et larves d’huitres. Sur daphnies, les mécanismes
de toxicité ne semblent pas étre de type spécifique. Les daphnies
semblent également particuliérement sensibles au mélange de ces
molécules.

Production scientifique et brevets

Un poster est actuellement soumis pour une session spécifique pour
le congres conjoint SETAC Europe/SETAC monde (Berlin, mai 2012)
et un article est en cours d’écriture. Ces productions scientifiques cou-
vrent les premiers résultats obtenus quant a I'impact des médicaments
sérotoninergiques sur différents invertébrés de I'environnement.

Déc. 2012
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Une menace invisible : les contaminants et leurs

lmpacts sur les oiseaux polaires

Contaminants chez les prédateurs supérieurs
polaires : niveaux et effets des polluants
organiques et métaux lourds sur la physiologie
du stress et le devenir des oiseaux marins des
Terres Australes et Antarctiques Francaises

(TAAF)

Malgré leur éloignement des centres industriels, les zones polaires
font désormais face, en plus du changement climatique, a une
menace plus insidieuse: la présence croissante de polluants orga-
niques persistants (pesticides, PCBs) et de métaux lourds (mercure).
Dans les régions froides ces contaminants perdurent dans I’environ-
nement pendant des décennies et s’accumulent dans les réserves
graisseuses indispensables aux animaux polaires. Or, en plus de leur
toxicité directe, ces polluants s’avérent également de redoutables
perturbateurs endocriniens. En Arctique, des niveaux alarmants de
polluants ont été décrits, assortis d’effets néfastes pour la faune.
Ces informations manquent cruellement pour I’Antarctique, en par-
ticulier pour les Terres Australes et Antarctiques Francaises (TAAF)
qui abritent des populations considérables d’oiseaux marins dont
certains endémiques. Le projet PolarTop, vise a décrire les polluants
organiques et métaux lourds présents chez les oiseaux marins des
TAAF selon un gradient subtropical-Antarctique. Le but de ce projet
est également d’étudier en détails les effets de ces polluants sur la
physiologie du stress, la reproduction et la mortalité des individus.

Utilisation combinée des isotopes stables

et de I'’endocrinologie pour une étude des
contaminants chez les prédateurs supérieurs
polaires

Le projet PolarTop réunit écologistes, physiologistes et écotoxicologues
afin de : décrire les polluants organiques (pesticides, PCBs et com-
posés bromés) et métaux lourds (Mercure, Cadmium) présents chez
les oiseaux marins (manchots, albatros et pétrels) des Terres Australes
Francaises ; interpréter les niveaux de contaminants observés en inté-
grant les niveaux trophiques et zones d’alimentation (via les isotopes
stables du carbone et de I'azote comme indicateurs trophiques) ; me-
surer les effets ces polluants en tant que perturbateurs endocriniens (ré-
ponse hormonale au stress, une fonction majeure permettant d’adapter
la physiologie et le comportement face aux contraintes de I'environ-
nement). L'équipe a utilisé une méthode d’échantillonnage non-des-
tructrice : a partir d’'une petite prise de sang et de quelques plumes, |l
est possible de mesurer contaminants, isotopes stables et hormones
sans perturber le comportement et la reproduction de ces oiseaux tres
peu farouches et qui font I'objet d’un suivi sur le long-terme. Contami-
nants et isotopes stables sont mesurés par spectrométrie de masse
et chromatographie tandis que les hormones sont dosées par radio-
immunologie.

Prise d’échantillons sur un poussin de skua antarctique, en Terre Adélie, Terres
Australes et Antarctiques Frangaises. Prédateurs d’ceufs et de poussins de
manchots, les skuas sont situés a un niveau trophique élevé et présentent des
taux importants de pesticides et de PCBs. En haut a gauche, on distingue le
parent skua survolant les biologistes qui procédent a la mesure de son poussin,
apres avoir effectué une petite prise de sang pour déterminer les contaminants

PolarTop associe le CNRS-UPR1934 Centre d’Etudes Bio-
logiques de Chizé, I'Université Bordeaux 1 - Environnements
et Paléoenvironnements Océaniques et Continentaux. EPOC,
'UMR 5805 CNRS Laboratoire de Physico- et Toxico-Chimie
de I'environnement (LPTC), et I'Université de La Rochelle-
UMRG250 Littoral Environnement et Sociétés. Il a débuté en
décembre 2010 pour une durée de 48 mois. Son financement
ANR est de 500 k€ pour un colt global de 1, 7 ME.

Résultats majeurs

Lors de I'hiver 2011-2012, des prélevements ont été réalisés sur
manchots, albatros, pétrels et skuas des TAAF. On y trouve des taux
importants de 4, 4 DDE un métabolite du DDT (prohibé en Europe
depuis 40 ans), de Mirex, un anti-termite utilisé dans I’'hémisphére
sud et de divers PCBs. Les composé bromés (PBDE), utilisés comme
retardateurs de flammes y sont rares. Pour les métaux lourds, de trés
fortes concentrations de mercure ont été trouvées chez les especes
situées a un niveau trophique élevé (albatros). Enfin, chez les indivi-
dus les plus contaminés on a observé une augmentation des taux
d’hormone de stress.

Production scientifique et brevets

A ce jour, un chapitre a été rédigé dans le livre « Mondes Polaires »,
Edition du Cherche Midi, et 5 articles sont en cours de rédaction et
soumission.
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Dynamique et impact toxique des polluants
sur l’écosysteme du Bassin d’Arcachon

Roéle des polluants majeurs de I’environnement
dans les crises ostréicoles arcachonnaises

’huitre creuse Crassostrea gigas est la principale espéece exploi-
tée du Bassin d’Arcachon. Au cours des dernieres années la filiere
ostréicole a connu une succession de « crises » affectant la salubrité
de la production (tests souris positifs provoquant des interdictions
de consommation), ou la viabilité d’'une partie du cheptel (mortalité
d’huitres juvéniles ou adultes). L'implication des polluants tels que
les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP), les pesticides,
les métaux traces et les organométalliques a peu ou pas été envisa-
gée pour expliquer ces différents épisodes. Les objectifs du projet
sont orientés vers I'acquisition de connaissances scientifiques (ori-
gine des polluants, écodynamique des especes toxiques, évaluation
des effets sur I'huitre). Certains résultats sont de nature expérimen-
tale (approche écotoxicologique des effets sur les organismes) pour
caractériser les principaux effets des polluants les plus susceptibles
d’avoir provoqué ces effets in situ. La connaissance acquise au cours
de ce projet servira a éclairer les décideurs et gestionnaires (commu-
nication vers la société civile) et a orienter les réponses pour améliorer
la situation vis-a-vis des points critiques identifiés.

Couplage des approches Chimie/Biologie

Un des objectifs de ce projet consiste a caractériser les sources de
contamination du Bassin d’Arcachon ainsi que la dynamique des
contaminants, tant au niveau de cette lagune qu’au niveau des diffé-
rents tributaires d’eau douce s’y déversant. L'utilisation de capteurs
chimiques passifs et I'analyse de sédiments sont ainsi réalisées,
apres avoir mené des mises au point technologiques afin de carac-
tériser certains contaminants. De maniére couplée, I'analyse de la
contamination de I'huitre par son environnement est mise en ceuvre
par I'évaluation de la contamination du potentiel « apport nutritif »
disponible pour cet organisme, mais également par I'analyse, a fré-
quence saisonniere, de parametres physiologiques, biochimiques,
génomiques, protéiques et génotoxiques sur des huitres cultivées
transplantées in situ. Enfin, par des approches pluridisciplinaires
menées en conditions controlées de laboratoire, I'assimilation, la bio-
transformation et I'impact toxique des polluants majeurs de I'environ-
nement a deux stades de vie essentiels de I'huitre : le stade adulte et
le stade larvaire sont analysés, notamment via I'utilisation d’isotopes
stables des contaminants identifiés.

Parc ostréicole du bassin d’Arcachon

RIPOST est un projet de recherche scientifique fondamentale
coordonné par 'UMR EPOC. En plus des équipes « Ecotoxi-
cologie Aquatique » et « Physico et Toxico-Chimie de I'environ-
nement » de 'UMR EPOC, il associe les équipes CARMA de
'IRSTEA de Bordeaux-Cestas et LCABIE de I''PREM de Pau.
Le projet a débuté en décembre 2009 pour une durée de 42
mois. Il bénéficie d’un financement de 690 k€ pour un codit glo-
bal de I'ordre de 2,4 M€E.

Résultats majeurs

Un gradient océan-continent pour la majorité des parametres est
observé, avec des contaminations plus importantes en fond de Bas-
sin. Des apports non négligeables de pesticides via les principaux
tributaires d’eau douce, une augmentation des HAP en période esti-
vale de méme que des teneurs en cuivre dans la lagune au cours
de I'année sont observés, révélant des organismes en conditions de
stress en intra-Bassin. Ces résultats peuvent étre mis en relation avec
le taux de renouvellement des eaux conduisant a une plus grande
stagnation des polluants présents dans les masses d’eaux internes.

Production scientifique et brevets

Ce projet repose sur un suivi in situ, de plus de deux ans, des
parametres chimiques et biologiques. Les données sont en cours
d’acquisition et la valorisation scientifique se fera a I'issue de cette
période. Les résultats des expérimentations sur I'impact du tributy-
|étain (TBT) chez I'huitre adulte et sur I'impact des polluants majeurs
sur le stade embryo-larvaire sont en cours de rédaction. Ce projet a
déja fait I'objet de plusieurs communications lors de congrés natio-
naux et internationaux.

Déc. 2012
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Les poissons des iles australes malades

de la pollution industrielle

Impacts et modalités d’accumulation des
polychlorobyphényles (PCB) et des polluants
émergents chez les truites (Salmo trutta) des
iles subantarctiques Kerguelen, en I'absence
de pressions anthropiques directes

’Archipel subantarctique des Kerguelen est considéré comme in-
demne des perturbations liées a I’'Homme en raison de son éloigne-
ment des centres anthropisés. Cependant, il est soumis a un apport
atmosphérique de substances industrielles persistantes abondam-
ment utilisées au cours du XXeme siecle. Ces composés semi-vo-
latils sont absorbés dans la couverture neigeuse ou dans la glace,
puis drainés par les eau, ils contaminent ainsi les hydrosystemes
continentaux et leur faune. Ce contexte environnemental original a
incité la création d’un partenariat pluridisciplinaire, afin de mettre en
relation la nature de la contamination avec les traits d’histoire de vie
des poissons, leurs réponses physiologiques et les effets population-
nels. Ainsi, le projet RISKER a pour objectif de définir les modalités
de contamination par les PCB et d’autres polluants, et d’évaluer le
risque écotoxicologique réel au travers de parametres intégrateurs
comme le statut immunitaire, la détoxication ou la structure du
squelette des truites. Lintégration des caractéristiques bioécolo-
giques des poissons (age, sexe, nature des proies, statut migrateur,
ascendance maternelle, cycle sexuel) devrait conduire, a terme, a
I’élaboration de modeles transposables a d’autres hydrosystemes.

Quantification et impacts des polluants
présents chez les truites des Kerguelen et
leur milieu a I'aide de méthodes d’analyses
chimiques, biologiques et d’imagerie

Basé sur un plan d’échantillonnage rigoureux prenant en compte la
diversité des habitats, RISKER a recherché I'origine des différences
biologiques et de contamination chez au moins 300 truites. La parti-
cularité du projet réside dans I'évaluation de plus de 100 parametres
chez chaque poisson, incluant I'age, le sexe, I'alimentation ainsi
que le statut migrateur, I'ascendance maternelle et le cycle sexuel
déterminés par I'examen des otolithes et des écailles. Des mar-
queurs physiologiques a différents niveaux d’organisation font partie
de I'évaluation : réponses fonctionnelles moléculaires et cellulaires
(immunotoxicologie, reprotoxicité) et réponses intégratrices structu-
rales a I'échelle de I'organe (biotransformation hépatique) et a celle
de I'organisme (compacité osseuse). Le niveau de bioaccumulation
est mesuré par chromatographie en phase gazeuse. Le transfert ali-
mentaire des contaminants est abordé au travers de la nature ou de
I’abondance des proies dans I'estomac et de leur taux d'imprégna-
tion par des polluants. La banque des données collectées contribue
a la construction de modeéles statistiques en écotoxicologie aquatique.

Bilan écotoxicologique des truites des Kerguelen : impact des PCB sur les
fonctions physiologiques en relation avec leurs traits d’histoire de vie

RISKER est un projet scientifique pluridisciplinaire. Il associe 8
laboratoires publics frangais appartenant aux universités Paris-
Sud, Reims, Paris 6, Rennes et Lyon 1; I'INERIS (Verneuil-en-
Halatte) et 'INRA (St-Pée-sur-Nivelle) et 1 laboratoire canadien
de I'INRS-IAF. Linstitut Polaire Paul Emile Victor a assuré la
logistique et le transport pour 2 campagnes d’échantillonnage.
Il a débuté en avril 2009 et s’est terminé en décembre 2012.
RISKER a bénéficié d’un financement ANR de 300 k€ pour un
colt global de 2,4 ME.

Résultats majeurs

Les truites des Kerguelen sont contaminées par des polluants orga-
niques d’origine industrielle. De nombreux effets toxiques ont été
observés, comme des pathologies hépatiques et des réponses im-
munitaires et enzymatiques symptomatiques entrainant un déséqui-
libre homéostasique. La sévérité des altérations biologiques dépend
du niveau de la contamination et du statut biologique des animaux.
Leur statut migrateur et leur cycle de vie, défini par la microchimie
des otolithes et par scalimétrie, se révelent essentiels a I'interpréta-
tion des niveaux de bioaccumulation, hétérogénes chez les poissons
sauvages.

Production scientifique et brevets

Le projet RISKER a été présenté au colloque : International Confe-
rence Polar Worlds, Paris 2011. Deux articles sur les niveaux de
contamination des salmonidés des lles Kerguelen ont été publiés
dans les revues Environmental Pollution et Polar Biology. Le statut
immunitaire et la compacité osseuse des truites, aux titres d’indica-
teurs de stress chimique, ont fait I'objet de communications lors de
trois colloques nationaux.
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Conséquences écologiques de l’'usage des rodenticides

Quels sont les effets des rodenticides sur les
populations de rongeurs et leurs prédateurs ?

En tant que vecteurs de maladies, ravageurs de cultures ou es-
péces invasives, les rongeurs sont controlés partout dans le monde,
principalement par des pesticides. Ce mode de gestion présente
cependant deux limites : I'apparition de résistance aux molécules
rodenticides et leurs effets indésirables sur les especes non-cibles
(renards, rapaces...). RODENT se propose de mieux identifier les
bases moléculaires de la résistance du rat surmulot aux rodenticides
et de comprendre la diffusion des génes de résistance dans et entre
les populations de ce rongeur. Il s’agit également d’évaluer, dans
différents contextes, le transfert des rodenticides dans les commu-
nautés de rongeurs et leurs effets sur les populations de prédateurs,
en particulier celles du renard roux. Des marqueurs d’exposition non
invasifs sont notamment développés, et les résultats de systemes de
surveillance des populations de renards a long terme (10 ans) dans
tout le département du Doubs, dans des zones traitées et non trai-
tées, sont analysés. Ces travaux ont vocation a améliorer I'efficacité
des méthodes de contréle des rongeurs et a les rendre plus respec-
tueuses de la biodiversité et de I'environnement.

De la biologie moléculaire au monitoring de
terrain a large échelle

Exposés aux rodenticides, les systéemes biologiques répondent a
des échelles différentes : dans le cas de la résistance génétique des
rongeurs cibles, les modifications sont moléculaires alors que les
impacts sur les prédateurs sont observés a I'échelle des populations.
Malgré cela, ces phénomeénes restent étroitement ligs, la résistance
peut augmenter les résidus de pesticides accumulés dans les tissus
des rats et ainsi modifier I'exposition de leurs prédateurs. Une des
originalités de RODENT est d’aborder ces 2 niveaux de perception
en croisant des techniques fines de laboratoire pour les analyses
chimiques et moléculaires (chromatographie liquide associée a de
la spectrométrie de masse) avec des méthodes de monitoring de
terrain et de modélisation spatiale permettant de suivre et de com-
parer I'abondance des prédateurs dans I'espace et le temps. La
mise en ceuvre d’expérimentations en vraie grandeur fait partie des
approches retenues : la diffusion des genes de résistance sera mesu-
rée en manipulant les différentes populations de rats d’un réseau de
fermes voisines. Des développements méthodologiques permettront
le dosage fin de plusieurs rodenticides dans un méme échantillon ou
la mesure de I'exposition des renards en nature a partir de marqueurs
ne nécessitant pas la capture des animaux.

fal Intensité des traitements rodenticides
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Réalisé dans le cadre de RODENT, le croisement des données concernant
I'intensité des traitements rodenticides en plein champs (a) et celles des den-
sités relatives de renards roux (b) montre bien les impacts de ces pesticides
sur les populations de ce prédateur de rongeurs ainsi que leur diminution suite
au passage a des pratiques de lutte moins intensives entre 2003 et 2008

RODENT est un projet de recherche en environnement coor-
donné par 'UMR CNRS 6249 Chrono-Environnement en
collaboration avec VetaGro’Sup Lyon, le Centre de Biologie
pour la Gestion des Population de I'INRA de Montpellier et
I’équipe Ecologie des Invasions Biologiques de 'UMR ESE
INRA/Agrocampus de Rennes. Elle s’appuie aussi sur un
partenariat de longue date avec la Fédération des chasseurs
du Doubs et la Fédération régionale de défense contre les
organismes nuisibles de Franche-Comté. D’'une durée de 4
ans, ce projet a débuté en octobre 2009 et a bénéficié d’'un
financement ANR de 545 k€ pour un codt global de 1,7 M€.

Résultats majeurs

Les populations de rats subissent régulierement des réductions
importantes d’effectifs qui peuvent résulter de diminution des res-
sources, de facteurs climatiques et/ou des traitements rodenticides.
Les analyses génétiques suggerent une faible dispersion des rats
entre les batiments et les fermes étudiées. Seuls quelques indivi-
dus immigrants pourraient jouer un réle important dans la diffusion
de la résistance. Nos résultats montrent qu’entre 20 et 50 % des
rongeurs présents dans la nature ont des résidus détectables de
rodenticides dans les tissus ce qui démontre I'exposition chronique
de leurs prédateurs. Nous avons aussi mis en évidence le fort impact
des traitements contre le campagnol terrestre sur les populations de
renards et la réduction de cet effet suite a la diminution des quantités
d’appats empoisonnés depuis 2003.

Production scientifique et brevets

Les résultats acquis dans RODENT ont fait I'objet de 3 publications
dans des revues scientifiques internationales et de 6 communica-
tions dans des conférences internationales et nationales.

Déc. 2012
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Nouvelles approches pour évaluer Uimpact
des polluants sur les microorganismes aquatiques

Impact d’un polluant sur la biodiversité

et le fonctionnement de communautés
microbiennes aquatiques et réponses de ces
communautés a ce stress toxique

Les organismes vivants sont soumis a de nombreux stress toxiques
liés aux activités humaines. Cela concerne en particulier ceux qui
vivent dans les milieux aquatiques car ces écosystéemes sont le
réceptacle final de nombreux polluants utilisés dans leur environne-
ment proche ou lointain. La mesure de I'impact de ces polluants est
plus facile a réaliser sur des organismes de grande taille que sur les
microorganismes qui sont beaucoup moins connus, alors que ces
derniers jouent un role important dans le fonctionnement des éco-
systemes qui les abritent. Les outils moléculaires pour I'étude des
microorganismes ont connu des progrés considérables au cours
des années récentes et ils offrent désormais de nouvelles possibili-
tés pour caractériser ces effets des polluants sur les communautés
microbiennes. Le projet avait pour premier objectif d’évaluer I'impact
d’un fongicide agricole sur les communautés microbiennes aqua-
tiques vivant dans les lacs et les rivieres. Le second objectif était
d’étudier les réponses de ces communautés a la présence de cette
molécule dans I'eau, sachant que pour chaque type d’écosystéeme
(lac et riviere), une communauté naive n’ayant jamais connu cette
molécule et une communauté ayant déja été exposée au fongicide,
ont été comparées. La validation de nouvelles approches molécu-
laires offre des perspectives d'intérét pour I'évaluation des risques
environnementaux liés aux pollutions par des produits toxiques.

Intéréts et limites des nouveaux outils de la
biologie moléculaire en écotoxicologie

Nos travaux ont été basés sur des approches expérimentales en la-
boratoires réalisées a partir de communautés microbiennes prélevées
dans deux lacs (un pollué et un non pollué) et sur deux sites (pollué/
non pollué) d’une méme riviere. Ces communautés ont ensuite été
exposées pendant trois semaines a différentes doses (0, faible, forte)
du fongicide testé, le Tébuconazole. Au cours de ces trois semaines
I’équipe a mesuré de nombreux parametres tels que, par exemple,
I’évolution des concentrations du polluant pour déterminer s’il était
dégradé, I'abondance des bactéries pour estimer la mortalité causé
par le polluant, et certaines activités bactériennes pour évaluer sileur
métabolisme était altéré... Par ailleurs, une caractérisation tres fine
de I'évolution temporelle de la composition des communautés micro-
biennes procaryotes et eucaryotes a été réalisée par une approche
de séquengage a haut débit. L'équipe a également entrepris des
études basées sur I'utilisation de la molécule polluante marquée par
un produit radioactif, dans le but d’étudier la dégradation éventuelle
de cette molécule par les bactéries. Enfin, une approche de clonage
massif sur les génomes de la communauté microbienne, suivie par
plusieurs étapes de sélection, est actuellement en cours dans le but
d’identifier les genes impliqués dans cette dégradation. Toutes ces
approches n’avaient été encore que tres peu utilisées dans le cadre
de travaux relevant de la discipline de I'écotoxicologie.

Canaux expérimentaux utilisés pour les expérimentations sur les
communautés microbiennes des rivieres- © : IRSTEA Lyon

SENDEFO est un projet de recherche fondamentale qui associe
six partenaires : 'TUMR BIOEMCO, ENS Paris ; 'TUMR CARR-
TEL, INRA Thonon ; I'UR MALY, IRSTEA Lyon ; 'UMR 5557,
Université/CNRS Lyon ; le LMGE, Université/CNRS Clermont-
Ferrand ; I'lCCF, Université/CNRS Clermont-Ferrand. Il a débuté
en décembre 2009 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un
financement ANR de 450 k€ pour un budget total de 2,2 M€.

Résultats majeurs

Les résultats sont encore en cours d’acquisition, notamment pour
toute la partie biologie moléculaire. Cependant, ils révelent déja tout
le potentiel des approches utilisées pour caractériser les impacts
d’un polluant sur les communautés microbiennes aquatiques mais
aussi certaines difficultés liées a leur utilisation sur des communau-
tés naturelles. C’est ainsi qu'il est désormais possible de déterminer,
grace a ces approches, si un polluant a un effet sur les especes qua-
lifiées de rares, alors que ces especes importantes d’un point de vue
adaptatif, étaient jusqu’ici ignorées. En revanche, certaines limites
techniques liées par exemple aux relativement faibles abondances
cellulaires en milieux naturels aquatiques rendent difficiles, pour I'ins-
tant, I'utilisation de certaines de ces approches sur les communautés
microbiennes.

Production scientifique et brevets

La valorisation scientifique du projet a reposé pour I'instant sur trois
présentations réalisées en 2011 lors de congres scientifiques inter-
nationaux dans les domaines de I'écotoxicologie et de I'écologie
microbienne (SETAC Milano, SEFS Girona et SAME Rostock). Par
ailleurs, trois articles qui seront prochainement soumis a des revues
scientifiques internationales, sont en cours de rédaction avec les pre-
miers résultats obtenus. Il N’y aura pas de retombées immédiates de
ce projet en terme appliqué mais a moyen terme, la démocratisation
des outils que nous avons testés, s'ils se révelent efficaces, permet-
tra sans doute un usage en routine pour déterminer I'impact potentiel
d’un produit toxique sur des communautés microbiennes et ainsi de
contribuer a la prise de décision sur le maintien, ou non, de I'autori-
sation d’utiliser de ce produit.
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Devenir et effets des contaminants organiques persistants

dans un poisson marin : la sole

Etudier et quantifier le devenir de 3 familles de
contaminants organiques et leurs effets sur les
fonctions physiologiques

Préserver la qualité de I'environnement et promouvoir I'utilisation
durable des ressources marines sont des enjeux majeurs en milieu
cétier ou la pression anthropique est forte. Sole-BEMol a pour objec-
tif d’étudier chez des juvéniles de soles le devenir et les effets des
contaminants chimiques de I'individu a la population. L originalité
de cette étude est la combinaison d’une triple approche alliant la
mesure in situ, I'expérimentation contrélée et la modélisation a deux
échelles : I'individu et la population.. La description et la compré-
hension des processus responsables du devenir des contaminants
nécessitent que la phase d’acquisition des données in situ soit com-
plétée par une approche expérimentale. Par ailleurs, les facteurs
biologiques agissent sur I'accumulation des contaminants, et il est
difficile de hiérarchiser leur importance, d’autant que leur influence
est fonction des stades de vie. L'élaboration d’'un cadre méthodolo-
gique intégrant cette complexité est essentielle dans une démarche
de compréhension globale. La modélisation permet de tester des
hypotheses, d’identifier et de hiérarchiser les variables pertinentes, et
finalement de prédire I'évolution d’un systeme.

Devenir et effets des PCB, PBDE et HAP : De
la mesure in situ, 'expérimentation en milieu
controélé, a la modélisation

'estuaire de Seine a été identifié comme le plus impacté par ces
contaminants. Cet estuaire est aussi la nourricerie de juvéniles qui
présente les meilleurs indices de condition. Toutefois, les densités
de juvéniles en Seine restent inférieures a sa capacité d’accueil, et
les taux de recrutement ne semblent pas responsables de ces effec-
tifs. Les effets des contaminants restent une hypothéese probable.
Les résultats obtenus en conditions expérimentales semblent confir-
mer cette hypothese. Ainsi on observe des altérations de la fonc-
tion immunitaire, du comportement et de la reproduction. Ces effets
peuvent conduire a une diminution de 'adaptation du poisson a son
milieu et nuire a sa participation au recrutement. Les mesures des
contaminants ont confirmé la mobilisation des PCB et PBDE en lien
avec les lipides lors de la maturation gonadique. Une forte variabilité
individuelle s’explique par les conditions expérimentales favorables
permettant aux poissons de survivre alors que dans le milieu naturel
leur survie serait compromise (prédation, multi-stress ...). La modéli-
sation DEB a permis de tester différentes hypotheses pour expliquer
cette variabilité individuelle.

Effets des contaminants organiques persistants sur les différents stades de vie
de la sole (approche bioénergétique)

SoleBEMol est un projet de recherche coordonné par Ifremer.
Il associe les laboratoires de I’Agrocampus Ouest (Rennes), du
LPTC de Bordeaux (Laboratoire de Physico- et Toxico-Chimie
des Systemes Naturels (LPTC) - UMR 5472 CNRS : Université
Bordeaux 1), le Laboratoire LIENS (Université de la Rochelle)
et de I'lfremer (Unité Biogéochimie et Ecotoxicologie, Unité
Physiologie et fonctionnement des organismes marins, Unité
Sciences et technologie de I'halieutique). Le projet a débuté
en mars 2007 pour une durée de 45 moais. Il a bénéficié d’'un
financement ANR de 750 k€ pour un colt global de 2,7M€E.

Résultats majeurs

« SoleBEMol » a permis de mettre en place une plateforme expéri-
mentale adaptée aux études sur les contaminants organiques hydro-
phobes. Une partie des soles juvéniles utilisées dans cette étude a
été maintenue en condition de contamination afin de bénéficier d’un
stock de poissons (maintenant adultes) contaminés depuis bientot 4
ans. Le modele bio énergétique de croissance couplé au modele de
bioaccumulation des PCB constitue une base solide pour tester dif-
férents scénarii sur les colts métaboliques que peuvent générer les
effets des contaminants. L’approche modélisation de la dynamique
de population des soles de Manche Est est en cours d’adaptation
pour les nourriceries du Golfe de Gascogne.

Production scientifique et brevets

Ce projet a donné lieu a 11 articles, 22 communications internatio-
nales et 5 théses de doctorat.

Il'a permis la mise en place d’un outil d’expérimentation pour I'utilisa-
tion de contaminants organiques persistants avec un schéma d’épu-
ration adéquat qui assure un rejet O de contaminants. Cet outil a pu
étre utilisé pour d’autres projets : ANR-VMC-Evolfish.

Déc. 2012
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CONTAMINANTS
ET SANTE

Parmi tous les projets retenus dans les pro-
grammes SEST, CES, CESA et quelques
autres programmes de I'’ANR, de nombreux
projets étaient relatifs aux effets des contami-
nants environnementaux sur la santé, essen-
tielement santé humaine. Les effets sur la
santé peuvent étre présentés selon le type
de contaminants (ondes et radiations, conta-
minants chimiques, nanoparticules, toxines,
etc.) ou selon le type de pathologie issues
de ces contaminants. Ainsi, les projets ont
été listés selon ces deux types d’approches.
Certains projets sont plus focalisés sur le type
de contaminants et sont listés en fonction des
contaminants physiques ou chimiques, mais
ils font aussi état de diverses pathologies et
présentent surtout des perturbations endocri-
niennes ou des cancers avec les contaminants
chimiques, et des affections du systéme respi-
ratoire ou pulmonaire avec les nanoparticules.
D’autres projets sont beaucoup plus focalisés
selon le type de pathologie et sont listés ainsi
ci-apres. Il s’agit des maladies respiratoires,
des perturbations endocrines ou des cancers.
De méme, dans ces projets, nous retrouvons
de nombreux projets relatifs aux affections
respiratoires ou pulmonaires dans lesquels
les contaminants majeurs sont les nanopar-
ticules ; les projets relatifs aux perturbations
endocrines sont associés a des contaminants
chimiques (polluants organiques persistants
ou métaux) et les projets relatifs aux réponses
tumorales et cancers sont en général associes
a des contaminants chimiques mais aussi aux
radiations et aux nanoparticules. lls sont donc
listés selon les différentes approches ci-contre.

---------------------------------------------------------

Effets des contaminants
sur la santé

* Ondes radiations
« Contaminants chimiques
* Nanoparticules

Asthme, maladies respiratoires et
cardiovasculaires

Perturbateurs endocriniens,
fFertilite

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

BIOREF

EROPS

FADO

HIMWR

LODORA

NOISEADDPROTECT

Biomarqueurs d’exposition aux rayonnements
electromagnétiques du futur

Effets des radiofréquences sur des organismes
potentiellement sensibles

Les cadres de I'expertise a |I'épreuve des expositions
aux faibles doses

Impacts sur la santé des rayonnements millimétriques

Réponses de la peau humaine aux faibles doses de
rayonnements ionisants : estimation du risque et
établissement des nouveaux biomarqueurs

Additivité d’agents protecteurs du trauma sonore

’exposition aux ondes milimétriques a-t-elle un
impact sur les cellules humaines ?

Effet du Wi-Fi sur le développement et la fertilité
chez le rongeur

’expertise scientifique a I'épreuve des expositions
aux faibles doses

Une exposition aux ondes millimétriques peut-elle
induire un stress cellulaire ?

Les faibles doses de radiations ionisantes altérent la
peau humaine

Traumatisme sonore aigu : y-a-t-il intérét a associer
les thérapies ?
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LU'exposition aux ondes millimétriques a-t-elle
un impact sur les cellules humaines ?

Les ondes millimétriques sont-elles un facteur
de risque environnemental ?

Le nombre de sources artificielles de rayonnements électroma-
gnétiques ne cesse d’augmenter car les systemes de communi-
cation sans fil se sont considérablement développés ces dernieres
années. De multiples applications grand public sont en émergence
dans la gamme de fréquences des ondes millimétriques. Avec ces
nouvelles applications, les expositions chroniques et a long terme
des personnes pourraient augmenter et se modifier. On ne peut
pas écarter la possibilité que ces rayonnements puissent avoir des
effets biologiques. En effet, ils sont absents de notre environne-
ment naturel et les étre vivants n’y ont encore jamais été exposés.
De plus, certaines frégquences en millimétriques sont utilisées pour
des applications thérapeutiques, ce qui suggere des interactions
possibles avec le vivant. Le projet se propose d’étudier I'impact de
ces rayonnements sur des cellules humaines en culture. L'équipe
pourra ainsi évaluer les risques potentiels de ces systemes émer-
gents sur la santé humaine avec I'espoir de trouver les limites seuils
d’exposition induisant un effet biologique, ce qui est essentiel pour
I’élaboration de normes d’utilisation les plus sécuritaires possible. Ce
travail est d’un grand intérét sociétal car il permettra d’anticiper le
déploiement a grande échelle de ces futures technologies sans fil.

La génomique au service de I'identification de
marqueurs d’exposition

Un systeme d’exposition pour cellules en culture a été construit au
laboratoire. Ce systeme permet de mimer des situations d’exposi-
tion réalistes par rapport a certains scénarios d'utilisation future de
ces ondes millimétriques. Dans un premier temps, I'équipe s’est pla-
cée dans des conditions d’expositions élevées, a la limite de ce qui
est autorisé par les normes en vigueur. Une étude dosimétrique a
été effectuée afin d’évaluer les niveaux de rayonnement regus par
les cellules. Un criblage haut-débit par puces a ADN est en cours
de réalisation. Cette technique permet une analyse exhaustive de
I'expression génique, ce qui devrait permettre d’identifier des genes
biomarqueurs d’exposition. L'expression de ces genes sera ensuite
étudiée par une approche qui combinera des techniques de la biolo-
gie moléculaire et de la biologie cellulaire. En modifiant graduellement
les parametres physiques de rayonnement : fréquence, densité de
puissance, modulation, et régime d’exposition, I'équipe pourra trou-
ver les limites d’exposition induisant un effet biologique.

En haut a gauche : systeme d’exposition pour études in vitro. En bas a
gauche : culture de cellules de peau humaine. A droite : exemple d’analyse
haut-débit permettant de détecter une expression génique différentielle entre
les cellules controle et les cellules exposées

BioREF est un projet de recherche fondamentale coordonné
par le laboratoire « Transcription, Environnement & Cancer » de
I'Institut de Recherche sur la Santé, I'Environnement et le Travail
(IRSET), a I'Université de Rennes 1. Il associe aussi I'équipe «
Systemes Rayonnants Complexes » de I'Institut d’Electronique
et des Télécommunications de Rennes (IETR, UMR CNRS
6164), de I'Université de Rennes 1. Le projet a débuté en jan-
vier 2011 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un finance-
ment ANR de 350 k€ pour un co(t global de I'ordre de 1 ME.

Résultats majeurs

Trois principales retombées sont attendues : 1) la découverte de
nouveaux genes sensibles a I'exposition aux ondes ; 2) une meil-
leure compréhension des mécanismes cellulaires affectés par une
exposition aux ondes milimétriques ; 3) la détermination de limites
d’exposition fiables, grace a I'étude des genes biomarqueurs.

Production scientifique et brevets

Sans objet pour l'instant, le projet étant encore au tout début de sa
mise en ceuvre. Toutefois, il est prévu de commencer a présenter nos
premiers résultats dans le courant de I'année 2012,



Effet du Wi-F

Les effets du Wi-Fi sur les jeunes : une grande
inconnue

"augmentation du niveau d’exposition aux signaux de communica-
tion sans fil de type Wi-Fi (2450 MHz) souléve des préoccupations
de santé publique en particulier pour les jeunes soumis a ces ondes
tres précocement. Sur le plan scientifique, les données disponibles
sur les effets des expositions aux radiofréquences (RF) in utero ou de
jeunes animaux concernent majoritairement les signaux de télépho-
nie mobile tandis qu’a ce jour, les signaux Wi-Fi ont été peu étudiés.
Il était donc important d’apporter des données complémentaires
concernant les expositions précoces et répétées aux RF du signal
Wi-Fi devenues ubiquitaires dans I'environnement. Dans ce projet,
nous avons recherché les effets tératogenes, les effets sur la ferti-
lité et des marqueurs de stress apres des expositions répétées a un
signal Wi-Fi au cours de la gestation. Les données obtenues dans le
cadre du projet vont contribuer a la mise a jour des données scien-
tifiques pour I'évaluation des effets sanitaires des champs électro-
magnétiques, dans le cadre du processus de révision des normes
d’exposition.

Cage réverbérante, tératogenése, toxicologie
et fertilité

Grace a un systeme d’exposition au signal Wi-Fi appelé chambre
réverbérante (Satimo, France), nous avons exposé les animaux
corps-entier et libres de leurs mouvements. En premier lieu, les effets
tératogenes du signal Wi-Fi ont été évalués en exposant des rates
gestantes du 3eme au 20eme jour de gestation (jusqu’a la veille de
la naissance des petits) 2 heures par jour, 6 jours par semaine, a 4
niveaux d’exposition (0 ; 0,08 ; 0,4 et 4 W/kg) en suivant 20 rates par
groupe et leurs portées. Un suivi toxicologique sur les ratons issus
de 5 portées par groupe et agés de 2 jours, 1, 2 et 3 mois a été
également réalisé au niveau du sang et du cerveau des animaux. En
second lieu, la fertilité de rats males et femelles exposés 1 heure par
jour, 6 jours par semaine a un signal Wi-Fi a 3 niveaux d’exposition
(0; 0,08 et 4 W/kg), avant et apres accouplement, a été suivie par
histologie des organes sexuels (males et femelles) et observation des
foetus chez les femelles.

Contaminants et environnements :
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Chambre réverbérante permettant I'exposition d’animaux au signal Wi-Fi

EROPS est un projet de recherche fondamentale coordonné
par le Laboratoire de Bioélectromagnétisme de I'Ecole Pratique
des Hautes Etudes (EPHE). Le projet a débuté en décembre
2008 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR de 147 k€ pour un colt global de I'ordre de 577 k€.

Résultats majeurs

Nous n’avons pas détecté d’effets délétéres sur le développement
prénatal et post-natal des rats et sur leur fertilité, ni globalement a
long terme dans le sang et le cerveau des jeunes animaux expo-
sés au Wi-Fi pendant la gestation. Seule une diminution transitoire
de certains marqueurs de stress radicalaire a été détectée chez les
animaux exposés in utero au niveau de puissance le plus élevé. Ce-
pendant, cet effet, suggérant un retard de maturation du systeme
immunitaire, est observé a un niveau de puissance 50 fois plus élevé
que la limite d’exposition du public.

Production scientifique et brevets

Un article a été publié dans le journal a comité de lecture « Birth
Defects Research Part B: Developmental and Reproductive Toxico-
logy », décrivant les résultats sur le développement des rongeurs ex-
posés in utero au signal Wi-Fi, Six communications orales et de trois
communications par affiche ont été présentées dans des congres
internationaux et nationaux (bioélectromagnétisme). Deux publica-
tions sont en préparation.

Déc. 2012
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LU'expertise scientifique a l’épreuve des expositions
aux faibles doses

L’analyse des risques face a I’essor du
probléme des faibles doses

Le projet Fado s’est donné pour objectif I'analyse des transforma-
tions de I'expertise scientifique face au probleme des expositions aux
faibles doses de polluants. Dans le déploiement public de contro-
verses sanitaires et environnementales, comme dans les transforma-
tions des modalités de recherche et d’expertise scientifiques que ce
soit sur des problemes engendrés par des activités professionnelles
spécifiqgues ou concernant I'ensemble de la population, cette pro-
blématique n'a cessé de gagner en importance. L'équipe a étudié
la maniere dont les chercheurs et les experts mobilisent des outils
et des modeéles qui se trouvent au coeur de controverses. Elle s’est
ainsi intéressée aussi bien aux milieux d’expertise et de régulation
qu’aux arenes de confrontation publique qui mélent des acteurs
hétérogenes (riverains, instances politiques, médias et groupes
contestataires). Appréhendée sur une durée longue et a partir de
plusieurs dossiers (radioactivité, additifs et contaminants alimen-
taires, ondes électromagnétiques et nanoparticules), la question
des faibles doses sert d’analyseur des transformations des cadres
scientifiques et politiques impliqués dans le traitement des problemes
sanitaires environnementaux causés par diverses contaminations.

Une approche pluridisciplinaire au
croisement de I’'histoire, de la sociologie et de
la socio-informatique

En mobilisant les concepts et les outils de I'histoire et de la socio-
logie, ce projet a analysé et comparé les trajectoires de quatre dos-
siers. Pour chacun d’entre eux, I'équipe a décrit I'évolution des jeux
d’acteurs et d’arguments, de fagon a cerner le degré de consensus
ou de dissensus entre ce qui est établi, non discutable, et ce qui reste
controversé et incertain. L’étude comparative a été menée selon trois
axes : I'histoire des modeles dose-effet ; la production des exper-
tises face aux faibles doses ; les contestations publiques en santé-
environnement. Cette approche interdisciplinaire a répondu a trois
exigences méthodologiques : une analyse historique sur des tempo-
ralités longues ; des catégories communes pour la comparaison des
dossiers ; et enfin, la variation des échelles d’analyse, de I'étude de
situations locales a la prise en compte de configurations politiques de
grande ampleur. D’un point de vue technique, une base de données
« carcinogenes » a été constituée a partir d’articles et de rapports
scientifiques, et, parallélement, I'équipe a eu recours a des techno-
logies socio-informatiques, comme celles du logiciel Prospéro, afin
d’analyser un ensemble de corpus.
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Montée en puissance de la problématique faibles doses dans les controverses
publiques (Profil temporel de I'inter-corpus « Fado » sous Prospéro)

FADO est un projet de recherche fondamentale qui a réuni une
équipe de neuf chercheurs, coordonné par I'Institut interdiscipli-
naires de recherches en sciences et technologies, Université de
Strasbourg. Il est mené en collaboration avec le GSPR, EHESS.
Le projet a débuté en janvier 2008 pour une durée de 45 mois.
Il a bénéficié d’un financement ANR de 200 k€ pour un budget
global de 5083 k€.

Résultats majeurs

Les résultats obtenus permettent : d’apporter plusieurs éclairages
sur le fonctionnement de I'expertise et la décision publique, utiles
a tous les acteurs intéressées par les problemes sanitaires environ-
nementaux présentant un fort degré d’incertitude ; de renforcer des
travaux frangais en sciences sociales sur la thématique santé-envi-
ronnement et leur donner une visibilité internationale ; et de mettre a
disposition des corpus et des bases de données pour la poursuite
de recherches collaboratives sur un ensemble de problématiques.

Production scientifique et brevets

Les résultats obtenus ont fait I'objet d’une vingtaine publications
nationales et internationales. Le programme s’est aussi traduit par
une conférence internationale qui a réuni une quarantaine de spé-
cialistes européens, nord-américains et asiatiques. Ce programme
a ainsi permis de mettre en place des collaborations avec plusieurs
collegues, collaborations qui se débouchent notamment sur deux
ouvrages en anglais a paraitre en 2012. Pour rendre ces résultats
disponibles et mobilisables par des experts et des institutions de
régulation en France, un ouvrage en frangais est en préparation.



Une exposition aux ondes millimét

induire un stress cellulaire ?

Les ondes millimétriques émergent en
communication sans fil

Les systemes de communication sans fil se sont considérablement
développés durant la derniére décennie. En raison de la saturation
de la partie basse du spectre micro-ondes et des besoins croissants
en transmission haut débit, de multiples applications grand public
émergent en milimétrique. En particulier, les fréquences situées
au voisinage de 60 GHz sont particulierement bien adaptées aux
communications tres haut débit a courte portée en environnement
domestique et professionnel. Ces rayonnements étant absents de
notre environnement naturel en raison de la forte absorption créée
par I'oxygéne atmosphérique, les organismes vivants n’y ont encore
jamais été exposés. Les ondes milimétriques pourraient donc avoir
des conséquences imprévues sur la population et la connaissance
de l'impact possible de ces ondes sur la santé est donc de la plus
haute importance.

Analyse du stress cellulaire

Un dispositif d’exposition de cellules humaines en culture a été crée
au laboratoire. De la dosimétrie numérique et des mesures physiques
ont ensuite été réalisées afin de caractériser ce systeme d’exposi-
tion. Nous avons ensuite regardé si une exposition aux ondes milli-
métriques peut induire un stress cellulaire. Plusieurs types de stress
(thermique, oxydatif, réticulaire, ...) ont d’abord été examinés lors
d’expériences préliminaires, puis nous avons concentré nos efforts
sur le stress du réticulum, qui correspond a un stress cellulaire par-
ticulierement sensible aux conditions environnementales et impliqué
dans de nombreuses maladies. Nous avons analysé I'impact des
caractéristiques physiques des ondes (notamment la fréquence
et la puissance jusqu’a 5 mW/cm2) sur les cellules. Nos résultats
montrent clairement que les ondes millimétriques de faibles puis-
sances, n'induisent pas de stress cellulaire. Nous avons complété
notre étude par une approche a haut débit sur des cultures primaires
de kératinocytes humains. En utilisant des puces a ADN, nous avons
recherché a I'échelle du génome entier, I'existence de genes sen-
sibles a I'exposition aux ondes. Notre analyse a mis en évidence 5
génes candidats qui sont différentiellement exprimés en cas d’expo-
sition. Parmi ces genes, 2 sont impliqués dans la réponse immuni-
taire ou dans la perception sensorielle, ce qui pourrait étre en relation
avec les effets potentiels de ces ondes millimétriques en thérapie.

Contaminants et environnements :
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Stress cellulaire 7

HIMWR est un projet de recherche fondamentale coordonné
par I'équipe « Homéostasie intracellulaire des protéines » de
'UMR CNRS 6026, a I'Université de Rennes 1. Il associait aussi
le groupe « Antennes et Hyperfréquences » de I'Institut d’Elec-
tronique et des Télécommunications de Rennes (IETR, UMR
CNRS 6164), de I'Université de Rennes 1. Ce projet a commen-
cé en décembre 2006 pour une durée de 43 mois. Ce projet a
bénéficié d’un financement ANR de 196 k€ pour un colt global
de 'ordre de 632 k€.

Résultats majeurs

La conclusion majeure de ce projet est que dans la limite de faibles
puissances ne générant pas d’effets thermiques, I'exposition a des
ondes millimétriques n’induit pas de stress cellulaire, notamment de
stress du réticulum. L'analyse par puces a ADN montre qu’a court
terme, I'impact des ondes millimétriques sur I'expression génétique
est trés limité. Seuls 5 génes sur 26 300 ont été trouvés comme
ayant une expression modifiée apres 6 h d’exposition, avec un retour
a la normal apres 24h. Les résultats obtenus dans cette étude sont
donc rassurants quant a I'utilisation des ondes millimétriques en télé-
communication sans fil.

Production scientifique et brevets

Dans le cadre de ce projet, 5 publications dans des journaux inter-
nationaux a comité de lecture et 9 présentations dans des congres
internationaux ont été réalisées. Plusieurs communications dans des
collogues nationaux ou locaux ont également été données, ainsi que
des séminaires grand-public sur le theme des interactions ondes/
matiere vivante. De plus, nos travaux ont été largement cités dans
le rapport d’expertise collective de I'AFSSET sur I'Evaluation des
risques sanitaires liés a I'utilisation du scanner corporel a ondes mil-
limétriques (Février 2010). Une these ayant obtenue le prix 2010 de
I'Université Européenne de Bretagne au titre de I'interdisciplinarité a
été soutenue dans le cadre de ce projet
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Les faibles doses de radiations ionisantes alterent

3 peav humaine

Réponses de la peau humaine aux
rayonnements ionisants de faibles doses

Les faibles doses de radiations ionisantes constituent les modes
d’exposition des populations humaines les plus fréquents. Il s’agit
de rayonnements d’origine naturelle ou liés a des activités humaines,
industrielles ou médicales. Leurs effets a faibles doses sont tres mal
connus et leurimpact sur la santé publique est un objet de controverses
quant a leur nocivité, le risque majeur étant la survenue de cancers.
Le projet LODORA vise a caractériser la réponse de la peau humaine,
premier organe cible des rayonnements ionisants, en évaluant la toxi-
cité d’expositions a de faibles doses et les conséquences fonction-
nelles sur la reconstitution de la peau. Un autre objectif est d’identifier
de nouveaux bio-marqueurs ou des signatures moléculaires, néces-
saires a une évaluation rapide des doses regues en cas d’exposition
accidentelle ou pour raison médicale. Le projet permettra d’apporter
de nouveaux éléments sur I'estimation du risque lié a une exposition a
de faibles doses de rayonnements ionisants. Ces résultats pourraient
étre exploités par des agences gouvernementales responsables de la
sQreté nucléaire pour mieux adapter la politique de la radioprotection.

Radiosensibilité de la peau humaine et
signature moléculaire des rayonnements
ionisants

Dans ce projet, I'équipe a utilisé des tests de viabilité cellulaire afin de
montrer I'effet toxique a long-terme des rayonnements ionisants sur
des cellules de la peau humaine en culture et sur différents modeles
de peau reconstruite in vitro. De plus, des techniques de coloration
des différentes structures de la peau ont été employées pour visuali-
ser les effets des rayonnements sur la morphologie du tissu cutané.
Un autre effet délétere des rayonnements ionisants est I'induction de
cassures de I’ADN qui peuvent participer au processus de cancéro-
génese. Ces dommages ont été évalués par des méthodes d’image-
rie cellulaire permettant d’une part, de quantifier 'ensemble des cas-
sures par le test des comeétes et d’autre part, de visualiser certaines
cassures spécifiques par le test des foyers nucléaires. L utilisation
de techniques d’analyse globale d’expression du génome nous ont
permis, d’une part d’identifier les nouveaux biomarqueurs d’exposi-
tion, et d’autre part de mieux comprendre quels sont les mécanismes
moléculaires mis en ceuvre dans les cellules irradiées.

LODORA 1. Toxicité

LODORA étudie la réponse des cellules de la peau aux rayonnements
jonisants de faibles doses

LODORA est un projet de recherche fondamentale coordonné
par le CEA de Grenoble (INAC/SCIB). Il associe aussi d’autres la-
boratoires publics : Université de Lyon (CGMC), les hospices civils
de Lyon et le CEA d’Evry (LGRK). Le projet a commenceé en dé-
cembre 2008 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’un finan-
cement ANR de 340 k€ pour un colt global de I'ordre de 1,9 ME.

Résultats majeurs

Le premier résultat marquant de LODORA est la démonstration de
I'effet nocif des rayonnements ionisants de faibles doses sur des
modeéles de peaux reconstruites trés proches de la peau humaine
qui voient I'épaisseur de leur épithélium diminuer et leur processus
de différenciation perturbé. De plus, LODORA a permis de montrer
qu’un facteur de croissance, le FGF2, permet aux cellules de la peau
de mieux réparer les cassures radio-induites de ’ADN. En consé-
quence, le FGF2 peut étre proposé comme nouveau radio-protec-
teur cutané.

Production scientifique et brevets

Le bilan de la production scientifique de LODORA est riche avec plus
de 7 articles dans des Revues a comité de lecture international (stem
cells, mutation research, Int J Radiat Biol...), plus de 20 conférences
invitées, 1 brevet international est en cours.



Traumatisme sonore aigu :
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y-3-t-il intérét 3 associer les thérapies ?

Les agents préventifs ou curatifs du trama
sonore sont d’efficacité limitée

Les handicaps auditifs (surdités et acouphenes) induits par trauma
sonore constituent un probleme important de santé publique. Une
étude du ministere de I'emploi indique qu’environ 7 % des francais
sont exposés a des niveaux sonores potentiellement dangereux dans
leur travail. Chez les militaires exposés a des bruits d’arme, les trau-
mas sonores représentent une part importante des problemes de
santé. En conditions de loisir des écoutes de musique a fort niveau
sont de plus en plus fréquentes (baladeurs, discotheque ...) et ex-
posent aussi a des risques auditifs.

Or les traumas sonores détruisent les cellules de I'oreille et comme
celles-ci ne se régénerent pas le handicap auditif est ainsi irréver-
sible. Au cours de la derniere décennie on a identifié divers nouveaux
meédicaments présentant une efficacité partielle, en prévention ou en
traitement rapide aprés trauma sonore. L objectif de ces études est
d’évaluer les effets éventuellement additifs de divers de ces agents
partiellement protecteurs.

Les études animales
sont une premiére étape obligée

Ces études sont réalisées par des expérimentations chez des ani-
maux (cobayes) dont I'oreille est biologiquement similaire a celle de
I’'homme. Les études comparent des traumas induits par bruit conti-
nu et des traumas induits par bruit d’arme. Les évaluations physio-
logiques des dégats induits par trauma sont réalisées par enregistre-
ments électrophysiologiques de I'oreille combinés a des observations
anatomiques des cellules sensorielles de I'oreille.

Il s’agit d’une premiere évaluation nécessaire avant éventuellement
d’envisager des applications chez ’'homme.
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Images en microscopie électronique a balayage : en A, cellules normalement
présentes avec en C, leurs touffes de cils, en B, cellules partiellement
dégénérées avec en D, leurs touffes de cils endommagées

Noise-Addprotect est un projet de recherche fondamen-
tale a visée clinique coordonné par I'Institut National de la
Santé et de la Recherche médicale. Il associe un laboratoire
du CNRS a Marseille a un laboratoire du Service de Santé
des Armées a Grenoble. Le projet a commencé en mars
2010 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un finance-
ment ANR de 90 k€ pour un codt global de I'ordre de 150 k€.

Résultats majeurs

Un trauma sonore peut souvent affecter une oreille en affectant pas
ou peu l'autre oreille. Ainsi chez 'homme une surdité débutante
aprés exposition a des niveaux sonores excessifs peut facilement
passer inapercue, il faut toujours faire attention a son audition pour
chaque oreille.

Quelques combinaisons de meédicaments montrent une efficacité
nette alors que chaque médicament seul parait peu efficace. Les
études doivent étre poursuivies pour évaluer les meilleures combi-
naisons médicamenteuses. Il n'y a pas actuellement de traitement
totalement efficace.

Déc. 2012
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Contaminants chimiques

Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

BIMUCE

CANTO

CONTREPERF

DIPERPHA

HEMIBREAKS

HERBITOX

MACHLOMA

MELODIEREVE

NEED

NEUROPEST

NISTEC

PERICLES

PERINATOX

PHARMECO

SYSBIOX

Etude génétique des mécanismes d’action du
Bisphenol A (BPA) dans le systeme nerveux central
male. Caractérisation comportementale
neuroanatomique et neuroendocrine des effets induits
par une exposition périnatale versus adulte a de
faibles doses de BPA

Intégration de méthodes d'analyse décisionnelle
et de chimie prédictive pour I'évaluation de la toxicité

Contaminants émergents perfluorés : contribution
a |'évaluation de I'exposition de ’lhomme et de sa
descendance, a I'étude de leur métabolisme et a la
caractérisation de leur impact toxicologique

Dynamique et Impact des perturbateurs
endocriniens et des composés pharmaceutiques
issus des élevages agricoles

Métaux lourds et cassures de I'ADN

Herbicide et neurotoxicité : impact de I'ingestion
chronique de glufosinate d‘ammonium sur le
fonctionnement du cerveau

Mécanismes d’accumulation, d’élimination et de
perturbations des systémes nerveux et endocriniens
induits par I'exposition de macrobrachium rosenbergii
a la chlordécone dans les Antilles francaises

Métaux Lourds, désordres Immunitaires
écotoxicologie intestinale & (bio)-remédiation in vivo:
évaluation des impacts et traitements potentiels

Effets neuroendocrines de perturbateurs endocriniens,
xénoestrogenes et dioxines, sur les circuits centraux
de contréle de la reproduction, notamment les sys-
temes a GnRH

Xénobiotiques, perturbation endocrinienne et
neurotoxicité : impact de I'exposition chronique aux
pesticides sur la reproduction, le développement et
le fonctionnement du systeme nerveux central d'un
modéle mammifere

Nouvelles stratégies in vitro pour I'évaluation de la
cytotoxicité et la génotoxicité des contaminants de
I'environnement

Expositions a des mélanges de substances actives et
possibles effets combinés sur des cellules humaines

Effets précoces du Bisphénol A sur le développement
de la barriere intestinale et la programmation méta-
bolique du foie et du tissu adipeux : conséquences a
long terme pour I'adulte

Les médicaments contaminants environnementaux :
existe-t-il un risque de toxicité pour le foie normal ou
obése?

Développement d’une approche in vitro/in silico « la
métabolomique-sur-biopuce »

Effets de I'exposition au bisphénol A sur le systeme
nerveux central de souris

Simuler I'évaluation toxicologique des substances
chimiques pour la chimie verte

Une contribution interdisciplinaire a I’évaluation
du risque lié aux contaminants chimiques perfluorés

Les perturbateurs endocriniens
et les antibiotiques dans le lisier porcin

Quand les métaux cassent ’ADN

Des herbicides dans notre environnement :
impacts sur le cerveau

Evaluation écotoxicologique de la chlordécone
sur un crustacé modele d'eau douce

Comprendre et traiter I'empreinte toxique
des polluants dans les pathologies intestinales

Plastiques, pesticides et autres :
quels dangers pour notre cerveau ?

Exposition périnatale aux pesticides :
impact sur le cerveau et la reproduction

Nouvelles stratégies in vitro pour étudier la toxicité
hépatique des contaminants chimiques

Etudes des effets cocktails chez I’'homme
de I'exposition alimentaire aux pesticides

Perturbateurs endocriniens et développement :
une question de santé publique

Les résidus médicamenteux contaminant les milieux
aquatiques : quels risques pour le foie ?

Une approche in vitro/in silico
pour prédire la toxicité de xénobiotiques
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Effets de U'exposition au bisphénol A sur le systeme

nerveux central de souris

Expositions précoce et tardive au bisphénol A :
Effets et mécanismes d’action dans le systéeme
nerveux central de souris méale

La contamination par le bisphénol A (BPA) concerne une majeure
partie de la population dans les pays industrialisés. Le bisphénol A
est un monomeére massivement produit et utilisé dans la fabrication
d’une trés grande variété de contenants alimentaires.

Le systéeme nerveux central méle est tres sensible aux hormones
sexuelles (testostérone) autour de la naissance (période périnatale) et
a I'age adulte. La testostérone, en effet, joue un réle important dans
la différenciation sexuelle périnatale et I'activation adulte de compor-
tements liés a la reproduction (accouplement, choix du partenaire...).
Elle influence également I'état d’anxiété, la mémoire spatiale ...

Le but de cette étude est de : déterminer si I'exposition périnatale
(précoce) ou adulte (tardive) au BPA interfere avec la régulation cen-
trale des comportements et des réponses neuroendocrines males
par la testostérone ; comprendre les mécanismes d’action in vivo
du BPA.

Etude génétique des mécanismes d’action
du BPA dans le systeme nerveux central
male. Caractérisation comportementale,
neuroendocrine et neuroanatomique

Cette étude a consisté en une large caractérisation comportemen-
tale, neuroanatomique et neuroendocrine des effets de I’'exposition
périnatale versus adulte au BPA sur le systeme nerveux central de
souris. Elle consiste également a disséquer les mécanismes d’action
du BPA, encore méconnus a ce jour, dans les réponses comporte-
mentales et neuroendocrines ol un effet a été observé. Pour cela,
nous utilisons des modeles de lignées de souris ou les cibles poten-
tielles du BPA (récepteurs des androgenes et des oestrogenes) ont
été invalidées de maniere sélective dans le systeme nerveux.
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Sites potentiels d’action du BPA dans les voies de signalisation activées
par la testostérone dans le cerveau

Ce projet de recherche fondamentale a été coordonné par le
CNRS UMR 7224, Université P. & M. Curie et associait le CNRS,
'INRA I' Université de Tours et I'Université P. & M. Curie. Il a
démarré en 2009 pour une durée de 36 mois et bénéficié d’un
financement ANR de 565 k€ pour un budget total de 1,8 M€.

Résultats majeurs

Les résultats obtenus auront un double impact : sur la connaissance
des fonctions centrales altérées par I'exposition précoce versus tar-
dive au BPA. Il est possible que le BPA n’altere pas de la méme fagon
une méme fonction cérébrale en fonction de la période d’exposition ;
et sur la compréhension des mécanismes d’action du BPA encore
méconnus a ce jour. Selon que le BPA agisse directement sur les
récepteurs des estrogenes ou des androgenes, ou encore en amont
de ces récepteurs, en altérant leur niveau d’expression, I'effet pertur-
bateur peut étre différent.

Production scientifique et brevets

L"équipe a validé I'utilisation de la lignée de souris invalidée pour le
récepteur des androgénes dans le systéme nerveux sur le fond géné-
tique C57BL/6 et une publication a été soumise. Un premier papier
commun sur les effets précoces versus tardifs de I'exposition au BPA
sur les comportements males est en cours de finalisation par les par-
tenaires (Picot Marie et al.).
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Simuler U'évaluation toxicologique des substances

chimiques pour la chimie verte

Les stratégies de tests intégrés dans le
réglement REACH

Dans le cadre du réglement européen REACH (Enregistrement,
évaluation et autorisation des produits chimiques), il est prévu que
des méthodes toxicologiques alternatives a I'expérimentation ani-
male soient utilisées pour évaluer la toxicité chimique. Cette exi-
gence est motivée par le fait que I'expérimentation animale pose
des problemes éthiques et économiques. A titre d’exemple, une
étude de cancérogénése chez la souris colte environ un million
de dollars. Il est également prévu que la mise en pratique de ces
méthodes alternatives soit réalisée au sein de stratégies de tests
intégrés (STI) composées par une suite de tests toxicologiques,
réalisés I'un aprés I'autre de facon rationnelle, avec pour objectif de
minimiser le recours a I'expérimentation animale. Cette réduction
du nombre d’animaux en expérimentation est rendue possible par
les outils toxicologiques in vitro et par les modéles QSAR qui per-
mettent de prédire le danger toxicologique en fonction de la struc-
ture moléculaire. Pour aider I'élaboration des STI, le projet CANTO
a développé une boite a outils informatisée qui permet de prédire
les résultats générés par des tests toxicologiques pour la térato-
génese (développement de malformations chez les nouveaux nés).

Elaboration de stratégies optimales de test en
toxicologie grace a la modélisation QSAR et
aux simulations Monte Carlo

Dans la méthodologie développée par le projet, la simulation sta-
tistique des STI nécessite la quantification de la performance d’une
série de test toxicologiques in vitro par rapport a un test de référence
in vivo et d’'une prédiction QSAR de la probabilité a priori pour une
molécule d’étre tératogene. Grace a ces deux informations, il est
possible d’estimer le colt éthique et monétaire associé aux STI.
La contribution la plus originale du projet CANTO est la prise en
compte des spécificités de la structure moléculaire de la subs-
tance investiguée pour optimiser la sélection d’une STI. Pour per-
mettre cette approche, le projet CANTO a mis au point une nou-
velle méthodologie QSAR qui permet de prédire la toxicité d’une
substance chimique sous forme de probabilité. Dans le contexte de
cette méthode, la certitude prédictive est décrite par des fonctions
Gaussiennes centrées sur chaque substance du jeu d’apprentis-
sage. La somme des Gaussiens correspondant aux coordonnées
de la molécule a toxicité inconnue donne la prédiction de toxicité
pour cette substance ainsi que I'incertitude sur cette prédiction.

Tests toxicologiques
In vitro dont la
performance a été =
évaluée par rapport &
des tests de

référence in vivo

Simuler tous les tests et
évaluer 3 chaque étape e
taux de faux positifs et
niégatifs

La boite a outils informatisée du projet CANTO permet d’estimer le taux de
faux positifs et négatifs d’une suite de tests toxicologiques grace au couplage
entre modélisation QSAR et simulations Monte Carlo

CANTO est un projet de recherche industrielle coordonnée par
I'Institut National de I'Environnement Industriel et des Risques
en collaboration avec la PME de services informatiques et
scientifiques Scienomics. Le projet a commenceé en décembre
2007 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR de 479 k€ pour un colt global de I'ordre de 900 k€.

Résultats majeurs

Le projet CANTO a permis d’adresser deux des besoins récurrents
dans le domaine de la toxicologie prédictive : I'évaluation de I'incer-
titude liée aux prédictions QSAR et la prédiction de la performance
d’une batterie de tests en fonction uniquement de la structure molé-
culaire de la substance étudiée. Pour ces deux besoins, il propose
des solutions qui permettent de prédire la performance de plusieurs
STl et leurs colits monétaires et éthiques. Son périmetre d’applica-
tion peut étre étendu a des substances en cours de développement
afin d’en prédire la toxicité.

Production scientifique et brevets

Le travail a donné lieu a deux articles scientifiques dans des revues
de rang A et a une présentation a un congres international. Ce projet
a en outre permis d’intégrer des avancées méthodologiques dans le
domaine de la toxicologie prédictive in silico avec des outils informa-
tiques d’avant-garde au sein de la plateforme informatisée MAPS de
Scienomics.
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Une contribution interdisciplinaire a l’évaluation
du risque lié aux contaminants chimiques perfluorés

Mieux connaitre I’exposition des
consommateurs Francais aux composés
perfluorés (PFCs) et le danger associé

Les PFCs sont des substances chimiques synthétiques produites et
utilisées pour exploiter leur propriétés a la fois lipophobes et hydro-
phobes a travers des matériaux antiadhésifs ou de type surfactant.
Les consommateurs des pays industrialisés sont aujourd’hui en
contact avec ces composés dans leur vie quotidienne a travers un
grand nombre de produits manufacturés. En parallele, comme beau-
coup d’autres polluants chimiques d’origine anthropique, les PFCs
peuvent étre relargués dans I'environnement a chaque étape de leur
cycle de vie, et retrouvés dans la chaine alimentaire. L’exposition ali-
mentaire, notamment via des denrées particulierement vectrices de
résidus et contaminants chimiques telles que le poisson, représente
dés lors une voie majeure d’exposition aux PFCs, en particulier pour
certaines catégories de population (forts consommateurs de pois-
son). Les PFCs sont également considérés comme des perturba-
teurs endocriniens. Dans ce cas, la problématique n’est pas reliée a
des aspects de toxicité aiglie, mais plutdt a des questions d’exposi-
tion chronique a faibles doses, posant dés lors la question du trans-
fert potentiel des PFCs de la mére au foetus (via le sang du cordon)
et/ou au nourrisson (via le lait maternel).

Combiner au plan méthodologique les
approches physico-chimiques et biologiques

Ce projet repose sur les compétences et ressources complémentaires
de plusieurs équipes spécialistes respectivement de I'évaluation de
I'exposition de I'Homme aux dangers chimiques, du métabolisme des
xénobiotiques et de la toxicologie alimentaire, des interactions ligands-
récepteurs nucléaires, de I'évaluation du risque, et du monde clinique.
["évaluation de I'exposition alimentaire (dose externe) et de I'impré-
gnation (dose interne) des sous-populations étudiées sera basée sur
la mesure des composeés cibles par spectrométrie de masse, dans un
ensemble de prélevements biologiques (poisson, serum et lait mater-
nel humain). Les produits de biotransformation de deux principaux
représentants de cette famille de polluants (PFOS et PFOA) feront
I'objet d’études de métabolisme basées sur le suivi de composés
radiomarqués dans plusieurs systemes in vitro. Leur impact global
en termes de perturbations métaboliques sera caractérisé via des
approches de profilage de type métabolomique par résonance ma-
gnétique nucléaire et spectrométrie de masse. Leur caractere géno-
totoxique, et leur capacité d’interaction avec les principaux récepteurs
nucléaires, seront évalués via des techniques de biologie moléculaire.
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CONTREPERF associe les laboratoires suivants : LABERCA,
Oniris, Nantes ; UMR 1331 Toxalim, INRA, Toulouse ; U896 IN-
SERM, Montpellier ; DERN, ANSES, Paris ; Service de gynéco-
logie-obstétrique, CHU Paule de Viguier, Toulouse. Il a bénéficié
d’unfinancement ANR de 400 k€ pour un budget total de 1,1 ME€.

Résultats majeurs

La premiere année du projet a été essentiellement consacrée a la
mise en place des outils, méthodes, et procédures nécessaires a la
conduite des différentes phases de I'étude. Un premier ensemble de
données a toutefois déja été généré pour certaines de ces phases,
notamment en ce qui concerne la caractérisation de I'exposition
alimentaire via les produits de la mer. S’agissant du volet Humain,
une soixantaine de volontaires ont déja été inclus dans I'étude. Les
premiéres données relatives a la caractérisation du danger (métabo-
lisme, métabolomique et toxicologie) sont quant a elles attendues
pour le second semestre 2012,

Production scientifique et brevets

A ce jour, 2 articles ont été publiés : Riu et al., Environ. Health Pers-
pect. 2011, Sep;119(9):1227-32 et Riu et al., Toxicol. Sci. 2011
Aug;122(2):372-82.
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Les perturbateurs endocriniens

et les antibiotiques dans le lisier porcin

Quel est le devenir et I'impact des hormones et
des antibiotiques contenus dans le lisier ?

Le lisier porcin est une source avérée de contaminants tels que
les hormones et les antibiotiques pour I'environnement. Les hor-
mones sont naturellement produites par les animaux et excré-
tées dans les urines et les feces. Dans les exploitations porcines,
différents composés antibiotiques sont régulierement utilisés afin
d’améliorer I'état sanitaire des animaux. Ainsi, hormones et anti-
biotiques se retrouvent dans les déjections animales qui sont tra-
ditionnellement utilisées en agriculture comme fertilisant. A travers
I’épandage du lisier, les hormones et les antibiotiques sont disper-
sés dans les sols et peuvent contaminer notre environnement. Les
hormones peuvent induire des perturbations endocrines chez les
organismes exposés alors que les antibiotiques sont responsables
des phénomenes d’antibiorésistance. Ce projet s’est focalisé sur
I’étude du devenir des hormones et des activités endocrines asso-
ciées, ainsi que des antibiotiques et des bactéries résistantes aux
antibiotiques dans des systemes de gestion des lisiers porcins, a
échelle réelle ou de laboratoire, en conditions anaérobies ou aéro-
bies. Egalement, nous nous sommes intéressés au devenir des
antibiotiques dans les sols et a leur impact sur la microflore du sol.

Analyse des hormones et des antibiotiques
dans le lisier et technologies étudiées pour
améliorer leur élimination

Dans cette étude, il a été nécessaire de développer des méthodolo-
gies pour I'analyse chimique des hormones, des antibiotiques et du
suivi de I'antibiorésistance dans le lisier. Des méthodologies pour le
conditionnement des échantillons ainsi que pour I'analyse des hor-
mones et des antibiotiques dans les phases dissoutes et solides du
lisier ont été développées. Afin d’évaluer I'impact perturbateur endo-
crinien des hormones, I'équipe a utilisé des modeles cellulaires. Pour
connaitre le devenir des hormones, des activités endocrines et des
antibiotiques dans les systemes actuels de gestion du lisier, elle a
analysé des échantillons issus des systemes réels de stockage et de
traitement du lisier. L'antibiorésistance a été évaluée dans les mémes
échantillons en utilisant comme témoin du lisier d’animaux non — ex-
posés aux antibiotiques. Afin d’identifier les principaux parametres
qui déterminent la dégradation des hormones et des antibiotiques,
des réacteurs controlés ont été mis en ceuvre sous conditions aéro-
bie/anoxique, anaérobie mésophile ou thermophile, et par couplage
des deux conditions. D’autre part, des mesocosmes controlés ont
été utilisés pour I'étude du devenir et impact des antibiotiques dans
les sols.

Schéma global des filiéres de gestion des effluents porcins étudiées

DIPERPHA est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par I'INRA. Il associe aussi 'INSERM de Montpellier, le
CNRS-Université de Bordeaux 1, le Cemagref de Rennes, et
I'INRA de Versailles. Le projet a commencé en novembre 2007
pour une durée de 42 mois. Il a bénéficié d’un financement ANR
de 300 k€ pour un colt global de I'ordre de 1,2 M€.

Résultats majeurs

Cette étude a permis de mettre en évidence que les hormones sont
principalement contenues dans la fraction solide du lisier ou la pré-
sence d’autres composés cestrogéniques a été également décelée.
Une forte perturbation endocrinienne via I'activation du récepteur aux
estrogenes (ER) et dioxin-like (AhR) a été également détectée. Dix-
huit antibiotiques ont été détectés dans le lisier ; sept d’entre eux ont
été détectés dans plus de 50 % des échantillons analysés. La pré-
sence et la persistance d’entérobactéries potentiellement résistantes
a la tétracycline a été détectée dans la plupart des lisiers étudiés.
Dans les systemes de traitement sous conditions réelles ou au labo-
ratoire, les conditions aérobies sont plus efficaces pour éliminer les
hormones, les antibiotiques, les activités cestrogéniques et « dioxin-
like » associées.

Les antibiotiques présentent peu d’effet sur les champignons et bac-
téries du sol. L'antibiotique ciprofloxacine est fortement retenu dans
les sols ou il est faiblement dégradé.

Production scientifique et brevets

Le projet Diperpha a donné lieu a 5 publications scientifiques (pu-
bliées ou soumises) dans des journaux de rang A. Six autres publi-
cations sont en cours de préparation. Le projet a également donné
lieu a 12 communications dans des conférences nationales et inter-
nationales.

Les résultats du projet ont recu le Prix des techniques Innovantes
pour I'Environnement 2010, prix décerné par I’Ademe-Pollutec.
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HEMI-BREAKS

Toxicité et carcinogénicité des métaux lourds :
importance des cassures double-brin de ’ADN

Il 'est clair aujourd’hui que les cassures double-brin de I’ADN (CDB)
sont des événements-clés de la réponse au stress : les CDB non-
réparées sont liées a la mort cellulaire et la toxicité et les CDB mal-
réparées a I'instabilité génomique et de I'initiation de cancer. La bio-
logie des radiations a considérablement évolué ces dernieres années
grace a I'étude des CDB radioinduites. Comme la contamination a
certains métaux entraine des phénomenes de toxicité et augmente
le risque de cancer, le projet HEavy Metal-Induced Breaks propose
de recenser les métaux cassant '’ADN, d’évaluer la réponse biolo-
gique des cassures métallo-induites et de vérifier leur adéquation
avec les données épidémiologiques de toxicité et de carcinogénicité
des contaminations métalliques. Cing équipes (INSERM, CEA, Insti-
tut Curie, IRSN et CNRS) ont tenté de répondre a ces questions a
travers leur expertise en chimie, en réparation de I’ADN, en cytogé-
nétique et en éco-toxicologie. Au vu des résultats, les CDB s’averent
bien responsables de la toxicité et de la carcinogénicité des métaux
et une unité d’échelle de risque constitue le principal livrable de notre
projet.

Des événements chimiques précoces autour de
I’ADN a I'impact sur I’environnement

originalité de ce projet est d’avoir réalisé une étude transversale
du sujet en analysant les phénomeénes induits par la présence des
métaux sur les cellules tant au niveau chimique (radicaux libres),
moléculaire (dommages de I'’ADN), cytogénétique (dommages
chromosomiques), sur des cellules humaines (fibroblastes de peau,
lymphocytes) comme sur des poissons (zebra fish). En particulier, la
technique d’'immunofluorescence est en train de révolutionner notre
compréhension de la réponse au stress génotoxique en permettant
la détection de chaque CDB dans chaque noyau cellulaire. Cette
technique appliquée aux différents modeles a permis de montrer que
non seulement la présence de Cu, Fe, Zn, Al, Pb, Cr et Cd produit
chimiquement des cassures dans ’ADN mais peuvent influer sur la
fagon dont ces cassures sont réparées. Suivant le type cellulaire, le
statut génétique, on a donc une proportion différente de CDB non-
ou mal-réparées conditionnant ainsi spécifiquement le risque toxique
et carcinogene.
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Photo d’immunofluorescence représentative d’une cellule humaine
contaminée avec une faible concentration de métal (ici le plomb a 1 uM).
Les points lumineux sont des sites de cassures. La quantification et le suivi
dans le temps de ces cassures permet d’en déterminer les conséquences
biologiques en terme de risque toxique ou cancérogene

HEMI-BREAKS est un projet de recherche fondamentale qui
associe 5 équipes : Lrad/CEA de Saclay, U836 Inserm de Gre-
noble, U610 Inserm de I'Institut Curie-Orsay, LRO/CEA de Fon-
tenay-aux-Roses et SECRE/IRSN de Cadarache. Le projet a dé-
buté en décembre 2008 pour une durée de 24 mois. Il a bénéficié
d’un financement ANR de 350 k€ pour un budget total de 2 ME€.

Résultats majeurs

Pour la premiere fois, une explication moléculaire cohérente des
effets toxiques et carcinogenes de contaminations aux métaux est
avancée : la présence de molécules métalliques stimule la produc-
tion de radicaux libres qui induisent soit des CDB par fixation directe
soit indirectement par des réactions en chaine. Si le métal est fixé
sur ’ADN il empéche la bonne réparation des CDB et peut favoriser
une mauvaise réparation. Si le métal se fixe sur les protéines (cas du
cadmium), il agira a travers la signalisation et pourra également influer
sur la réponse finale au stress.

Production scientifique et brevets

Nos données sur les CDB non- ou mal-réparées nous conduisent
a proposer une nouvelle unité de risque appelée chemo-Sievert, a
I'image du systeme de radioprotection. Cing publications concernant
le Pb, le Cd et 'ensemble des métaux ont été acceptées. L étude doit
se poursuivre car nos données sur 'Al et le Cu ont des implications
pour les maladies d’Alzeihmer et de Parkinson.

Déc. 2012

1S5



Déc. 2012

cahier de 'ANR

Contaminants et environnements :
constater, diffuser, décider

Des herbicides dans notre environnement :

lmpacts sur le cerveau

Evaluer les effets d’une exposition
chronique a faible dose a un herbicide sur le
fonctionnement du systéme nerveux central

’activité économique a conduit & une utilisation massive de pro-
duits phytosanitaires pour améliorer les rendements agricoles. Les
effets de ces produits sur la santé animale et humaine préoccupent
le consommateur. Un rapport de la Direction Générale de la Santé
et de la Consommation de la Commission Européenne (2008) in-
dique qu’en France 48 % des fruits et légumes sont contaminés.
De plus, l'autorisation de cultiver des plantes transgéniques résis-
tantes aux herbicides ou aux insecticides risque d’accroitre encore
ce chiffre. En dépit de I'omniprésence des herbicides dans I'envi-
ronnement, leur impact sur la santé reste difficile a mesurer. Le
projet HERBITOX a pour objectif d’étudier les effets neurotoxiques
du composé actif d'un herbicide a large spectre : le glufosinate
d’ammonium (GLA). Le GLA a pour cible une enzyme des plantes,
la glutamine synthétase, dont linactivation tue la plante. Cette
enzyme est également présente chez les mammiferes notamment
au niveau du systeme nerveux central et intervient dans le métabo-
lisme cérébral. Il est alors indispensable d’évaluer précisément les
parametres toxicologiques du GLA lors d’une exposition chronique
a faible dose et d’estimer le risque neurotoxique pour I’homme.

Une approche multidisciplinaire associant
chimie, neurobiologie et biophysique

La premiere étape de ce projet a consisté a obtenir par synthese
chimique les molécules nécessaires. Du GLA purifié a ainsi été pro-
duit. L'équipe a alors déterminé les effets neurotoxiques chez des
souris d’un traitement chronique a faibles doses de plusieurs se-
maines au GLA en utilisant des tests comportementaux. L'équipe
a recherché si le traitement chronique induisait des modifications de
structure du tissu cérébral par Imagerie par Résonance Magnétique
(IRM). Comme le GLA est un inhibiteur de la glutamine synthétase,
I’hypothése que le cycle GABA-glutamate-glutamine est perturbé a
été émise. Pour vérifier ce point, le métabolisme cérébral a été étudié
par Spectroscopie par Résonance Magnétique permettant de quan-
tifier le glutamate, le GABA et la glutamine in vivo, et par des mesures
ex-vivo de I'activité enzymatique de la glutamine synthétase. Lors
d’une étude histologique, I'équipe a recherché si ce traitement in-
duisait une mort neuronale et/ou une astrogliose qui est considérée
comme un marqueur précoce d’une neurotoxicité. En parallele, une
étude électrophysiologique a été réalisée afin de déterminer sile GLA
induit une modification de I'activité neuronale qui serait responsable
des effets observés.

L'administration de GLA entraine chez la souris des modifications de la
morphologie et du fonctionnement des cellules du cerveau caractérisée par un
astrogliose (changements morphologiques des astrocytes,

d’activités enzymatiques, augmentation de I'expression de la GFAP).

Il a pu aussi étre observé des modifications de I'organisation cérébrale.

Coupe de cerveau (région de I'amygdale) chez un animal témoin (a) et chez un
animal traité au GLA. Immunocoloration (en vert) de la protéine GFAP dans les
astrocytes. Barre d’échelle = 20 um

HERBITOX est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par le laboratoire de Neurobiologie de [I'Université
d’Orléans. Il associe aussi le Centre de Biophysique Molécu-
laire du CNRS d’Orléans et le laboratoire Synthese et étude
de Systemes a Intérét Biologique de I'Université Blaise Pascal
de Clermont-Ferrand. Le projet a commencé en décembre
2006 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR de 150 k€ pour un colt global de I'ordre de 663 k€.

Résultats majeurs

Le GLA est une molécule fortement active sur le cerveau méme a tres
faible dose. Ce traitement expérimental correspondrait & une exposi-
tion pendant 5 ans chez I'Homme, avec une dose journaliere de 1,1
mg/kg. Cette dose est 10 fois inférieure a la NOAEL déterminée pour
la souris qui est de 11 mg/kg/jour. L'IRM est une méthode non inva-
sive performante pour suivre des altérations du tissu cérébral. Elle
devrait étre un outil complémentaire de ceux déja utilisés pour mettre
en évidence I'effet neurotoxique de substances commercialisées.

Production scientifique et brevets

Dans le cadre de ce projet, deux articles réalisés par les différents
partenaires ont été publiés dans des journaux internationaux avec
comité de lecture ; Neurotoxicology et Toxicological Science. L'en-
semble de ces résultats ont également donné lieu a 5 communica-
tions dans des congrés nationaux et internationaux et la rédaction
d’une these. Ces travaux mettent en évidence les effets toxiques
d’une exposition chronique a un herbicide sur le fonctionnement du
cerveau.
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Evaluation écotoxicologique de la chlordécone
sur un crustacé modele d’eau douce

Cinétique de la contamination des différents
tissus en fonction de la dose et de la durée
d’exposition a la chlordécone chez le crustacé
d’élevage Macrobrachium rosenbergii

En Guadeloupe, I'utilisation de chlordécone en bananeraies est a
I'origine de pollutions avérées des sols, des ressources en eau et
des organismes vivants. Beaucoup de questions sont toujours sans
réponse quand au mode de contamination par la chlordécone des
animaux aquatiques dont le ouassou (M. rosenbergii), sur sa biodis-
ponibilité et sur la capacité qu’ont les crustacés de pouvoir I'éliminer
mais également sur ses mécanismes d’action en tant que neuro-
toxique et perturbateur endocrinien. Dans ce projet des individus
seront mis en élevage dans des bassins de ferme aquacole (milieu
naturel) ayant des caractéristiques différentes quant a la contami-
nation par la chlordécone et d’autres seront directement intoxiqués
par la chlordécone en laboratoire, de fagon a établir des relations
concentrations-réponses, en tenant compte des concentrations en
chlordécone rencontrées dans les rivieres.

Etude des mécanismes d’action de la
chlordécone sur la croissance des organismes,
au niveau neuronal et en tant que perturbateur
endocrinien potentiel

Tres peu de données existent sur la toxicité de la chlordécone et
son impact sur les invertébrés aquatiques. Au vu de cette absence
de connaissances, la démarche utilisée dans le projet a été d’iden-
tifier des biomarqueurs décrits dans la littérature comme pouvant
répondre a une pollution organique par les organochlorés. L'AChE
est une enzyme présente au niveau du systeme nerveux dont le réle
chez les vertébrés consiste a hydrolyser I'acétylcholine, médiateur
chimique intervenant dans la transmission de I'influx nerveux au
niveau des synapses des jonctions neuromusculaires et interneu-
ronales. De méme, il est désormais bien établi que le métabolisme
hormonal des crustacés peut étre perturbé par des polluants de
I’environnement et en particulier les ecdystéroides et la vitellogénine.
Le role éventuel de la Glutathion S Transferase (GST) sera également
appréhendé. Afin d’identifier I'implication d’autres mécanismes suite
a une exposition a la chlordécone, des techniques de protéomiques
et de transcriptomique seront mises en oeuvre dans ce projet.

- Impact sur la croissance 7
- Cinditiqua da contamination ?
= B - Relation dose/réponse bismarqueurs
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MACHLOMA est un projet de recherche coordonné par
I’équipe DYNECAR EA926 (Université des Antilles et de
la Guyane). Il associe aussi des équipes de I'INRA de
Rennes, de I'Université du Havre et I'Université de Liege
en Belgique. Le projet a démarré en décembre 2010
pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un financement
ANR de 290 k€ pour un colt global de I'ordre de 446 k€.

Résultats majeurs

Cette phase d’acquisition de connaissances a travers le projet
MACHLOMA est nécessaire d’une part a I'évaluation du risque de
contamination de produits d’élevages aquacoles aux Antilles (appui
aux professionnels de I'aquaculture locale), et d’autre part a la mise
en ceuvre d’une approche de bioindication in situ pertinente.

Production scientifique et brevets

A ce jour, aucune publication n'a encore été publiée.
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Comprendre et traiter ’empreinte toxique des
polluants dans les pathologies intestinales

Les altérations de I'écosysteme digestif influencent fortement
immunité des mugueuses en induisant ou favorisant les affec-
tions gastro-intestinales latentes et préexistantes. Le projet
aborde les aspects éco-toxicologiques des métaux lourds sur
I’écosysteme intestinal en ciblant particuliérement le role cen-
tral du microbiote dans le maintien de I'homéostasie intestinale.
En premier lieu, I'équipe modélise les conséquences d’une
exposition orale chroniqgue a des sels de plomb et de cad-
mium, en conditions basales puis dans des situations patholo-
giques chez le rongeur. En plus d’établir le réle pro- ou anti-in-
flammatoire des métaux lourds et leur impact sur les réponses
immunes intestinales (facteurs de risques), une attention parti-
culiere adresse les effets directs de ces xénobiotiques sur la flore.
"axe appliqué du projet propose une approche préventive et thé-
rapeutique basée sur la manipulation du microbiote intestinal.
L'utilisation de bactéries lactiques et de levures naturelles sélec-
tionnées peut non seulement limiter les risques d’entrée et de
persistance des contaminants métalliques au niveau du tractus
digestif (bio-remédiation), mais ces microorganismes alimentaires
en transit peuvent aussi en réduire les effets (action probiotique).

Une approche pluridisciplinaire pour une
stratégie originale

Le projet integre de nombreux champs d’expertises complémen-
taires des 3 partenaires, associant notamment la chimie des métaux
et leur dosage, I'immunologie, la microbiologie et la génotoxicologie.
La multiplicité des marqueurs et mesures obtenues a la fois in vitro
(cellules humaines immunocompétentes et épithéliales) et dans des
modeles animaux de pathologies (inflammations et infections diges-
tives) convergent pour documenter et modéliser la dissémination
des métaux a travers les muqueuses et leur impact sur I'immunité
et I'écophysiologie intestinale. La détermination quantitative et qua-
litative de la flore intestinale (métagénomique) ainsi que I'utilisation
d’animaux axénigues (dépourvus de flore intestinale) précisent le role
central du microbiote.

Pour I'axe bio-remédiation, la sélection in vitro de microorganismes
« naturels » a propriétés chélatrices de métaux lourds est complé-
tée par la construction de bactéries génétiquement modifiées en
protéines de surface pour accroitre leur pouvoir immobilisateur de
particules. Enfin, les meilleurs candidats limitant I'action délétére des
métaux lourds seront retenus pour une intervention dans les modeéles
in vivo pré-établis afin de valider le concept « Probiotiques versus
Xénobiotiques » dans un contexte préclinique.
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Mélodie-Reve est un projet de développement expérimental
coordonné par I'Institut Pasteur de Lille. Il associe le Centre
d’lmmunité et d’Infection de Lille (Inserm U1019 - CNRS
UMR8204, Université de Lille Nord de France et Ilnstitut
Pasteur de Lille), le laboratoire de Génotoxicologie (Institut
Pasteur de Lille) et I'entité privée IPL santé, environnement
durables Nord. Le projet a commencé en décembre 2009
pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’'un financement
ANR de 355 k€ pour un colt global de I'ordre de 1,05 ME.

Résultats majeurs

Les modélisations in vitro et in vivo ont générées un grand nombre
de données précisant les valeurs seuils d’exposition chroniques et
leur retentissement sur I'écosysteme digestif. Un role clé de la flore
intestinale dans la diffusion et I'accumulation des polluants est clai-
rement établi. Les conséquences de cette chronicité en terme de
susceptibilité aux pathologies induites sont peu marquées, suggérant
une adaptation de I'organisme.

Plusieurs microorganismes d’intéréts sont d’ores et déja retenus sur
la base de leurs propriétés intrinseques. Une extension au domaine
prometteur des microalgues a été réalisée, créant un partenariat avec
un industriel de premier plan international.

Production scientifique et brevets

Un minimum de 5 publications dans des revues internationales a
comité de lecture est attendu a I'issue des derniers développements
(trois manuscrits en préparation).

2 conférences invitées (Entretiens Environnement Santé & Sympo-
sium on Intestinal flora: from physiology to metagenomic analysis)
ainsi que de nombreux séminaires nationaux (CNRS, INRA, INSERM
intensifiant un réseau collaboratif académique (Rennes, Lille, Orléans,
Paris). Le projet a par ailleurs fortement contribué a mettre en place
une these CIFRE dans un champ d’application voisin.
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quels dangers pour notre cerveau ?

Comprendre les effets des perturbateurs
endocriniens sur le cerveau

Il est connu que de nombreuses substances chimiques d’origines
industrielles (plastiques, PCB, dioxines) ou pharmaceutiques (résidus
de médicaments) sont présentes en abondance dans le milieu natu-
rel, dans les eaux de surface ou dans notre environnement domes-
tique. Ces produits, appelés perturbateurs endocriniens (PE) peuvent
interférer avec les systemes endocriniens chez ’'Homme ou les es-
péces animales, en particulier en mimant les effets de nos propres
hormones.

Les effets des PEs ont pour Iinstant été étudiés essentiellement
au niveau périphérique, notamment dans les glandes génitales, et
il existe trés peu de données sur les effets possibles au niveau du
systeme nerveux, en particulier au cours de la période tres vulnérable
que constitue le développement embryonnaire.

Les objectifs du projet NEED sont d’évaluer les effets des composés
a activité cestrogénique (susceptible de mimer les effets de I'cestra-
diol, une hormone cruciale pour la reproduction) et a activité dioxine
sur le développement des circuits neuronaux qui, dans le cerveau,
contrélent le systeme reproducteur (neurones, cellules astrogliales,
et cellules gonadotropes hypophysaires).

Développer des modeles in vivo ou in vitro
pertinents

Le projet fait appel a des techniques de biologie moléculaire, d’explo-
ration cérébrale en microscopie de fluorescence, de cultures cellu-
laires et de transgénese. L'ensemble de ces approches est employé
pour étudier I'influence de polluants perturbateurs endocriniens dans
différents modéles biologiques : la souris et le poisson zebre. Notre
travail a insisté sur I'exposition d’embryons qui sont particulierement
sensibles aux perturbateurs endocriniens. Pour ce faire, I’'exposition
se fait soit in utéro via les méres gestantes (souris) soit en contami-
nant directement I'eau lorsqu’il s’agit d’embryons de poissons zebre.
"analyse de circuits neuro-endocrines au cours du développement
du cerveau requiert 'emploi de techniques fines assez complexes
a mettre en ceuvre. Dans ce contexte, I'utilisation d’une lignée de
poisson zebre transgénique exprimant la GFP sous le controle d’un
gene tres sensible aux cestrogénes permet la mesure in vivo de I'effet
de substances cestrogéniques.

Résultats majeurs

Faits marquants :

- Mise en évidence d’un effet des composés cestrogéniques sur le
développement de certains circuits neuronaux (poisson, souris) ;

- Démonstration du fait que les cellules souches du cerveau sont
des cibles directes de perturbateurs endocriniens de nature cestro-
génique ;

- Mise en évidence d’'un effet des composés cestrogéniques sur
I'activité des progéniteurs neuronaux ;

- Développement et validation de test d’évaluation susceptible d’aide
a I’évaluation des risques liés aux perturbateurs endocriniens.

Vue dorsale d’un poisson transgénique tg (cyp19a1b-GFP) dont le cerveau
devient fluorescent lorsqu’il est exposé a des substances cestrogéniques.

Le géne ciblé est celui de 'aromatase (cyp19aib), un gene extrémement
sensible aux cestrogenes. A I'aide de ce modeéle original, NEED montre que de
nombreux polluants de I'environnement affectent le cerveau soit en agissant
comme des mimétiques d’cestrogénes (exemple de nombreux produits plasti-
fiants), soit en agissant comme des anti-oestrogénes (exemple de la dioxine)

NEED est un projet de recherche fondamentale coordonné par
'INSERM U1085 IRSET Rennes qui associait I INERIS, I'Univer-
sité de Paris 7, et I'INRA. Ce projet a démarré en 2008 pour une
durée de 48 mois. Il a bénéficie d’un financement ANR de 650 k€.

Ce projet a permis la participation a trois réseaux européens TC2N
(INTEREG) portant sur les pathologies cérébrales (dont perturbations
endocriniennes), EuFishBiomed (COST) et FISHINTOX (International
Training Network en cours d’évaluation) portant sur I'utilisation des
modeles poissons pour des retombées utiles dans le domaine de la
santé humaine. Développement de plusieurs collaborations interna-
tionales dans le but de valider le test sur poisson transgénique.

Production scientifique et brevets

Ce projet a permis la publication d’articles originaux et de revues de
synthése dans des revues scientifiques internationales de rang A,
de chapitres d’ouvrage, la présentation a de nombreuses communi-
cations scientifiques ainsi que de I'organisation du premier Sympo-
sium International relatif aux « Neuroendocrine Effects of Endocrine
Disruptors » Rouen, Juillet 2010. Plusieurs conférences grand public
ont été données et le projet a été présenté a des éléves de lycée. Il
a également permis le développement d’un test (non brevetable) qui
sera prochainement présenté a 'OCDE en vue d’une validation et
d’une reconnaissance pour I'évaluation des dangers des substances
chimique dans le cadre du programme REACH.

Déc. 2012
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Exposition périnatale aux pesticides :
lmpact sur le cerveau et la reproduction

Evaluation des conséquences d’une exposition
chronique aux pesticides pendant la période
intra-utérine et néonatale sur la mise en place
et le fonctionnement du systéme nerveux et
reproducteur

"usage intensif des pesticides depuis plus d’'un demi-siécle a pour
conséqguence une contamination globale de notre environnement,
aussi bien, dans le sol, les eaux, I'air, mais aussi dans les aliments
d’origine végétale et animale. Ainsi, de nombreux résidus de pesti-
cides sont détectés dans I'organisme humain (urine, sang, tissu adi-
peux, lait maternel, placenta et cordon ombilical). Depuis quelques
années, plusieurs études épidémiologiques mettent en évidence
un lien entre la survenue de troubles neurologiques (autisme, défi-
ciences mentales) ou de malformations de I'appareil génital chez
les enfants et I'exposition aux pesticides de leurs meéres lors de
la période de gestation. Les périodes pré et postnatales étant les
plus sensibles aux contaminations par des xénobiotiques, I'équipe
a décidé d’étudier I'impact d’une exposition périnatale a faibles
doses de différents pesticides sur le développement et le fonc-
tionnement cérébral et reproducteur chez la souris. Nous avons
choisi d’étudier les effets neurotoxiques du glufosinate d’ammo-
nium, composé actif d’herbicide commun, la cyperméthrine, com-
posé actif d’insecticide pyréthroide, I'atrazine, molécule herbicide.

Etude neurotoxicologique et reprotoxique
interdisciplinaire

Les souris sont exposées aux pesticides pendant toute la durée de
gestation et de lactation. Cette exposition a faible dose se fait par
instillation nasale dans le but de mimer un mode d’exposition plus
proche des expositions humaines. L'approche neurotoxicologique de
ce projet est interdisciplinaire et a pour objectifs :

- d’analyser simultanément les perturbations au niveau cellulaire et
structurales du systéme nerveux central et reproducteur chez les
foetus, les nouveau-nés et les adultes exposés pendant la période
périnatale. Cette approche se fait par des études immunohistolo-
giques, morphométriques et in vitro (culture cellulaire et organoty-
pique) ;

- d’étudier les conséquences de ces modifications structurales et
cellulaires sur la maturation fonctionnelle du systéme nerveux et sur
le comportement a long terme. Pour cela, des tests sensorimoteurs
sont effectués chez les nouveau-nés et des tests comportemen-
taux (apprentissage, interaction sociale..) chez I'adulte exposé pen-
dant la période périnatale ;

- d'étudier I'impact sur I'expression du génome. Une étude transcrip-
tomique nous permet d’identifier les génes perturbés au niveau de
leur expression par cette exposition.
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NEUROPEST associe les équipes « Neurogénétique » du la-
boratoire d’lmmunologie et Neurogénétique Expérimentales &
Moléculaires (INEM (ex-IEM) UMR7355 CNRS - Université d’Or-
léans, « Environnement Chimique et Reproduction » INSERM
U.625, Université de Rennes 1 et « Neurobiologie » - Université
d’Orléans. Il a débuté en novembre 2010 pour une période de
36 mois. Il bénéficie d’un financement ANR de 350 k€ pour un
budget total de 952 k€.

Résultats majeurs

Le projet entre dans le contexte de I'analyse du risque constitué par
les xénobiotiques nécessitant de prendre en compte la vulnérabilité
périnatale et les conséquences a long terme d’une programmation
altérée sur les systémes nerveux et reproducteurs. Les résultats
montrent déja a ce jour un impact sur le développement et en parti-
culier, la modification de I'expression de genes connu pour étre impli-
qués dans des pathologies du systeme nerveux. Ce projet de travail
doit donc permettre I'évaluation des risques pour contribuer au ren-
forcement de la sécurité des populations, de contribuer au débat pu-
blic, d’éclairer des choix sociétaux et de fournir un appui scientifique
a la décision publique. Il a aussi permis d’établir des partenariats
nationaux et a suscité un intérét régional conduisant a I'obtention
d’une bourse de thése de la région sur ce programme de recherche.

Production scientifique et brevets

Aucune publication parue a ce jour.
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Nouvelles stratégies in vitro pour étudier
la toxicité hépatique des contaminants chimiques

Nouvelles stratégies in vitro pour évaluer la
toxicité chronique et le potentiel cancérogene
des contaminants de I’environnement

'exposition humaine aux produits chimiques est pratiquement
inévitable en raison de la contamination de I'air, de I'eau et de la
chaine alimentaire. Certains de ces contaminants sont mutagénes
et/ou cancérogenes chez I'animal. D’autre sont soupgonnés d’étre
des perturbateurs endocriniens. Cependant, il est difficile d’explorer
directement ces effets toxiques chez ’lhomme. Linsuffisance actuelle
des connaissances sur les effets des produits chimiques anthropo-
genes a conduit I'Union Européenne a lancer le programme REACH,
qui vise a évaluer la toxicité de plus de 30 000 molécules en promou-
vant des méthodes d’évaluation alternatives aux expérimentations in
vivo. Le projet NISTEC s’inscrit dans cette démarche. Il propose de
nouvelles stratégies in vitro pour évaluer la toxicité chronique et la
génotoxicité des contaminants chimiques. Les principaux objectifs
sont : de développer des tests spécifiques, reproductibles et auto-
matisés, par une approche basée sur I'imagerie ; d’étudier les effets
cytotoxiques et génotoxiques aigus et chroniques d’une dizaine de
contaminants modeles, individuellement ou en mélange ; et d’iden-
tifier de nouveaux biomarqueurs par les approches de transcripto-
mique et de métabolomique.

Evaluation de la toxicité de contaminants de
I’environnement par des approches in vitro
et identification de marqueurs d’exposition
par I'étude des profils d’expression génique
et métaboliques (empreintes métaboliques,
réseaux métaboliques)

Pour répondre a ces différents objectifs, le projet NISTEC propose
des stratégies originales et innovantes :

- utilisation de la lignée HepaRG (lignée de cellules hépatiques), qui
possede a la fois les propriétés fonctionnelles des hépatocytes pri-
maires et la capacité de prolifération indéfinie des lignées d’hépa-
tome. Cette lignée peut étre utilisée indifférenciée ou différenciee,
constituant un outil unique pour I'étude des effets chroniques des
composés chimiques ;

- utilisation d’une plate-forme (ImMPACcell) permettant une analyse
multiparamétrique couplée a I'imagerie en condition automatisée et
miniaturisée ; différents tests de génotoxicité sont en cours de mise
au point sur cette plate-forme ;

- recherche de biomarqueurs par des approches de transcriptomique
et de métabolomique fédérant des chercheurs ayant des compé-
tences complémentaires. Une dizaine de contaminants de référence,
nécessitant ou pas une bioactivation métabolique hépatique, servent
de modéles d’étude : composés génotoxiques (méthyl méthane sul-
fonate et aflatoxine B1), composés aromatiques (benzo[alpyrene,
diméthylbenzanthracene, fluoranthéne), plastifiants (bisphénol A, dié-
thyle-hexyl-phtalate), pesticides (endosulfan et fipronil).

Effets génotoxiques de I'aflatoxine B1 sur les cellules HepaRG. Immunomar-
quage des cellules HepaRG non traitées (A) ou traitées par I'aflatoxine B1
(B). Les noyaux sont colorés en bleu ; I'expression d’une enzyme de stress
(la superoxyde dismutase) est représentée en rouge ; la coloration verte
des noyaux (B) traduit les lésions de I'ADN (marquage de I'histone H2AX)

NISTEC est un projet de recherche appliquée, coordonné
par 'INSERM UMR991, Rennes. Il associe également I'INRA
UMR1331 TOXALIM Toulouse. Le projet a commencé en dé-
cembre 2009 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un finan-
cement ANR de 690 k€, pour un codt global de I'ordre de 2 ME.

Résultats majeurs

Les cellules issues de la lignée HepaRG expriment de fortes capaci-
tés métaboliques, et sont capables de réaliser une variété de réac-
tions de biotransformation des xénobiotiques.

Nous avons adapté et optimisé un test de génotoxicité, le test du
micronoyau, sur le modéle cellulaire HepaRG. Nous avons mis en
évidence un set de génes dont certains pourraient servir de biomar-
queurs d’exposition a I'’Aflatoxine B1 et potentiellement étre utilisés
pour distinguer les composés génotoxiques de composés non géno-
toxiques. Nous avons montré qu'il est possible d’étudier la toxicité
chronique de faibles doses de contaminants. En RMN (empreintes
métaboliques), nous avons démontré qu’il était possible de diffé-
rencier les cellules non traités de cellules exposées a des concen-
trations de bisphénol A de 10-6 a 10-12M. Ces effets ne sont pas
uniquement attribuables aux propriétés xéno-oestrogéniques de ce
composé modele.

Production scientifique et brevets

Le projet a pour I'instant conduit a deux publications (Jossé et coll.
Mutagenesis, in press et Jossé et coll. Toxicol Appl Pharmacol. 2012,
258:176-87). Daniel Zalko a fait une présentation intitulée « HepaRG,
xenobiotic metabolism and metabolomic studies » au workshop
HepaRG (Rennes, 21-23 septembre 2011). L'étude de la toxicité
chronique des 10 composeés testés a été présentée en mars 2012
au congres international de la Society of Toxicology, sous forme de
poster : « Chronic toxicity of environmental contaminants in human
HepaRG hepatocytes. » Lambert C, Martinais S, Cassecuel J, Morel
F, Robin MA.

Déc. 2012
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Etudes des effets cocktails chez 'homme,
de 'exposition alimentaire aux pesticides

Quels sont les cocktails de pesticides
auxquels le consommateur est exposé via son
alimentation et existe-il des effets cocktails ?

Les consommateurs par leur alimentation sont susceptibles d’étre
exposés a des cocktails de pesticides pour lesquels les effets
combinés sur leur santé sont peu documentés a ce jour. En effet,
la multitude des substances présentes sur le marché (plus de 300
réglementées) rend difficile Iidentification de cocktails a étudier
en priorité. Par ailleurs, les procédures actuelles d’évaluation de
la toxicité des substances actives sont basées sur une évalua-
tion individuelle, sans tenir compte des effets combinés potentiels
plus complexes a caractériser. Ainsi, il n’existe pas aujourd’hui de
méthode d’évaluation du risque prenant en compte les interac-
tions entre substances. Loriginalit¢ du programme PERICLES est
d’aborder la problématique des cocktails en partant de I'exposi-
tion réelle de la population frangaise afin d’appréhender la nature
des effets cocktails in vitro sur des cellules d’origine humaine.
objectif du programme est de contribuer a I'étude des cocktails
qui représente un enjeu scientifique et sociétal important via des
développements méthodologiques en statistique et en toxicologie.

Méthode statistique de classification de
profils d’exposition a plusieurs substances et
batteries de tests toxicologiques réalisés sur
différents modéles cellulaires humains

"exposition au cours d’une journée de la population frangaise aux rési-
dus de pesticides retrouvés dans I'alimentation (n=79) a été évaluée
en tenant compte de leur niveau observé dans les aliments et des
habitudes de consommation de la population. Une méthode statis-
tique de classification a été développée et appliquée a ces expositions
afin de déterminer les principaux cocktails et les principaux aliments
vecteurs. Sept cocktails contenant de 2 a 6 pesticides ont ainsi été
identifiés et une batterie de tests toxicologiques in vitro, évaluant la
viabilité cellulaire, la génotoxicité, I'activation de récepteurs xéno-hor-
monaux et d’autres biomarqueurs ont été réalisés sur des lignées cel-
lulaires représentatives de différents organes humains (foie, rein, intes-
tin, cerveau, colon). Les résultats ont permis de concentrer la suite
des études sur 3 cocktails présentant les effets les plus significatifs.
Les effets toxicologiques des pesticides seuls ont été comparés aux
modeles d’additivité des doses et d’additivité des réponses afin de
déterminer s'il est possible de prévoir 'effet d’'un cocktail sur la base
des connaissances des effets toxicologiques des pesticides seuls.

Expositions alimentaires

Méthode statistique de
classification

Cocktails de pesticides

l Tests toxicologiques l

Effets des cocktails

Focus sur les cocktails
avec effets

Caractérisation des effets
pesticides seuls / en cocktails

Démarche développée dans le programme PERICLES afin d’appréhender la
problématique des cocktails de pesticides

PERICLES est un projet de recherche fondamentale coordonné
par I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire, Alimentation, Envi-
ronnement, Travail. Il fait intervenir 2 équipes spécialisées en sta-
tistique et modélisation au sein de I’Anses (Direction de I'Evalua-
tion des Risques) et de I'lnra (Unité Mét@risk), ainsi que 4 autres
équipes spécialisées en toxicologie : I'unité de Toxicologie des
contaminants de Fougeéres et la Direction des Produits Régle-
mentés au sein de I'’Anses et I'Unité INRA TOXALIM impliquant
I’équipe de Toxicologie Cellulaire, et Moléculaire et Génomique
des pesticides de Sophia-Antipolis, et I'équipe Métabolisme
des Xénobiotiques de Toulouse. Ce projet a démarré en janvier
2009 pour une durée de 42 mois. Il a bénéficié d’un finance-
ment ANR de 350 k€ pour un codt global de 'ordre d’1,1 ME.

Résultats majeurs

L’étude des effets des 7 cocktails a permis de mettre en évidence
des effets cytotoxiques plus ou moins importants selon les cocktails
et les lignées cellulaires, alors qu’un cocktail se révélait génotoxique
sur une lignée hépatique. Les résultats mettent en évidence une
grande variabilité de la sensibilité des modeles cellulaires et des tests
réalisés. Ainsi, selon les effets et les cellules étudiées, ces cocktails
produisent des effets additifs, synergiques, antagonistes ou potenti-
alisateurs, montrant la difficulté de prédire la réponse des cocktails a
partir des résultats des réponses et des doses des pesticides seuls.

Production scientifique et brevets

La formalisation de la méthode de classification des cocktails a été
publiée dans une revue de statistique fondamentale. Lillustration de
son application et la composition des 7 cocktails a été soumise pour
publication dans une revue appliquée. Les résultats de I'étude de
la génotoxicité des cocktails ont été publiés dans deux revues de
toxicologie appliquée. Les études portant sur la toxicité cellulaire des
cocktails ont été soumises dans deux autres revues de toxicologie
appliquée. Plus d’une dizaine de communications ont été données
sous forme orale ou poster dans des colloques en toxicologie et en
statistique.
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Perturbateurs endocriniens et développement :

une question de santé publique

Impacts périnataux du Bisphénol A sur les
fonctions intestinales et métaboliques

De récentes études font état d’un lien entre I'exposition a des per-
turbateurs endocriniens en période périnatale et I'apparition de
maladies a I'age adulte. Les travaux chez I'animal ont en particulier
décrit des effets néfastes de I'exposition foetale et du nouveau-né au
bisphénol A (BPA), un agent chimique entrant dans la composition
de nombreux plastiques au contact des aliments (plastiques poly-
carbonates, résines époxides des boites de conserves et canettes
de boisson). Le BPA est capable de mimer I'action des oestrogénes
naturels produits par I'organisme, avec une probabilité d’effet des les
faibles doses. Ces propriétés ont récemment conduit les agences
d’évaluation du risque (ANSES) a réévaluer les niveaux d’exposition
chez 'homme. Le projet Perinatox a pour but d’apporter aux auto-
rités sanitaires des éclaircissements sur les impacts d’une exposi-
tion périnatale au BPA sur le développement de I'intestin, du foie et
du tissu adipeux, et d’identifier les mécanismes pouvant fragiliser la
santé de I'individu jusqu’a I’age adulte (prédisposition aux maladies
intestinales, effet obésogeéne...). Les perspectives sont d’évaluer
les effets de faibles doses de BPA sur la santé lorsque I'exposition
débute pendant la période de développement de fonctions clés de
I'organisme.

Empreintes transcriptomiques,
métabolomiques et fonctionnelles du BPA dans
I'intestin, le foie et le tissu adipeux du nouveau-
né a I’age adulte

Des approches in vivo (rat, souris) et in vitro (cellules humaines en
culture) sont mises en oceuvre pour identifier la pluralité d’effets du
BPA pour les trois cibles d’intérét (intestin, foie, tissu adipeux) et les
mécanismes mis en jeu, soit par I'utilisation d’agents pharmacolo-
giques spécifiques, soit par des méthodes d’invalidation ou de surex-
pression de géenes. Le suivi et I'étude du devenir du BPA dans I'orga-
nisme jusqu’au foetus permettent d’anticiper I'effet de la molécule sur
les organes en développement. Des approches de transcriptomique
a haut débit (analyse simultanée de 40 000 génes sur « puce ADN »
et de métabolomique (analyse de I'ensemble des métabolites conte-
nus dans un systeme biologique) donnent une image précise des
groupes de genes et de métabolites dont I'expression et la diversité
est affectée par le BPA. L'évaluation chez I'animal, jeune puis adulte,
de la perméabilité de I'intestin (absorbe les nutriments en faisant bar-
riere aux indésirables), de la réactivité du systeme immunitaire face a
des agresseurs (antigenes alimentaires, toxines...) ou de la mise en
place des fonctions métaboliques et de détoxication permet d’ap-
précier conjointement si I'exposition au BPA prédispose I'individu
au développement de pathologies chroniques de I'adulte touchant
I'intestin, le foie et I'équilibre énergétique de I'organisme (maladies
inflammatoires et métaboliques, cancérogenese).

Résultats majeurs

Les recherches au cours de cette premiere année témoignent de
I'impact, des la naissance, de faibles doses de BPA sur la mise en

Périnatox développe des études chez I'animal et sur cellules humaines pour
identifier les conséquences d’une exposition aux faibles doses de BPA sur le
développement d’organes et la santé de I'individu, jeune puis adulte

place des défenses de I'hote, notamment face a des antigénes ali-
mentaires ou des xénobiotiques (Molécules étrangéres inorganiques),
ou encore sur I'équilibre de la balance énergétique de I'organisme.
Les travaux se poursuivent pour caractériser les altérations dans la
séguence de maturation des fonctions immunitaires de I'intestin et
métaboliques du foie, puis en testant a I'age adulte I’'homéostasie du
systeme immunitaire (tolérance orale, immunisation) et la réactivité
de 'organisme a divers agresseurs (bactéries pathogénes, parasites,
régime alimentaire gras).

Perinatox associe 5 équipes INRA du Centre de Recherche en
Toxicologie Alimentaire (Toxalim, INRA Toulouse) et 2 équipes IN-
SERM de I'Institut de Médecine Moléculaire de Rangeuil (IM2R,
Toulouse) et de I'Université de Rennes 1. Il a débuté en novembre
2010 pour une durée de 48 mois. Il a bénéficié d’un financement
ANR de 750 k€ pour un budget total de d’ordre de 3,3 ME.

Production scientifique et brevets

Marmugi et al. Low doses of bisphenol A induce gene expression
related to lipid synthesis and trigger triglyceride accumulation in adult
mouse liver. Hepatology, 2011. Cet article s’est intéressé aux réper-
cussions sur le métabolisme des lipides dans le foie d’une exposition
prolongée au BPA, a des doses jusqu’a 10 fois inférieures a la dose
journaliere admissible.

Braniste et al. Bisphenol A in the Gut: Another Break in the Wall?
Dans: Multi-System Endocrine Disruption, Research and Perspec-
tives in Endocrine Interactions. Springer, 2011. Ce chapitre de revue
reprend les themes du projet, accompagnés de premiers résultats
sur le devenir du BPA chez le foetus et les conséquences sur le déve-
loppement de I'intestin.

Déc. 2012



Déc. 2012

cahier de 'ANR

Contaminants et environnements :
constater, diffuser, décider

Les résidus médicamenteux contaminant les milieux aquatiques :

quels risques pour le foie ?

Les médicaments contaminants
environnementaux : existe-t-il un risque de
toxicité pour le foie normal ou obése ?

De nombreuses études indiquent que les médicaments peuvent
contaminer I'environnement, et en particulier le milieu aquatique. Les
effets déléteres d’une telle contamination sur la santé sont actuel-
lement peu connus. Le foie représente une cible fréquente de la
toxicité des médicaments. De plus, une préoccupation émergente
est la susceptibilité des sujets obeses aux effets hépatotoxiques des
xénobiotiques, peut-étre du fait de la présence dans le foie d’une
surcharge lipidique (stéatose) qui sensibiliserait les hépatocytes.
Ainsi, le but du projet PHARMECO est de mieux connaitre les effets
potentiellement toxiques d’'un mélange de médicaments contami-
nant les milieux aquatiques, en particulier au niveau hépatique. Pour
cela, les effets d’un mélange de 11 molécules ont été évalués sur
des modeles expérimentaux in vivo (souris témoins et obéses) et in
vitro (cellules hépatiques surchargées ou non en lipides). Ces deux
approches complémentaires devraient permettre de déterminer si de
faibles concentrations d’'un mélange de médicaments sont suscep-
tibles d’induire au niveau du foie un stress oxydant et des dysfonc-
tions mitochondriales, ou d’altérer I'expression de genes hépatiques.

Recherche des effets hépatotoxiques par
I’étude du profil de I’expression génique,
du stress oxydant et des dysfonctions
mitochondriales

Les investigations expérimentales ont été réalisées grace a deux ap-
proches :

- une approche in vivo, en utilisant des souris normales (wild-type) et
des souris obéses (ob/ob) qui présentent une stéatose hépatique mas-
sive (voir illustration); ces souris ont été traitées pendant 4 mois avec
de faibles concentrations d’une mélange de 11 médicaments qui sont
fréquemment retrouvés dans les milieux aquatiques ;

- une approche in vitro, grace a des cellules HepaRG, une lignée de
cellules hépatiques, incubées ou non avec un mélange d’acides gras
(acides palmitique et oléique) induisant une stéatose (voir illustration) ;
ces cellules ont été exposées pendant 14 jours au méme mélange de
meédicaments que celui utilisé pour I'étude in vivo. L'étude porte sur
les parametres suivants : stress oxydant, dysfonctions mitochondriales
et profils géniques (microarray par puces Agilent 4x44k). Une analyse
histologique des foies des souris traitées est en cours. Etant donné les
faibles concentrations des médicaments utilisées dans les mélanges
(de 1 ng/L a 1 pg/L), I'étude des profils d’expression génique nous
assure de détecter des effets toxiques qui n’auraient pas d’expression
phénotypique.

Modébes
in vivo
Cellules HepaRG
stéatosibes
Maodéles
in vitra

Au cours du projet PHARMECO, les investigations ont été réalisées grace a
deux approches expérimentales : 1) une approche in vivo, en utilisant des sou-
ris normales (wild-type), sans stéatose hépatique, et des souris obeses ob/ob
présentant une stéatose massive (coloration des foies mettant en évidence des
vésicules blanches témoignant de la présence de lipides); 2) une approche in
vitro, grace a des cellules HepaRG incubées ou non avec un mélange d’acides
gras (acides palmitique et oléique) induisant une accumulation de lipides au
niveau intracellulaire (coloration des vésicules lipidiques par I'huile rouge)

PHARMECO est un projet de recherche fondamentale
coordonné par Bernard FROMENTY. Il associe une équipe
INSERM (Equipe n°3, INSERM UMR 991, Rennes) et Mito-
logics, une biotech parisienne. Le projet a commencé fin
2009 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR de 454 K€ pour un co(t global de I'ordre 1,2 ME.

Résultats majeurs

Les résultats préliminaires dans les modéles in vivo et in vitro sug-
gérent que le mélange de médicaments présente des effets significa-
tifs sur les profils d’expression génique lorsque les concentrations de
ces molécules sont de 0,1 et 1 pg/L. De plus, ces effets sont diffé-
rents en fonction de la présence ou non de la stéatose. La technique
de gPCR va maintenant étre utilisée afin de savoir si I'expression de
certains génes d'intérét est altérée pour des concentrations infé-
rieures, plus proches de celles retrouvées dans le milieu aquatique.
Combinées avec la recherche de modifications phénotypiques au
niveau du foie, ou des cellules HepaRG, ces investigations devraient
permettre de mieux connaitre les effets hépatiques d’un mélange de
médicaments contaminant I'environnement.

Production scientifique et brevets

Soumission d’un poster a la conférence EUROTOX 2012 (Stoc-
kholm, Suede).

S. Anthérieu, M.A. Robin, B. Fromenty: Low doses of water phar-
maceutical contaminants disturb hepatic gene expression in mice.
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Développement d’une approche in vitro/in silico
« la métabolomique-sur-biopuce »

Une approche in vitro/in silico pour prédire la
toxicité de xénobiotiques

En complément des systemes in vitro traditionnels tels que les micro-
puits ou les boites de Pétri, les biopuces microfluidiques ont connu
récemment un fort développement. Ces microsystemes in vitro per-
mettent une culture cellulaire dynamique (c’est-a-dire avec un fluide
circulant) afin de reproduire I'environnement cellulaire in vivo. Parce
que cette nouvelle génération de tests in vitro est conceptuellement
différente des systemes traditionnels non perfusés, le fonctionne-
ment des cellules et le comportement des xénobiotiques seront dif-
férents de ceux observés en systemes non perfusés. Il apparait donc
essentiel d’évaluer la pertinence des systemes microfluidiques pour
des applications en toxicologie ou pharmacologie.

"objectif global de SYSBIOX est de proposer une méthodologie
combinant des approches in vitro et in silico pour prédire la toxicité
de xénobiotiques. Cette méthodologie est basée sur I'association de
biopuces microfluidiques, de métabolomique et de modélisation mé-
canistique. Ce projet se situe donc dans le cadre du développement
d’approches alternatives aux expérimentations animales.

La métabolomique-sur-biopuce associée
a la modélisation du réseau métabolique
intracellulaire

Apres la mise en place des expositions in vitro, I'équipe a évalué
la toxicité et le métabolisme de xénobiotiques dans les biopuces
microfluidiques. L’hépatotoxicité ou la néphrotoxicité de xénobio-
tiques a été testée par des techniques de métabolomique afin
d’identifier I'apparition de biomarqueurs dans le milieu de culture
et ainsi identifier les signatures métaboliques spécifiques aux xéno-
biotiques testés. Des analyses statistiques ont été effectuées pour
exploiter les profils métaboliques des milieux de culture obtenus
par spectrométrie RMN et pour discriminer entre les conditions de
culture. En complément, la modélisation mécanistique du méta-
bolisme intracellulaire a permis d’estimer les flux des réactions bio-
chimiques entre les métabolites endogenes et d'interpréter biologi-
quement les concentrations mesurées dans les milieux de culture.
En parallele, les niveaux de métabolisme in vitro ont été analysés avec
des modéles décrivant les biopuces et des modeles statistiques. Un
couplage avec des modeles d’extrapolation in vitro/in vivo a permis
de prédire la clairance hépatique des xénobiotiques testés dans les
biopuces et de les comparer aux niveaux observés chez I'humain.

Résultats majeurs

Un des résultats majeurs du projet SYSBIOX est le développement de
I’'approche métabolomique-sur-biopuce. En associant cette derniere
avec la modélisation du réseau métabolique intracellulaire, I'équipe
a démontré qu’un environnement microfluidique améliore I'oxygéna-
tion des cellules favorisant ainsi la production d’énergie. Les travaux
ont permis de révéler une signature métabolique unique a chaque
type de biopuce (hépatique, rénale ou co-culture) démontrant la pré-
sence d’un métabolisme endogene spécifique directement relié a la
fonction physiologique de I'organe. En présence de xénobiotiques,

Meétabolomique-sur-biopuce associée a la modélisation du réseau métabolique
intra-cellulaire d’un hépatocyte

SYSBIOX est un projet de recherche exploratoire coordonné par
I'Institut National de I'Environnement Industriel et des Risques.
Le projet associe I'unité mixte de recherche UMR CNRS 6600 «
Biomécanique et Génie Biomédical » de I'Université de Techno-
logie de Compiegne et I'Institut des Sciences Analytiques, dé-
partement du Centre de RMN a Tres Hauts Champs (UMR 5280
ENS Lyon/CNRS/UCBL). Le projet a commencé en décembre
2007 pour une durée de 48 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR de 486 k€ pour un co(t global de I'ordre de 1 ME€.

la biopuce hépatique présente une réponse métabolique unique et
caractéristique de chaque xénobiotique testé.

En parallele de 'approche métabolomique-sur-biopuce, I'équipe a
aussi proposé un cadre de modélisation pour évaluer la clairance
hépatique in vivo a partir d’expérimentations en biopuce.

Production scientifique et brevets

Le projet SYSBIOX a donné lieu a 11 articles dans des revues a
comité de lecture, 13 présentations dans des conférences interna-
tionales, et a 2 theses de doctorat. La valorisation des résultats n’est
pas achevée puisque certains travaux sont encore en préparation.
Un brevet international a été déposé au cours du projet. Ce brevet
concerne l'identification et la quantification des perturbations méta-
boliques endogénes liées a la présence de toxiques grace a des bio-
puces microfluidiques et a la métabolomique.

Déc. 2012
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Nanoparticules

Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

AGINGNANO&TROPH

INTOX

NANOTOX

NTCTOX

PARTOX

RESPINTOX

SIGNANOTOX

TITANIUMS

Impact environnemental des résidus de dégradation
des nanomatériaux (RDNs) commercialisés :
devenir, biotransformation et toxicité vis-a-vis
d’organismes cibles d’un milieu aquatique

Etude de l'impact sanitaire des produits de
combustion du bois et de leurs produits d'oxydations
dans I'atmosphere

Toxicologie des nanoparticules :

influence de la taille, de la composition chimique
et de la réactivité de surface sur leurs effets
pulmonaires et rénaux

Evaluation de I'influence de la nature des nanotubes
de carbone sur la santé humaine et I'environnement

Tests parallélisés sur puce a cellule de cytotoxicité
aiglie de nanoparticules a morphologie controlée

Effets des nanotubes de carbone sur I'appareil
respiratoire. Role de leurs caractéristiques
physico-chimiques

Signatures toxicologiques de nanoobjets
manufacturés sur des cellules humaines
apres inhalation ou ingestion

Mécanismes d’internalisation et de toxicité
des nanoparticules d’oxyde de titane dans
des organismes multicellulaires eucaryotes

Impact environnemental de nano-produits
commerciaux durant leur cycle de vie

Toxicité des produits de combustion du bois
et de leurs produits d'oxydation dans I'air

Les nanoparticules manufacturées sont-elles
dangereuses pour la santé ?

Quel impact des nanotubes de carbone
sur la santé et sur I'environnement ?

Premiers pas vers I'identification des relations entre
cytotoxicité aigle in vitro et les propriétés
physicochimiques des nanoparticules

Effets des nanotubes de carbone (NTC)
sur I'appareil respiratoire

’exposition a des nanoparticules pourrait-elle
étre détectée en analysant quelques cellules ?

Nanoparticules : physico-chimie et mécanismes
de toxicité cellulaire
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Impact environnemental de nano-produits
commerciaux durant leur cycle de vie

Maitriser I’exposition réelle de I’environnement
et des consommateurs aux nanomatériaux déja
sur le marché

Les nanotechnologies ne sont plus confinées dans les laboratoires
de recherche comme en témoigne le nombre croissant de produits
commercialisés tels que les cremes solaires, verres autonettoyants,
surfaces antibactériennes etc. Mais alors que les questions fon-
damentales concernant le lien entre les propriétés remarquables
des nanoparticules et leurs effets toxiques restent trés débattues,
il convient de prendre en compte I'exposition des consommateurs
et de I'environnement aux produits mis sur le marché. Cela impose
d’aborder la complexité des produits incorporant des nanoparticules
et surtout de prendre en compte leur évolution/dégradation durant
leur utilisation et cycle de vie. Le projet visait a déterminer les méca-
nismes de dégradation de 4catégories de nanomatériaux commer-
cialisés et de caractériser la nature, la structure et les propriétés
physico-chimiques des résidus formés. Le comportement de ces
Résidus de Dégradation des Nanomatériaux (RDNs) a été étudié sur
un ensemble de cibles biologiques (micro-organismes, algues, inver-
tébrés, poissons, cellules humaines) via des modes d’exposition et
de transfert par I'eau et la nourriture.

Générer, caractériser et tester les Résidus de
Dégradation des Nanomatériaux

La nature, la taille, la structure, et surtout la quantité de résidus libérés
durant I'utilisation et I'usure de nanomatériaux commercialisés étaient
inconnues et représentaient un véritable challenge. Il s’agissait de
mettre au point des protocoles de vieilissement accélérés et néan-
moins réalistes et durant lesquels il était possible de récupérer des
résidus nanométriques puis de quantifier et caractériser les résidus
libérés. La stratégie visait a coupler des techniques de caractérisa-
tion multi-échelles incluant un large éventail de microscopies, spec-
troscopies de laboratoire ou sur synchrotron ainsi que les techniques
de diffusion — diffraction. La méthodologie a été utilisée pour des
cremes solaires, des verres autonettoyants, des ciments photoca-
talytiques et des lasures. Le projet visait ensuite a définir si les rési-
dus possédaient une réactivité/toxicité accrue ou limitée par rapport
aux nanoparticules de base utilisées pour produire les matériaux. La
toxicité a été étudiée de I'échelle moléculaire et cellulaire a celle des
individus. Une des forces du projet consistait a prendre en compte
le transfert et les transformations le long d’une chaine trophique.

AIOOH ou SI0,

Modifications de surface des nanoparticules avant leur incorporation dans les
nano-produits : importance de la stabilité de I'enrobage sur la dispersion
et I'écotoxicité aiglie

Le projet de recherche AgingNano&troph était coordonné par
le CEREGE (CNRS — Aix Marseille Univ.). Le consortium se com-
posait de 7 autres partenaires Francais (IRSTEA/CEMAGREF
Lyon, CEA-SBTN-LPC, CEA-SVBME-LEMIRE (CNRS, Aix Mar-
seille Univ.), LBME (Aix Marseille Univ.), IRCELYON (CNRS, Uni-
versité de Lyon 1), LIEBE (CNRS, Univ. Lorraine), INERIS et d’un
partenaire américain (Duke Univ. CEINT). Le projet a débuté en
octobre 2008 pour une durée de 42 mois. Il a obtenu un finan-
cement ANR de 549 k€ pour un co(t global de 3,2 M€. Il a été
labellisé par le pole de compétitivité « RISQUES ».

Résultats majeurs

L'utilisation des cremes solaires aboutit au relargage de nano-parti-
cules dans les eaux de surface. Les filtres UV a base de nano-TiO2
perdent rapidement leur caractéere hydrophobe au contact de I'eau
et sous UV. . Méme si les résidus de cremes solaires contaminent
des daphnies par chaine trophique, I'enrobage du nano-TiO2 aboutit
a une réduction importante de leur mortalité de celle de microor-
ganismes et a une absence de toxicité sur les cellules intestinales
humaines. Cependant exposées a la lumiere, ces RDNs forment de
I'oxygéne singulet qui rend les bactéries plus sensibles a d’autres
toxiques. Pour les autres nanomatériaux, les relargages de RDNs
sont plus faibles, voire non détectables pour les verres autonet-
toyants.

Production scientifique et brevets

Le projet a permis la publication de 7 articles qui sont les premiers
s'intéressant au devenir de nano-produits commercialisés tant en
termes de dispersion dans I'environnement que d’éco-toxicité. Il faut
ajouter 2 theses et une quinzaine de communications internationales
associées a ce projet.

Déc. 2012
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Toxicité des produits de combustion du bois
et de leurs produits d’oxydation dans lair

Toxicité des particules issue de la combustion
du bois et de leurs produits de transformation
atmosphérique

Des études épidémiologiques récentes ont mis en évidence le
role majeur joué par les particules atmosphériques sur la santé
publique. Leur toxicité est liée a une combinaison de leur taille (qui
gouverne la capacité a les inhaler) et de leur composition chimique.
La combustion du bois est une des sources majeures de I'aérosol fin
(diametre <2.5um). Elle peut représenter plus de 70 % de la masse
de la fraction organique de I'aérosol et plus de 50 % de la masse
des PM2.5 urbains. Malgré cela, I'impact sanitaire des particules de
feux de bois est tres mal documenté. Dans le contexte actuel de
renchérissement des énergies fossiles et de réduction des émissions
de gaz a effet de serre, des programmes de développement du bois-
énergie sont mis en place. Lutilisation de cette énergie, induira une
hausse significative des concentrations d’aérosols dans I'atmos-
phere. Aussi, avant de recommander I'utilisation du bois-énergie,
il est souhaitable d’évaluer le risque sanitaire que cela induit. Dans
cet objectif, des modeles animaux et cellulaires ont été exposés aux
principaux produits de combustion du bois et a leurs produits de
transformation atmosphérique afin d’en évaluer les effets sanitaires.

Méthodologie d’étude de la toxicité chronique
des aérosols de combustion du bois et étude
de leur réactivité atmosphérique

Pour exposer des rats a des particules de combustion du bois a
des concentrations connues et stables dans le temps, un dispositif a
été mis en place. Les concentrations obtenues étaient de quelques
dizaines de pg.cm-3 ce qui correspond a une atmosphere urbaine ou
industrielle (seuil d’alerte de la population a 125 pg.m-3).

Aprés 6 mois d’exposition quotidienne (3 a 4 heures/jour), les rats
étaient sacrifiés et la toxicité évaluée par des marqueurs du stress
oxydant et inflammatoires, ainsi que des parametres hémodyna-
miques et cardiagues. Compte tenu de la durée des expériences
d’exposition, seules les molécules, ou les mélanges de molécules,
ayant montrées une toxicité lors des tests in-vitro ont été testées
sur des rats.

Les études de réactivité atmosphérique ont porté sur I'oxydation par
I’'ozone des familles de molécules majoritairement présentes dans les
feux de bois (phénoxyphénol et métoxybenzaldehyde). Pour simuler
les conditions atmosphériques, les molécules étaient adsorbées en
faible concentration sur un support de silice (SiO2). Différentes condi-
tions expérimentales ont été appliquées afin d’étudier leur influence
sur les cinétiques et sur la nature des produits formés.

Chambre d'exposition

%
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Dispositif de génération
des aérosols

Schéma du dispositif d’exposition aux produits de combustion du bois

INTOX est un projet de recherche fondamentale réunissant trois
partenaires : les équipes «Instrumentation et Réactivités Atmos-
phérique» et « Sondes Moléculaires en Biologie» du Laboratoire
Chimie Provence (CNRS - Université de Provence) a Marseille et
le laboratoire «Muscles et pathologies» de I'Université Montpel-
lier -INSERM a Montpellier. Il a débuté en 2008 pour une durée
de 3 ans. Il a bénéficié d’un financement ANR de 300 k€ pour
un colt complet de 1,2 M€E.

Résultats majeurs

Une étude in vitro conduite sur des cellules en culture a permis de
mettre en évidence la cytotoxicité des composés organiques majo-
ritaires des aérosols de fumée de combustion du bois. De plus, des
tests in-vivo d’exposition de rats ont mis en évidence la survenue
d’un stress oxydant et de réactions inflammatoires. Enfin, ces tests
ont démontrés le développement de troubles cardiovasculaires (re-
modelage ventriculaire, troubles du rythme, diminution de l'intégrité
mitochondriale) a I'issue d’une période d’exposition supérieure a 3
mois démontrant ainsi la toxicité des aérosols de fumée de bois.

Production scientifique et brevets

La production scientifique est de 6 publications dans des journaux
internationaux et de 11 présentations dans des congres nationaux
(6) et internationaux (5). Les publications ont pour le moment majo-
ritairement portées sur les études de réactivité atmosphérique des
produits de combustion du bois. Les études de toxicité réalisée plus
tardivement sont en cours de publication et ont fait I'objet de 6 com-
munications dans des congres a ce jour.
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Les nanoparticules manufacturées sont-elles

dangereuses pour la santé ?

Un besoin de comprendre les interactions entre
nanoparticules, poumon et rein

Le développement des nanotechnologies s’accompagne de la pro-
duction importante de nanoparticules (NP) avec pour conséquence
une exposition humaine potentielle. Les effets de ces NP sur la santé
restent largement méconnus. Leur principale voie d’entrée est la
voie respiratoire mais des cibles secondaires sont possibles car elles
auraient la capacité de franchir les barrieres tissulaires et donc de
se retrouver dans le sang. Le projet NANOTOX avait pour objectif
d’étudier, en fonction de leur caractéristiques physico-chimiques
(taille, composition chimique et réactivité de surface), des NPs déja
largement utilisées dans I'industrie : oxyde de titane et noir de car-
bone, et d’analyser :

1. les capacités et les modalités de leur accumulation dans les prin-
cipales cellules cibles de I'appareil respiratoire et la réponse des cel-
lules rénales chargées de leur élimination ;

2. leurs effets oxydatifs et inflammatoires susceptibles de conduire
a des pathologies inflammatoires du poumon (asthme et broncho-
pneumopathie chronique obstructive). Leur passage dans le sang
étant probable nous avons évalué leurs effets sur la circulation pul-
monaire et sur I'organe impliqué dans leur élimination : le rein.

L’approche expérimentale pour I’étude des
effets biologiques des nanoparticules

Les NP utilisées ont été des nanosuies spécialement générées et ca-
ractérisées pour cette étude par un des partenaires. Leur cytotoxicité a
été comparée a celle des particules de noir de carbone commerciales
ainsi qu’a celle des NPs métalliques d’oxyde de titane. Leur internali-
sation par les cellules a été étudiée par microscopie €lectronique, en
microscopie confocale et cytométrie en flux.

Les effets biologiques ont été étudiés a la fois in vivo chez des rats
normaux ou présentant des pathologies respiratoires (modeles de
rats allergiques ou atteints de BPCO) et in vitro sur les différents types
cellulaires cibles : cellules épithéliales bronchiques, alvéolaires, endo-
théliales, musculaires et rénales. Les mécanismes moléculaires res-
ponsables des réponses adaptatives ou pathologiques ont été déter-
minés :

- interactions avec des récepteurs membranaires, activation de voies
de signalisation, de facteurs de transcription et de genes, en particulier
proinflammatoires et proapoptotiques ;

- caractérisation et role du stress oxydant dans les réponses obser-
vées. A l'issue de ces recherches il a été possible d’identifier les ca-
ractéristiques des NPs a I'origine de leur accumulation et des effets
biologiques.

Résultats majeurs

NANOTOX a permis de mettre en évidence I'importance de la taille
et de la composition chimique des NPs dans leurs effets biologiques.
Elles sont facilement internalisées dans les cellules pulmonaires, en-
dothéliales et rénales. Bien que peu cytotoxiques, elles y induisent un
stress oxydatif responsable de la sécrétion de protéines pro-inflam-

Des nanoparticules fluorescentes en vert sont internalisées dans des cellules
bronchiques humaines dont on distingue le cytosquelette de microtubules en
rouge et le noyau en bleu. L'observation a été réalisée au microscope confocal

NANOTOX est coordonné par le Laboratoire de Cytophy-
siologie et Toxicologie Cellulaire (Université Paris Diderot). Il
associait deux Unités INSERM (E 0356 Bordeaux 2 et U 700
Paris Diderot), deux autres laboratoires de recherche publique
(Bordeaux 2 et UPFL), le LEPI (Laboratoire des Particules
Inhalées) et une équipe de I'INERIS (Institut national de I'envi-
ronnement industriel et des risques). Il a débuté en décembre
2005 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’un finance-
ment ANR de 125 k€ pour un montant global de 1,47 ME.

matoires retrouvée au niveau cellulaire comme chez I'animal. Ceci
pourrait expliquer leur capacité a augmenter la réponse a I'allergene
chez des animaux sensibilisés. Enfin, les résultats obtenus, a la fois
au niveau des vaisseaux sanguins isolés et sur les cellules endothé-
liales, suggerent que les NPs exercent un effet délétere sur I'noméos-
tasie vasculaire, ce qui pourrait contribuer au déclenchement ou a
I’aggravation de pathologies cardiovasculaires.

Production scientifique et brevets

Le projet a donné lieu a trois theses dont I'une a 'université de Lau-
sanne dans le cadre de la collaboration avec I'UPFL ainsi qu’a 11
publications dans des revues internationales a comité de lecture et
de premier rang dans le domaine concerné, par exemple Environ-
mental Health Perspectives, Toxicology and Applied Pharmacology,
Tox Letters, Particle and Fiber Toxicology. Les résultats ont été pré-
sentés dans de nombreux congres nationaux et internationaux, ce
qui a permis I'intégration de certaines équipes dans des projets euro-
péens : NANOSAFE, NANOTEST, ENPRA.
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Quel impact des Nanotubes de Carbone
sur la santé et sur Uenvironnement ?

Un point sur I’écotoxicité et la toxicité cellulaire
des nanotubes de carbone

"objectif du projet NTCTOX a concerné I'étude de I'mpact sur la
santé et sur I'environnement des nanotubes de carbone (NTC), en
utilisant comme matériel d’étude les NTC bi parois synthétisés et
caractérisés au CIRIMAT. Le fait de disposer d’échantillons homo-
génes préparés et caractérisés directement au sein du consortium
a permis de réaliser une étude comparative unique en son genre a
la fois du potentiel toxique et écotoxique des NTC, tout en démon-
trant d’une part, I'importance de la dispersion et de la fonctionna-
lisation des NTC et d’autre part, les biais induits par le choix des
tests de toxicité et le type de modele cellulaire (immortelles on non).

Mise au point de protocoles d’étude adaptés
aux Nanotubes de Carbone

"étude de la toxicité des NTC est complexe car le terme « nanotube
de carbone » rassemble dans les faits de nombreuses variantes en
termes de morphologie (longueur, nombre de parois) et de pureté
(structurale et chimique, par exemple la présence de catalyseurs
résiduels). Ces parametres ayant une influence considérable sur
I'interaction des NTC avec leur environnement, il est nécessaire de
les maitriser parfaitement pour pouvoir comparer différents échan-
tillons. La grande force du projet vient de la capacité du CIRIMAT a
la fois a synthétiser des échantillons de NTC de grande qualité et de
les disperser dans 'eau de fagon optimisée, mais aussi de pouvoir
les modifier chimiquement (purification, modification de la chimie de
surface) tout en les caractérisant de fagcon approfondie. Il a ainsi été
possible de comparer 'influence des mémes lots de NTC sur dif-
férents modeles cellulaires (in vitro) et animaux (in vivo). Le projet a
aussi permis d’analyser dans quelle mesure I'état d’agglomération
influence la toxicité des NTC, et de mettre au point des protocoles
de dispersion adaptés aux études de toxicité, en particulier au niveau
environnemental.

A gauche : larves de xénope lors d’une exposition aux NTC en laboratoire ;
a droite : macrophages humains se regroupant autour d’agglomérats de NTC

Le projet NTCTOX a été coordonné par le CIRIMAT (UMR 5085).
Il a associé I'lnserm (Biomatériaux et réparation tissulaire, U577)
et I'Institut Louis Bugnard (UMR MD3, EA2405) ainsi que Ecolab
(UMR 5245). Il a débuté en décembre 2006 pour une durée de
36 mois. Il bénéficie d’un financement de 300 k€ pour un mon-
tant global de 742 k€.

Résultats majeurs

Les premieres données de toxicité des NTC sur les cellules de revé-
tement des cavités nasales ont montré, en culture, un effet délétere
pour des concentrations élevées - mais I'extrapolation a ’homme
reste délicate. L'interaction avec les macrophages, en premiere ligne
des défenses immunitaires, a mis en évidence I'apparition de réac-
tions inflammatoires complexes, avec notamment I'activation de
l'inflammasome. Au niveau environnemental, les concentrations a
partir desquelles des effets sont notés sont a priori bien supérieures
a celles qui pourraient étre observées, hormis situation accidentelle.

Production scientifique et brevets

Les résultats de cette étude ont conduit a la publication de 6 articles
dans des revues scientifiques internationales a comité de lecture, ain-
si que plus de 40 communications lors de conférences (5 invitations a
des congres internationaux, 3 invitations a des congres nationaux, 12
communications orales a des conférences internationales et 8 a des
conférences nationales, et 13 affiches dont 10 lors de conférences
internationales). Deux communiqués de presse ont aussi été publiés
par le CNRS.
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Premiers pas vers l'identification des relations entre cytotoxicité
aigUe in vitro et les propriétés physicochimiques des nanoparticules

Approche multidisciplinaire pour la
compréhension de I'impact des nanoparticules
sur la biologie cellulaire

Les nanoparticules (NPs) peuvent constituer une innovation majeure
dans différents domaines, car leur taille permet I'émergence de pro-
priétés inédites de la matiere. Or il semblerait que les nanoparticules
fabriquées par ’'homme puissent avoir des effets déléteres sur la san-
té. Les déterminants de ces effets sont complexes et feraient interve-
nir différentes caractéristiques des particules telles que le nombre, la
composition, la forme, I'état physico-chimique de surface.

Le projet Partox visait & développer, par une approche multidiscipli-
naire, un instrument spécifique et intégré de type ‘Puce a cellules’
dédié a la compréhension de I'impact des NPs sur la biologie cellu-
laire, afin de développer des outils d’évaluation standardisés sur cel-
lules en culture a haut débit. Plus précisément, le projet comprenait
deux volets :

- approfondir la toxicologie des NPs les plus répandues sur le mar-
ché : les silices ultrafines, le dioxyde de titane et I'oxyde de zinc ultra-
fins ; mettre en lien I'effet toxique avec leurs caractéristiques géome-
triques, structurales, physiques et chimiques.

- développer une technologie permettant de caractériser la cytotoxi-
cité des NPs par I'analyse du phénotype de cellules cultivées sur une
lame de verre (Cell on Chip ou puces a cellules).

Biopuces a cellules innovantes pour
I’évaluation de I'impact de nanoparticules sur
des cellules en culture

Un nouveau dispositif a été mis au point au cours de ce projet per-
mettant I'incorporation des NPs dans des matrices gélifiées et le
dépdt des complexes NPs-matrice sur des lames supports au
sein d’une configuration massivement paralléle (‘biopuces nanos’
sur le schéma). La culture de cellules sur ces plots est réalisée
pour des durées variables. Elle permet d’étudier, par la suite, I'in-
fluence des NPs sur différents parameétres cellulaires par microsco-
pie épifluorescente (cytotoxicité, prolifération, dommages a I'’ADN).

Résultats majeurs

Les résultats obtenus dans la premiere partie, c’est-a-dire la syn-
thése et la caractérisation physicochimique des nanomatérieux
commerciaux et élaborés par le consortium (avec des exemples de
nanoparticules de SiO2, TiO2 et ZnO), ont permis de constituer une
bibliotheque d’une soixantaine de nanoparticules décrites selon leur
nature par diffraction X, leur distribution de taille et morphologie par
microscopie électronique en transmission, leur surface spécifique et
leur potentiel z&ta. Le modele de « fiche technique » par nanoparti-
cule que nous avons proposeé, avec un tableau des caractéristiques
détaillées, est un premier pas vers une standardisation dans la créa-
tion de base de données de nanomatériaux.

Etant donné la durée trés courte du projet, I'objectif de la deuxieme
partie, qui consistait au développement d’une technologie permet-
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‘Biopuces nanos’ pour I'analyse automatique de I'effet de nanoparticules in
vitro : I'ajout de cellules en suspension sur la ‘biopuce nano’ permet d’ac-
crocher une centaine de cellules par plot (solution séchée de NP+matrice
extracellulaire) sur la lame de verre. Au final I'effet des NPs est analysé dans
chaque cellule a l'aide de marqueurs fluorescents rapporteur de toxicité

Le projet PARTOX coordonné par ARMINES-MINES ParisTech
associait ARMINES CEP/SCPI et ARMINES/CdM), CEA/Labo-
ratoire Biopuces ainsi que ARMINES/CMM et ARMINES/CBIO.
Le projet a débuté en décembre 2007 pour une durée de 12
mois. Il a bénéficié d’un financement de 349 k€ pour un colt
global de I'ordre de 900 k€.

tant de caractériser la cytotoxicité des nanoparticules par analyse
du phénotype de cellules cultivées en lame de verre, a été limitée
a une étude de la faisabilité de I'approche. Un nouveau projet ANR
(Mesonnet, ANR P2N 2010-2014, coordonné par le CEREGE) per-
met de développer le concept de la ‘biopuce nano’ afin d’analyser
I'effet de plusieurs NPs in vitro dans des cellules et in vivo dans des
petits organismes rapporteurs d’eco-toxicité

Production scientifique et brevets

Ce projet a donné lieu a une publication dans une revue international
de rang A, une autre est en cours de finalisation.

Déc. 2012
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Effets des nanotubes de carbone (NTC)
sur U'appareil respiratoire

Analyse du réle de caractéristiques
physico-chimiques des NTC dans leurs effets
biologiques

Les nanotubes de carbone (NTC) sont des matériaux structurés a
I’échelle nanométrique, de plus en plus développés industrielle-
ment compte tenu de leurs propriétés physiques (dureté, conduc-
tion, résistance notamment). Le NTC est constitué¢ d’'une partie
quasi-cylindrique formée par un plan de graphene enroulé sur Iui-
méme et fermé a ses deux extrémités par deux demi-fullerenes. Il
existe deux catégories de nanotubes de carbone : les SWCNT
(single-wall carbon nanotubes) et les MWCNT (multi-wall carbon
nanotubes) composés respectivement d’un seul ou de plusieurs
feuillets de graphéne emboités les uns dans les autres comme des
poupées russes. Face aux utilisations industrielles croissantes des
NTGC, il existe un risque toxicologique potentiel de ces molécules,
en rapport avec leurs propriétés physico-chimiques, spécialement
lors d’une exposition par voie respiratoire. Ce risque, qui concerne
les usagers et les travailleurs des industries des nanotechnolo-
gies, était peu caractérisé quand le projet fut présenté et financé
par 'ANR (appel a projets 2006). L objectif principal du projet était
d’évaluer de la relation entre les effets toxicologiques respiratoires
des NTC et leurs caractéristigues physico-chimiques (dimen-
sions, présence de métaux, état d’agglomération, état de surface).

Des SWCNT et MWCNT ont été utilisés et caractérisés par diffé-
rentes techniques des sciences des matériaux appliquées a la bio-
logie. Il s’agit du fruit d’une étroite collaboration entre les physiciens
et les biologistes participant au projet. Un aérosol de SWNTC a été
généré a partir d’une poudre de ce matériau et des animaux ont
été exposés pendant 4 jours. L'aérosol a été tres bien caractérisé. Il
s’agit d’'une des premiéres tentatives de génération d’un aérosol de
NTC. Une technique d’imagerie pulmonaire utilisant le gaz hélium 3
hyper polarisé a été mise au point afin de visualiser des NTC dans
Iarbre respiratoire sans modification de leurs caractéristiques phy-
sico-chimiques.

Observation de macrophages de souris exposés a des nanotubes de
carbone pendant 24 heures
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Les fleches indiquent la présence de nanotubes de carbone a I'intérieur des
cellules, au niveau de vacuoles.

Par microfluorescence X, la présence de Fer (Fe) et de Calcium (Ca)

est détectée au niveau du signal phosphore (P) obtenu pour la cellule.

RespiNTTox est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par I'Unité Inserm 955, Equipe 4, Créteil et qui associe
le CNRS, Laboratoire de Physique des Solides (UMR CNRS
8502, Orsay), I'INERIS, Equipe Toxi, Verneuil en Hallate, I'In-
serm U664, Rouen et le CNRS, Créatis-LRMN, Laboratoire de
Résonance Magnétique, Lyon. Le projet a débuté en décembre
2006 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’un finance-
ment ANR de 250 k€ pour un colt global de I'ordre de 912 k€.

Résultats majeurs

Les résultats majeurs du projet ont été les suivants :

- 'obtention et caractérisation fine de différents types de nanotubes
de carbone ;

- la mise en évidence du role de la taille et de la réactivité de surface
de nanotubes de carbone dans leurs effets cytotoxiques et inflam-
matoires. L'équipa a également démontré le role de I'augmentation
du calcium endogene et de I'état d’agrégation des nanotubes dans
ces phénomenes ;

- la génération d’un aérosol de nanotubes de carbone et analyse des
effets pulmonaires chez le rat ;

- 'analyse des modifications du fer contenu dans des nanotubes de
carbone a l'intérieur de cellules inflammatoires.

Production scientifique et brevets

Le projet a donné lieu a 6 publications dans des journaux internatio-
naux a comité de lecture (dont deux dans Nanoletters). Deux autres
publications sont soumises pour publication.

Le projet a donné lieu également a des nombreuses présentations
dans des congres nationaux et internationaux. On décompte 17
communications affichées (dont 11 dans des réunions internatio-
nales) et 14 communications orales (dont 7 dans des réunions inter-
nationales).
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L’exposition 3 des nanoparticules pourrait-elle étre
détectée en analysant quelques cellules ?

Signature biologique de I'exposition de
travailleurs ou de la population a des
nanoparticules

Les nanoparticules sont introduites dans de nombreux produits de
la vie courante, notamment dans des produits cosmétiques, alimen-
taires et matériaux de construction, alors que leur innocuité n’a pas
été scientifiquement démontrée. Les ouvriers travaillant dans les
usines de production y sont potentiellement exposés de fagon chro-
nique. Les organes cibles sur lesquels les effets toxiques pourraient
apparaitre sont le poumon, en cas d’inhalation, la peau, lorsqu’un
produit contenant des nanoparticules y est appliqué, les organes du
systeme gastro-intestinal, en cas d’ingestion. D’autre part les nano-
particules pourraient traverser barrieres physiologiques, et ainsi at-
teindre la circulation sanguine, conduisant a leur dissémination dans
des organes secondaires, notamment le foie et les reins. Depuis une
dizaine d’année, les recherches visant a expliciter les effets toxiques
de ces matériaux se multiplient. L'objectif de ce projet était de recher-
cher une réponse des cellules qui serait spécifique de I'exposition a
des nanoparticules, et qui pourrait servir d’indice permettant de dé-
tecter une exposition accidentelle des travailleurs ou de la population.

Identification sur des modéles in vitro d’'une
réponse cellulaire spécifique a I’exposition a
des nanoparticules

Des nanoparticules, choisies parmi les plus produites a I'échelle mon-
diale, ont été appliquées sur des cellules cultivées en laboratoire (cel-
lules de poumon, foie, rein). Ainsi ont été testés des oxydes métalliques
(titane et aluminium, présents dans des peintures et cosmétiques),
des nanotubes de carbone (produits & usage sportif et industrie des
transports), des carbures de silicium (présentes dans des céramiques),
mais également des nanoparticules d’or et d’argent, de silice et de
silicium. L’accumulation et la répartition cellulaire des NP dans les cel-
lules a été caractérisée (microscopie électronique), ainsi que les effets
cytotoxiques (mortalité cellulaire), génotoxiques (dommages a I’ADN)
et oxydatifs. Une approche globale, par transcriptomique, a également
été appliquée pour comparer les modulations dans I'expression des
genes d’un méme type cellulaire, exposé aux différentes nanoparti-
cules et des différents types cellulaires, exposées aux nanoparticules
les plus réactives. L'analyse de I'ensemble des résultats a conduit a
I'identification d’une réponse a I'exposition a des nanoparticules.

SIGNANOTOX évalue les effets de nanoparticules sur des cellules en culture :
cyto- et génotoxicité, stress oxydant, modulation de I'expression des genes,
accumulation et répartition cellulaire

SIGNANOTOX est coordonné par le laboratoire Structure et
Dynamique par Résonance Magnétique (CEA Saclay), et asso-
ciait le Laboratoire Francis Perrin, CEA Saclay, le Laboratoire
de physico-chimie des matériaux luminescents, Université de
Lyon, le Centre de neuroscience de Paris Sud, le Laboratoire
lésions des acides nucléiques, CEA Grenoble et le Centre In-
ternational de Toxicologie, Evreux. Le projet a débuté en dé-
cembre 2007 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d'un
financement ANR de 320 k€ pour un colt global de 560 k€.

Résultats majeurs

Les nanoparticules testées induisent des effets cytotoxiques mo-
dérés (< 30 % de mortalité cellulaire apres exposition a des doses
massives), en revanche elles générent un stress oxydant dans toutes
les cellules testées, mais qui n’entraine pas de modification majeure
dans leur activité anti-oxydante. Certaines nanoparticules pro-
voquent des dommages sur I'’ADN, cassures ou lésions oxydatives.
La recherche de genes communs, modulés par toutes ces nanopar-
ticules, montre qu’il ne semble pas exister de signature toxicologique
commune a I'ensemble des nanoparticules, méme si des tendances
se dégagent.

Production scientifique et brevets

Plusieurs articles ont été publiés dans des journaux de renommeée in-
ternationale (Nanotoxicology, Toxicology, Toxicology Letters). Chaque
article décrit les effets d’un type de nanoparticule sur une lignée cel-
lulaire. Un article de synthése paraitra sous peu, combinant les don-
nées acquises sur I'ensemble des nanoparticules et types cellulaires.

Déc. 2012
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Programme CES édition 2010
TITANIUMS

Nanoparticules : risques ou bénéfices pour la
santé et I’environnement ?

Les nanotechnologies représentent un enjeu technologique et
économique majeur dans le secteur industriel et pour la socié-
té. Elles permettent des innovations majeures dans de nom-
breux domaines : santé, énergie, information, transports, sé-
curité... Cependant, la grande diversit¢ des nanomatériaux,
'augmentation significative des quantités produites ainsi que leur
présence dans de nombreux composés d’utilisation quotidienne
soulevent de trés nombreuses interrogations quant aux risques
potentiels sur la santé des populations et sur I'environnement.
Ainsi, le projet s’attache a développer des méthodes qui permet-
tront de détecter les nanoparticules de dioxyde de titane au sein
de systemes biologiques complexes (cellules humaines, nématode)
et a définir les conséquences biologiques induites par ces mémes
nanoparticules en combinant I'expertise de chimistes, de physiciens
et de biologistes afin de définir quels sont les parametres physico-
chimiques des nanoparticules qui sont associés au développement
d’effets potentiellement néfastes pour la santé et/ou I'environnement.

Un accélérateur de particules au service de la
détection des nanoparticules

Le projet TITANIUMS integre I'expertise de disciplines complémen-
taires afin de combiner des techniques de synthese, de caractérisa-
tion ou d’analyse de composés métalliques de taille nanométrique
au sein des cellules. Il combine I'expertise de chimistes afin de syn-
thétiser et de caractériser ces nanoparticules dont les tailles, formes,
structures et réactivités chimiques seront controlées et prédéfinies
afin de les suivre a I'échelle cellulaire, I'expertise de physiciens afin
de détecter la présence des nanoparticules dans les cellules, et I'ex-
pertise de biologistes afin d’étudier les effets biologiques induits par
I'exposition & des nanoparticules.

originalité du projet réside dans la mise en ceuvre de I'analyse par
faisceau d’ions. Grace a I'accélérateur de particules de la plateforme
AIFIRA, les cellules sont analysées par bombardement d’ions (H+/
He+) révélant ainsi la distribution des éléments chimiques et la loca-
lisation cellulaire des nanoparticules. Les nanoparticules sont ainsi
détectées, précisément quantifiées au sein des cellules et les alté-
rations physiologiques induites par la présence de nanoparticules
révélées par des modifications de I’homéostasie ionique.

Nanoparticules et Imageries a Haute Résolution. a) Nanoparticules de dioxyde de
titane observées en microscopie électronique (dioxyde de titane, P25, Degussa/
Evonik). Le comportement de ces nanoparticules est observé en microscopie
confocale dans des lignées cellulaires de peau humaines (b) ou des nématodes (C.
elegans). Les fibres contractiles d’actine sont visualisées en rouge (a I'aide de la
phalloidine), I’ADN des cellules en bleu (a I'aide du Hoechst33342), les nanopar-
ticules en vert (apres modification chimique de surface a I'aide de la fluorescéine)

TITANIUMS est coordonné par 'UMR 5797-Université Bor-
deaux CNRS/IN2P3-Centres Etudes Nucléaires Bordeaux Gra-
dignan, en collaboration avec I'UPR 9048-Institut Chimie Ma-
tiere Condensée Bordeaux et 'INSERM U869-Institut Européen
Chimie Biologie. Le projet a débuté en janvier 2011 pour une
durée de 48 mois. Il bénéficie d’un financement ANR de 488 k€
pour un montant global de 1,9 M€.

Résultats majeurs

Les différentes techniques d’analyses et d’imagerie permettront une
description détaillée des mécanismes biologiques induits par les
nanoparticules. Ainsi, il sera possible de déterminer en fonction des
propriétés des nanoparticules, les mécanismes qui définissent leur
bio-distribution a I'échelle cellulaire, leurs sites de bioaccumulation,
leur bio-persistance et donc les conséquences biologiques asso-
ciées. La définition des propriétés physico-chimiques associées a la
toxicité permettra de créer dans le futur des nanoparticules biocom-
patibles et respectueuses de I'environnement.

Production scientifique et brevets

Ce projet a déja donné lieu a une publication dans une revue inter-
nationale de rang A.
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Asthme, maladies respiratoires et cardiovasculaires

Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

BIO2NEA

INCAA

MEGATOX

MESOTHELIOME

NANOBIOTOX

PAISIM

PASTHMA17

SOUDONANO

Marqueurs biologiques appartenant aux chemins
physiopathologiques oxydant et nitrosant en relation
avec I'environnement et I'asthme

Impact de I‘exposition aux nanotubes de carbone sur
la survenue et la sévérité de I'asthme allergique

Caractérisation chimigue et toxicité des aérosols dans
les mégacités

Modélisation génétique du mésothéliome pour la mise
en évidence de marqueurs d'exposition et de
marqueurs d'effets de I'exposition a des fibres
minérales dans le mésothéliome et dans le cancer
broncho-pulmonaire d aux fibres d'amiante

Conséquences toxicologiques de I'exposition
pulmonaire aux nanoparticules biodégradables

Pollution atmosphérique, inégalités sociales
et infarctus du myocarde

Implication des hydrocarbures polycycliques
aromatiques dans la polarisation Th17 dans I'asthme
sévere

Role des nanoparticules métalliques dans les
altérations pulmonaires induites par I'exposition aux
fumeées de soudage

De I'environnement a I'asthme : des marqueurs
biologiques pour mieux comprendre la maladie

Nanotubes de carbone : quels risques pour la santé
respiratoire des individus asthmatiques ?

La toxicité des aérosols dans les mégapoles

’analyse génomique des cancers dis a I'amiante a
un intérét épidémiologique et thérapeutique

Risques liés a I'exposition pulmonaire aux médica-
ments nanoparticulaires

Pollution atmosphérique, inégalités sociales
et infarctus du myocarde

Implication des polluants dans la réponse
immune de I'asthme sévere

Un r6le pour les nanoparticules dans les altérations
pulmonaires des patients soudeurs ?
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De environnement a Uasthme :

des marqueurs biologiques pour mieux comprendre la maladie

Etudier les associations entre I’environnement,
des marqueurs biologiques et I'asthme

Pres de 300 millions de personnes souffrent d’asthme dans le monde.
"asthme est une maladie complexe et hétérogéne, multifactorielle,
résultant de facteurs génétiques et environnementaux. Jusqu’a ce
jour, les mécanismes sous-jacents qui jouent un réle dans la survenue
et le développement de I'asthme sont mal connus. Pour répondre a
cette question, disposer de mesures (marqueurs) biologiques, et étu-
dier leurs associations avec I'environnement et la maladie est d’un
grand intérét. Le projet BIO,NEA s’inscrit dans ce contexte et explore
un continuum entre I'environnement et I'asthme avec pour objectif
principal de mieux comprendre le réle de deux voies métaboliques
qui sont les réponses de I'organisme face a la production de dérivés
réactifs de I'oxygene et de 'azote. Les expositions environnemen-
tales étudiées dans ce projet sont le tabac, I'alimentation, la pollution
atmosphérique (ozone, dioxyde d’azote et particules) et I'exposition
professionnelle aux produits de nettoyage. L'asthme, sa sévérité, et
la fonction ventilatoire (mesure du souffle) sont étudiés. Les résultats
obtenus permettront d’accroitre les connaissances dans le role des
facteurs environnementaux intervenant dans les phases précoces de
I'asthme et donc aideront a sa prévention, et dans la pertinence de
marqueurs biologiques pour évaluer I'exposition et étudier la maladie.

EGEA (étude Epidémiologique des facteurs
Génétiques et Environnementaux de I’Asthme),
une vaste étude épidémiologique frangaise sur
I'asthme

Le projet BIO,NEA est construit dans un contexte multidisciplinaire
avec des spécialistes en épidémiologie respiratoire, en statistiques,
en biologie et en génétique. Il s’appuie sur une vaste enquéte épi-
démiologique longitudinale sur I'asthme : I'étude Epidémiologique
des facteurs Génétiques et Environnementaux de I’Asthme (EGEA,
http://cesp.vjf.inserm.fr/egeanet/). Les données recueillies par ques-
tionnaires détaillés, les examens réalisés dans le cadre de cette étude
(prise de sang, tests allergiques, mesures du souffle) et la collection
biologique qui a été constituée ont obtenu une certification ISO 9001.
A partir de questionnaires alimentaires, les consommations journa-
ligres en nitrites et nitrates des sujets participant a I'étude ont été
calculées. Les marqueurs biologiques sont mesurés dans le sang et
dans le condensat de Iair expiré qui est un fluide proche du poumon,
obtenu par refroidissement de I'air expiré. Des mesures de six mar-
queurs biologiques ont été réalisées chez environ 1400 sujets.

3) Maladie

Architecture du projet BIO2NEA. Etude épidémiologique chez 1600 adultes

BIO,NEA est un projet de recherche fondamentale coordonné
par I'équipe d’épidémiologie respiratoire et environnementale
de l'unité 1018 de 'INSERM Villejuif. Il associe aussi les uni-
tés 823 (équipe 11) et 946 de 'INSERM, et le département de
physiologie (EA2689) de I'Université de Lille 2. Le projet a com-
mencé en octobre 2009 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie
d’un financement ANR de 330 k€ pour un colt global de I'ordre
de 1,23 ME.

Résultats majeurs

Les premiers résultats marquants du projet ont porté sur les associa-
tions entre consommation alimentaire, tabac, expositions profession-
nelles, polluants atmosphériques et les niveaux de nitrites/nitrates
dans le sang et le condensat de I'air expiré. Lintérét de disposer
de mesures de marqueurs biologiques dans le sang mais également
dans un fluide pulmonaire a été mis en évidence. L'étude des asso-
ciations avec la maladie est en cours. Le projet a déja donné lieu a de
nouvelles collaborations.

Production scientifique et brevets

Les travaux réalisés et les résultats obtenus a ce jour ont donné lieu
a sept communications dans des conférences internationales, dont
deux primées, et trois articles scientifiques dans des revues inter-
nationales a comité de lecture, dont un publié, un en révision et un
soumis. Ces communications et ces articles couvrent des champs
aussi divers et variés que celui de la préparation des échantillons
sanguins, des liens entre expositions environnementales et niveaux
de marqueurs biologiques, et de la génétique.
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Nanotubes de carbone : quels risques pour la santé
respiratoire des individus asthmatiques ?

L’exposition aux nanotubes de carbone peut-
elle faciliter le développement de la maladie
asthmatique ou aggraver sa sévérité ?

Le développement des nanotechnologies laisse craindre une
exposition professionnelle et environnementale accrue des indi-
vidus aux nanoparticules manufacturées. Or, d’'un point de vue
physico-chimique, les nanoparticules manufacturées s’apparen-
tent aux particules ultrafines qui composent la pollution atmosphé-
rique urbaine et dont la toxicité respiratoire et I'effet adjuvant sur
la réponse allergique ont été largement décrits. Le développement
des nanotechnologies suscite donc des inquiétudes en termes de
santé respiratoire, en particulier pour des sujets vulnérables, tels
les asthmatiques. Les nanotubes de carbone (NTC), déja utilisés
a I'échelle industrielle, sont les nanoparticules manufacturées pour
lesquelles les risques d’exposition sont les plus grands. Dans ce
contexte, I'objectif principal de ce projet est de définir si I'exposi-
tion aux NTC est susceptible de faciliter le développement d’aller-
gies respiratoires et/ou d’aggraver I'inflammation asthmatique. Ces
connaissances fourniront aux pouvoirs publics des éléments de
base a la prise de décision concernant les risques respiratoires qui
pourraient émerger suite au développement des nanotechnologies.

Etudier les effets des nanotubes de carbone

a parois multiples sur la sensibilisation a
I'allergéne et la réaction asthmatique allergique
grace a deux approches complémentaires

INCAA est mené sur des NTC a parois multiples et fait appel a deux
approches complémentaires : 1- une approche expérimentale chez
la souris, qui permet d’apporter des données sur le réle de I'exposi-
tion aux NTC dans la survenue de I'asthme, données qui, pour des
raisons éthiques évidentes, ne peuvent étre obtenues chez I’homme,
et 2- une approche clinique sur des cellules sanguines de patients
asthmatiques allergiques et de sujets sains, afin d’appréhender I'im-
pact des NTC sur la réponse a I'allergene chez 'homme. L objectif
est de tenter de répondre aux questions suivantes :

- pour quels niveaux d’exposition les NTC ont un impact sur la sensi-
bilisation a I'allergene et/ou sur la sévérité de la réaction asthmatique
allergique ?

- la capacité des NTC a faciliter le développement d’allergies respira-
toires est-elle liée a I'activité adjuvante de ces nanoparticules ?

- I'effet aggravant des NTC sur la réaction asthmatique est-il li¢ a une
action pro-inflammatoire de ces particules et/ou a leur capacité a
induire un remodelage des voies aériennes ?

- quel est le lien entre I'activité des NTC et leur distribution dans les
poumons ?

Image en microscopie électronique montrant la présence de NTC dans les
macrophages alvéolaires d’une souris exposée a ces nanoparticules

INCAA est un projet de recherche fondamentale associant
I'Université de Strasbourg, le CNRS, et I'Institut de Génétique
et de Biologie Moléculaire et Cellulaire. Il a débuté en octobre
2008 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié d’un finan-
cement ANR de 250 k€ pour un budget global de 844 k€.

Résultats majeurs

Les travaux réalisés sur la souris ont montré que les NTC se dis-
tribuent de fagon uniforme dans les voies respiratoires, qu’ils sont
internalisés par différentes cellules pulmonaires ou infiltrées (macro-
phages, pneumocytes de type II, neutrophiles), et qu’ils induisent,
en fonction de la dose et du temps, une réponse inflammatoire et
un remodelage tissulaire. Les travaux de I'équipe sur des cellules
sanguines d’asthmatiques et de sujets sains ont montré que les
NTC sont capables de promouvoir la réponse immunitaire innée, et
d’interférer avec la réponse immunitaire allergique en augmentant la
réponse des cellules T ou en altérant la fonction des cellules présen-
tatrices de I'antigene.

Production scientifique et brevets

Les résultats obtenus a ce jour ont donné lieu a trois articles destinés
a étre publiés dans des journaux internationaux a comité de lecture.
Le premier de ces articles vient d’étre publié, le deuxieme est soumis,
le troisieme est en préparation. Au moins un article supplémentaire
devrait découler des travaux en cours ou restant a réaliser d’ici la fin
du contrat. Les résultats obtenus a ce jour ont également fait I'objet
de plusieurs communications dans des congres nationaux ou inter-
nationaux.

Déc. 2012
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La toxicité des aérosols dans les mégapoles

Programme pluridisciplinaire d’évaluation de la
toxicité des principales sources de pollution de
particules fines et ultrafines a Paris (France) et

Ouagadougou (Burkina-Faso)

"exposition a la pollution particulaire est reconnue pour avoir des
impacts néfastes sur le systéme cardio-respiratoire humain. Elle est
exacerbée dans nos zones urbaines qui sont le point de conver-
gence d’une multitude de sources d’aérosols dont I'empreinte phy-
sico-chimique et la toxicité restent encore mal appréhendées. Ce
projet pluridisciplinaire visait a relier les caractérisations chimiques et
toxicologiques de la pollution particulaire dans deux mégapoles aux
niveaux de pollution contrastés. Les partenaires de ce projet ont tra-
vaillé sur les mémes échantillons atmosphériques, ce qui a permis de
déconvoluer les sources principales de pollution particulaire, d’éva-
luer leur biodisponibilité au niveau pulmonaire, et de quantifier leurs
effets sur différentes cellules de I'appareil respiratoire humain. Les
réponses biologiques graduelles de ces cellules aux particules fines
et ultrafines ont été évaluées grace a I'utilisation d’échantillonneurs
d’aérosols performants. La réponse biologique a long terme a des
expositions répétées de particules a été abordée de maniere originale
grace a I'utilisation de cultures primaires d’épithélium bronchique.

Métrologie des échantillonnages d’aérosols
fins & ultrafins pour la biologie ; méthodologie
d’évaluation de la biodisponibilité des métaux
dans les poumons ; et développement d’un
modele d’étude in vitro des effets a long terme
des particules sur I’épithélium bronchique.

La stratégie expérimentale de ce projet a porté sur I’échantillonnage
d’aérosols urbains a des périodes de la journée ou ils présentent des
concentrations élevées en aérosols de combustion (trafic diesel et
chauffage au bois pour Paris ; trafic deux roues et cuisson au bois
pour Ouagadougou). A cette contrainte temporelle s’est ajoutée celle
de collecter des dizaines de mg d’aérosols fins et ultrafins nécessaires
aux études biologiques. L'achat, I'optimisation et le déploiement de
collecteurs d’aérosols (inexistants en France) ont représenté un pre-
mier verrou qu’il a fallu lever pour fournir aux partenaires (chimistes et
biologistes) des échantillons d’aérosols concentrés, résolus en taille,
et caractéristiques d’une source de combustion donnée. L'empreinte
chimique (plus de 50 constituants ioniques, métalliques, organiques)
de chacune de ces sources de combustion va constituer une base
de données tres complete pour expliquer les effets biologiques. Afin
d’étudier le devenir et les effets a long terme des particules sur I'épi-
thélium bronchique humain, une stratégie de traitements répétés des
cellules et d’analyse des effets sur les 5 semaines suivant la fin des
traitements a été développée.

Cellules épithéliales bronchiques humaines cultivées a I'interface air-liquide. Les
cellules ont été traitées 4 fois a 48h d'intervalles en début de phase de diffé-
renciation. 5 semaines apres le dernier traitement on voit encore des particules
(fleches) dans I'épithélium qui s’est différencié normalement (cellules ciliées)

MEGATOX associe le Laboratoire des Sciences du Climat et
de P'Environnement, CEA-CNRS-UVSQ, le Laboratoire des
Réponses Moléculaires et Cellulaires aux Xénobiotiques, Univ.
Paris Diderot, le Laboratoire d’Etude des Particules Inhalées
de la Ville de Paris, le Dpt Chimie et Environnement, Ecole des
Mines de Douai, le Laboratoire des Matériaux, Surfaces et Pro-
cédés pour la Catalyse, CNRS-Univ. Strasbourg, le Laboratoire
de Toxicologie, Institut Pasteur de Lille et le Laboratoire de Phy-
siologie Cellulaire Respiratoire, Univ. Bordeaux Il. Il a débuté en
décembre 2008 pour une durée de 48 mois. Il bénéficie d’un
financement ANR de 400 k€ pour un budget total de 2,27 M€.

Résultats majeurs

Les observations atmosphériques sur Paris ont montré que le tra-
fic diesel était la premiére source en nombre de particules ultrafines
sur I'année et que la contribution en masse des aérosols liés au
chauffage au bois dépassait celle du trafic sur les mois d’hiver. Une
méthodologie originale a été développée pour caractériser la bio-ac-
cessibilité au niveau des poumons des métaux trace présents dans
les aérosols. Une bio-persistance des particules dans I'épithélium a
été observée et associée a une réponse pro-inflammatoire et a une
sécrétion muqueuse.

Production scientifique et brevets

Les observations de suie menées sur Paris (1 article soumis et 2 en
préparation) contribuent a la réflexion menée au niveau (inter)natio-
nal sur la révision de la directive Européenne de la qualité de I'air
(2008/50/CE). L’évaluation de la bio-accessibilité des métaux dans
les poumons a fait I'objet d’une publication en 2011 et 1 article est
en préparation. Le modele d’étude des effets a long terme a été preé-
senté dans 2 congreés internationaux et 2 articles sont en préparation.
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L’analyse génomique des cancers dUs 3 Uamiante
a un intérét epidémiologique et thérapeutique

Identification de mutations spécifiques
dans des cancers provoqués par les fibres
d’amiante : mésothéliome et cancer du
poumon

"amiante est un cancérigéne reconnu qui pose des probléemes dans
le domaine de la santé publique et sur le plan médico-légal. Les
cancers résultant d’une exposition par inhalation, mésothéliome et
cancer du poumon, restent aujourd’hui un défi thérapeutique ma-
jeur, en raison de leur résistance aux traitements. La connaissance
des mutations génétiques provoquées par I'amiante dans ces can-
cers permet de préciser le mécanisme d’action et de définir des
marqueurs de I'exposition. Ces données sont utiles pour évaluer
le potentiel cancérogene de nouveaux agents, pour identifier des
molécules biologiques et/ou des voies de cancérogenese suscep-
tibles d’étre ciblées en vue de développer des traitements anti-tumo-
raux ou, éventuellement, pour définir des facteurs de susceptibilité.
Le projet visait a identifier des altérations plus spécifiquement liées a
I’action de I'amiante, d’une part en comparant les mésothéliomes hu-
mains a ceux induits chez la souris par I'amiante ; d’autre part, en étu-
diantle statut des génesaltérés dansle cancer du poumon chez des su-
jets exposés, comparativement a des sujets non exposés a I'amiante.

Analyse des mutations, par séquencage de
I’ADN, dans le mésothéliome et dans le cancer
du poumon

"approche scientifique retenue pour développer ce projet a com-
porté six étapes :

- mise au point de modéeles de mésothéliome chez la souris ; étude
d’altérations génétiques dans les mésothéliomes ainsi générés ;

- étude d’altérations génétiques dans des mésothéliomes humains ;
- validation de quelques genes sélectionnés, en tant que marqueurs
potentiels du mésothéliome résultant d’une exposition a 'amiante ;

- mise au point de modeles de mésothéliomes de souris, sans ex-
position a I'amiante ; et comparaison du statut de ces genes dans
le cancer du poumon, chez des sujets exposés et non exposeés a
I’amiante.

Mésothéliome associe 'UMR-S 674 et le Service de Patho-
logie Professionnelle du CHI Créteil. Il a débuté en décembre
2005 pour une durée de 44 mois. Il a bénéficié d’'un finance-
ment ANR d’un montant de 240 k€ pour un budget global de
2,4 ME. |l a été labellisé par le pole Sorbonne Paris Cité.

Résultats majeurs

Ce projet a permis :

- l'identification de genes mutés a la fois dans le mésothéliome hu-
main et dans les mésothéliomes provoqués par les fibres d’amiante,
chez la souris ;

- la mise en évidence d’altérations génétiques (1) différentielles entre
le mésothéliome et le cancer du poumon ; (2) communes, retrou-
vées a la fois dans le mésothéliome et dans le cancer du poumon,
seulement chez les sujets exposés a I'amiante. 'apport de données
concernant le statut biologique et étiologique de cancers induits par
I’amiante, chez 'Homme, ayant une signification clinique, diagnos-
tique et pronostique potentielle, et permettant de développer des
mésothéliomes sans exposition a I'amiante chez des souris. Etablis-
sement de partenariats pour étendre ces travaux a un plus grand
nombre de cas et a d’autres genes.

Production scientifique et brevets

Quatre articles ont été publiés dans des revues internationales a
comité de lecture (Carcinogenesis, Lung Cancer, Cell Death and Dif-
ferentiation et American Journal of Pathology) ; un article est actuel-
lement soumis dans le méme type de revue. Deux théses de PhD
ont été soutenues dans le cadre de ces travaux. Une dizaine de
communications ont été effectuées lors de conférences internatio-
nales ou nationales dans les domaines de la recherche biologique et
thérapeutique sur le mésothéliome, de la santé-environnement et de
la santé au travail.
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Programme CES édition 2009
NANOBIOTOX

Toxicité vis-a-vis de I’épithélium pulmonaire
des médicaments nanoparticulaires

"exposition aux nanoparticules pourrait étre susceptible de favoriser
des effets toxiques importants tels qu’une réponse inflammatoire ou
encore des réactions allergiques. Si certains effets déléteres ont été
mis en évidence pour des nanoparticules manufacturées a usage
industriel, des particules métalliques ou encore des nanotubes de
carbone, il n’en est rien des nanoparticules biodégradables utilisées
en thérapeutique comme vecteurs de médicaments. En effet, dif-
férents types de nanoparticules sont envisagés pour une utilisation
clinique sans que des études approfondies n’aient été réalisées sur
leurs éventuels effets délétéres, particulierement au niveau des sites
d’administration ou d’exposition locaux : digestif, cutané et surtout
pulmonaire. Il est par conséquent important d’étudier ces effets pour
le patient, mais aussi pour I'environnement, puisque ces objets au
méme titre que d’autres produits de consommation devront étre
manufacturés dans des conditions particulieres. L'objectif du projet
est donc de déterminer comment les médicaments nanoparticulaires
préparés a partir de polymeres biodégradables interagissent avec les
cellules épithéliales pulmonaires et de mettre en évidence une éven-
tuelle toxicité vis-a-vis de cet épithélium.

Relier toxicité, physico-chimie et
biodisponibilité des nanoparticules

La méthodologie mise en ceuvre a pour but de corréler I'éventuelle
toxicité des nanoparticules a leur devenir tissulaire et cellulaire, ainsi
qu’a leurs propriétés physico-chimiques qui, dans le cas des poly-
meres biodégradables utilisés comme support aux médicaments
nanoparticulaires, peuvent étre finement modulées et controlées.
Plusieurs parametres semblent pertinents : le diamétre des nano-
particules, leurs propriétés de surface, leur possibilité de s’agréger.
Pour ce faire, il est nécessaire de réunir des connaissances autour
de trois axes principaux du projet : en amont, le développement et la
caractérisation des systemes nanoparticulaires représentatifs des fu-
turs candidats-nanomédicaments ; en biologie, a I'échelle cellulaire,
I'étude de la capture des nanoparticules par différentes populations
cellulaires d’origine pulmonaire et ses conséquences toxicologiques ;
enfin, a I'échelle de I'organisme, I’étude du devenir des nanoparti-
cules par inhalation sur des modéles animaux murin et les consé-
quences toxicologiques.

Image prise en microscopie confocale de nanoparticules biodégrdables (en rouge)
piégées dans la couche de mucus (en vert) et internalisées (sous la couche de
mucus) par des cellules bronchiques cultivées en monocouche - © : Simona Mura

NANOBIOTOX est un projet pluridisciplinaire qui associe :
'UMR CNRS 8612, I'Unité Inserm U996 et I'Institut Albert Bon-
niot, Unité Inserm U823. Le projet, qui a démarré en décembre
2009 pour une durée de 3 ans, a bénéficié d’un financement
ANR de 540 k€ pour un montant total de 1,07 M€.

Résultats majeurs

Le premier résultat marquant a cette étape du projet a été de montrer
que les nanoparticules biodégradables de PLGA sont internalisées
par les cellules bronchiques Calu-3, mais n’induisent aucune toxi-
cité, méme a des concentrations trés élevées, ceci indépendamment
de leur chimie de surface. En particulier, elles ne présentent pas de
potentiel inflammatoire sur les cellules bronchiques, ni de toxicité sur
cellules dendritiques humaines et murines et ne modifient que tres
légérement le phénotype des cellules dendritiques.

Production scientifique et brevets

Ce projet a donné lieu a 3 publications scientifiques de rang A.



Pollution atmosphérique,
lnégalités sociales et infarctus du myocarde

Dans la majorité des pays développés, les indicateurs sanitaires
(mortalité, incidence, prévalence) de nombreuses pathologies
montrent que les populations défavorisées sont plus a risque que
des populations plus aisées. Des facteurs de risques d’inégalités
sociales de santé (ISS) comportementaux (consommation d’alcool,
de tabac, sédentarité...), psychosociaux (latitude décisionnelle au
travail, cohésion sociale...) et par le systeme de soins (accessibi-
lité...) sont établis, mais n’expliquent qu’une part de ces inégali-
tés, auxquelles pourraient contribuer les expositions aux agents
nocifs présents dans I'environnement. L'objectif général du projet
est de faire converger deux champs de recherche habituellement
étudiés de maniere indépendante («santé-environnement» et «iné-
galités sociales de santé»). L'équipe a choisi d’étudier les rela-
tions entre I'exposition a court terme a la pollution atmosphérique
ambiante, le statut socio-économique des populations et la sur-
venue de linfarctus du myocarde. Ce choix était justifi€ par I'exis-
tence d’un gradient socioéconomique pour cette pathologie, ainsi
que d’'un lien de causalité raisonnablement établi entre I'exposition
a la pollution atmosphérique et le risque d’infarctus du myocarde.

Cette étude écologique a été menée sur la Communauté Urbaine de
Strasbourg (CUS, 452 000 habitants). L'unité statistique spatiale est
I'IRIS 2000 de 'INSEE (2000 habitants en moyenne). Pour caractéri-
ser le niveau socio-économique des IRIS de la CUS, un indice com-
posite par analyse multidimensionnelle des variables de niveau so-
cio-économiques du recensement national de 1999 a été construit.
Les cas sont les infarctus du myocarde validés par le Registre des
Cardiopathies du Bas-Rhin chez les 35-74 ans de 2000 a 2008,
géocodés a leur IRIS de résidence. Les syndromes grippaux (réseau
Sentinelles de I'INSERM), les facteurs météorologiques (température,
humidité relative, pression atmosphérique) ont été retenus comme
facteurs de confusion potentiels. La pollution atmosphérique (PM,,
O, CO, NO, et SO,) a été modélisée grace au modele déterministe
ADMS-Urban pour toute la période d’étude, a la résolution de I'IRIS,
sur une base horaire et validée par des mesures de terrain. Cepen-
dant, la modélisation du SO, était insatisfaisante : ce polluant n’a pas
été inclus dans nos analyses. Les cas ont fait I'objet d’une analyse
cas-croisés stratifiée sur le temps.

Contaminants et environnements :
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Pourcentage d’augmentation du risque d’infarctus du myocarde associé a une
augmentation de 10 pg/m? des niveaux de PM, ; atmosphériques

(lag O-1 jour), par niveau de défaveur dans la Communauté

Urbaine de Strasbourg, 2000-2003

Cette étude épidémiologique a visée exploratoire d’un sujet non
encore étudié en Europe a rassemblé I'Institut d’Epidémiologie
et de santé publique de la Faculté de Médecine de I'université
de Strasbourg et I'Institut de la Veille Sanitaire, Saint Maurice.
PAISIM adébutéen 2006 pour une période de 36 mois. lla bénéfi-
cié d’unfinancement ANR de 26 k€ pour un colt global de 426 k€.

Résultats majeurs

Au total, 1198 cas d’infarctus du myocarde ont été recueillis. Les
quartiers de défaveur moyenne, localisés a proximité des principales
infrastructures routieres et autoroutieres, apparaissent comme les
plus exposés a la pollution liée au trafic. L'équipe a vérifie qu'il exis-
tait bien un gradient des inégalités socio-économiques de I'infarctus
quelque soit sa distribution dans I'espace a Strasbourg. Les obser-
vations de I’équipe, en accord avec la littérature, suggérent que le
risque d’infarctus augmente avec la défaveur, chez les hommes
comme chez les femmes. Le taux d’événements chez les hommes
est nettement supérieur a celui des femmes. L'age constitue un fac-
teur de risque quelle que soit la classe sociale considérée.

Production scientifique et brevets

PAISIM a donné lieu a une thése, 4 articles dans des revues de rang
A, un chapitre de livre, 8 communications dans des conférences
internationales, 1 communication dans une conférence nationale,
une conférence invitée. D’autres publications internationales sont en
cours de rédaction.
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Implication des polluants dans la réponse immune
de l'asthme sévere

Implication des hydrocarbures aromatiques
polycycliques dans la polarisation Th17 dans
I'asthme sévere

"asthme est une maladie fréquente dont la prévalence a augmentée
au cours des 20 dernieres années en relation avec des facteurs envi-
ronnementaux. Parmi ceux-ci, la pollution atmosphérique, et en par-
ticulier les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) favorisent
une polarisation de la réponse immune vers un profil Th2 caractéris-
tique de I'asthme allergique. Le probleme thérapeutique qui se pose
a I’heure actuelle concerne les asthmes séveres qui présentent une
infiltration de neutrophiles et un profil additionnel Th17 de la réponse
immune. Cette nouvelle sous population de lymphocytes helper
récemment décrite exprime le facteur de transcription Aryl hydrocar-
bon Receptor (AhR), dont les ligands comprennent entre autres les
HAP. L'hypothese de I'équipe est que les HAP pourraient contribuer
au profil Th17 conduisant a une infiltration de neutrophiles dans les
asthmes séveres, peut-étre de part leur action sur I’AhR, et jouer un
réle majeur dans le développement de I'asthme sévere. Ce projet
tres novateur devrait permettre d’identifier de nouveaux mécanismes
impliqués dans I'asthme sévere et de développer de nouvelles stra-
tégies thérapeutiques.

Technologies utilisées

Le projet consiste a évaluer cette hypothése par des approches
complémentaires in vitro et in vivo. In vitro, I'équipe déterminera
I'effet des HAPs dérivés de particules diesel sur le profil Th17 de
cellules mononucléées du sang périphérique provenant de patients
présentant différentes sévérités d’asthme, ainsi que I'effet de I'inhibi-
tion de I’AhR par ELISA et Q-PCR. Dans un second temps, la capa-
cité potentielle des surnageants obtenus a recruter des cellules Th17
polarisées in vitro sera déterminée ainsi que I'origine cellulaire des
cytokines de type Th17 produites (IL-17A et F, IL-22). Dans un troi-
sieme temps, les effets des HAP sur les cellules dendritiques seront
évalués sur leur capacité a polariser la réponse T vers un profil Th17.
Enfin, in vivo, 'effet des HAPs sera évalué dans un modele d’asthme
chronique aux acariens et les mécanismes d’action évalués en terme
d’implication de AhR et de différentes cytokines.

PAstHma17 est un projet de recherche fondamentale qui asso-
cie 'U1019 et 'U844 de I'inserm. Le projet a commencé en
décembre 2009 pour une durée de 48 mois. Il bénéficie d’un
financement ANR de 425 k€ pour un colt global de I'ordre de
1,68 ME.

Résultats majeurs

Les premiers résultats obtenus montrent que contrairement a I’hypo-
thése initiale il existe une dissociation entre la production d’IL-17 et
d’IL-22, et que 'AhR et différentiellement impliqué en fonction de
I’'HAP, ce qui ouvre la voie vers de nouveaux mécanismes potentielle-
ment impliqués, dont I'identification est en cours, mais aussi vers de
nouvelles cibles thérapeutiques.

Production scientifique et brevets

Deux communications ont été effectuées dans des congrés natio-
naux, une communication est acceptée dans un congres internatio-
nal aux EU, pour laquelle une bourse de voyage a été accordée par
I’American Academy of Allergy and Clinical Immunology. Un papier
est en cours de rédaction.
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dans les altérations pulmonaires des patients soudeurs ?

Roéle des nanoparticules métalliques dans
les altérations pulmonaires induites par
I'exposition aux fumées de soudage

Les conséquences respiratoires d’une exposition humaine a des na-
noparticules ne sont pas connues a I'’heure actuelle. En effet, du fait
de la difficulté de mise en ceuvre d’études d’exposition humaine, et
alors méme que de telles études constituent une pierre angulaire de
I’évaluation du risque pour la santé de I'exposition aux agents de I'en-
vironnement, I'immense majorité des travaux s'intéressant aux effets
toxicologiques des nanoparticules utilise une approche expérimentale
basée uniquement sur cellules en culture ou sur animaux de laboratoire.
’équipe a donc développé une approche utilisant les soudeurs
comme modele d’exposition humaine a des nanoparticules. Le
projet SoudoNano a ainsi pour but d’analyser le réle des nano-
particules métalliques issues des fumées de soudage dans les
altérations pulmonaires observées chez les patients soudeurs.
Les connaissances générées dans le cadre du projet Soudo-
Nano devraient apporter une avancée importante au regard de
I'évaluation du risque que représente une exposition respira-
toire chronique a des émissions de nanoparticules métalliques.

Une approche pluri-disciplinaire dédiée aux
nanoparticules

Pour atteindre cet objectif, I'équipe a mis en place une approche
pluri-disciplinaire reposant sur la forte interaction entre des médecins
(pour la sélection des patients sur interrogatoire professionnel), des
physiciens (pour la caractérisation des nanoparticules dans les pré-
levements de tissus pulmonaires), des chimistes (pour la synthése
des nanoparticules représentatives) et des biologistes (pour I'étude
des effets biologiques de ces nanoparticules). Lutilisation combinée
de différentes techniques d’imagerie électronique (microscopie élec-
tronique a transmission couplée a une analyse chimique par analyse
dispersive en énergie - EDX), ou d’imagerie photonique utilisant le
rayonnement synchrotron (microfluorescence X, microdiffraction de
rayons X) a permis de surmonter le verrou technologique initialement
associé au projet.

Contréle

Soudeur

Observation d’une zone de fibrose dans le tissu pulmonaire d'un patient
Controle (en haut) et d’un patient Soudeur (en bas). Images obtenues en mi-
croscopie optique (& gauche, coloration Hématoxyline Eosine Safran) et par
microfluorescence X (a droite) permettant une analyse élémentaire (en vert le
signal du Soufre, en bleu le signal du Fer, et en rouge celui du Manganese)

SOUDONANO est un projet de recherche fondamentale qui
associe 7 partenaires académiques : Inserm (Créteil, Paris,
Nancy), CNRS, Université Paris Est-Créteil, Université Pierre et
Marie Curie, Université Paris Diderot. Le projet a démarré en no-
vembre 2009 pour une durée de 36 mois. Il bénéficie d’un finan-
cement ANR de 500 k€ pour un co(t global d’environ 1,7 M€.

Résultats majeurs

Les travaux réalisés jusqu’a présent ont permis de localiser des
nanoparticules de Fer, Chrome et/ou Manganese principalement
dans les Iésions histologiques observées chez les patients soudeurs,
particulierement au niveau des macrophages, dans des zones de
fiorose. La charge particulaire et I'intensité des Iésions sont plus im-
portantes chez les patients soudeurs que chez les sujets non expo-
sés (Contrdle). La suite du projet va s’intéresser a déterminer le lien
entre les effets biologiques observés et I'exposition aux nanoparti-
cules identifiées.

Une meilleure connaissance des mécanismes biologiques sous-
jacents aux altérations histologiques observées chez les soudeurs en
réponse a une exposition aux nanoparticules devrait étre apportée a
I'issue du projet SoudoNano.

Production scientifique et brevets

Les résultats concernant la caractérisation des nanoparticules pré-
sentes dans les poumons des patients soudeurs et leur colocali-
sation avec les altérations histologiques ont été présentés lors de
congres nationaux ou internationaux, notamment a I’American Tho-
racic Society (Denver, Colorado) en mai 2011 sous la forme d’une
communication orale.
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Perturbateurs endocriniens, fertilité

Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

ATMOSFER

DHYOXHYME

ENDISRUPT

KISMET

PLASTIMPACT

Influence de I'exposition aux polluants atmosphé-
riques sur la fécondabilité et un biomarqueur de
fertilité féminine : une étude de cohorte en population
générale

Incidence d’une exposition in utero a la TCDD sur
la fonction de reproduction chez le rat. Caractéri-
sation du dimorphisme male/femelle de I'effet Diox
« dioxine ». Etude multigénération.

Perturbateurs endocriniens et infertilités masculines :
modeles et biomarqueurs

Modeles intégratifs et innovants pour criblage des
perturbateurs endocriniens

Metabolic and endocrine impacts of two plastics
industry-related contaminants of the food chain:
Bisphenol A and DEHP (diethylhexyl phthalate)

Pollution atmosphérique et fertilité des couples

Exposition in utero a la dioxine et fonction de repro-
duction chez le rat

Perturbateurs endocriniens et infertilités masculines :
modeles et biomarqueurs

Le perturbateurs endocriniens : effets des molécules
meres et de leurs métabolites

Effets nouveaux de contaminants alimentaires prove-
nant des matieres plastiques
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Pollution atmosphérique et fertilité des couples

Les polluants atmosphériques ont-ils un
impact a court terme sur la durée nécessaire
pour obtenir une grossesse ? Une enquéte en
population générale

Tres peu d’études ont cherché a décrire la sensibilité de la fertilité des
couples (I"aptitude biologique a procréer) de la population générale aux
polluants atmosphériques. Une tres grande fraction de la population
générale est exposée ala pollution atmosphérique, qui est susceptible
d’influencer certaines caractéristiques spermatiques, elles-mémes
associées a la fertilité du couple. La question d’une association entre
pollution atmosphérique et fertilité des couples mérite donc d’étre
approfondie. Elle n’a a la connaissance de I'équipe, été étudiée que
dans une étude qui souffrait de certaines limites méthodologiques.
"objectif était de caractériser I'exposition de couples vivant en
France aux polluants atmosphériques (en considérant le dioxyde
d’azote, ou NO,), et I'influence de cette exposition sur leur fertilité.

Une cohorte de couples de la population
générale cherchant a obtenir une grossesse

Un échantillon aléatoire de couples n’utilisant pas de contraception
et vivant en France métropolitaine a été recruté selon I'approche
des durées en cours a partir de 63 262 foyers francais contactés
par téléphone. Les femmes finalement incluses dans I'étude ont été
interrogées sur le délai écoulé depuis la fin de la contraception. La
station de mesure de la qualité de I'air la plus proche du domicile de
chaque femme vivant a moins de 10 km d’une station a été identifiée
afin d’estimer le niveau moyen de NO, durant la période précédant
I'arrét de la contraception.

Les analyses statistiques ont été réalisées par le modéle de Yama-
guchi et par un modele de probabilité de défaillance en temps accé-
léré (Accelerated Failure Time model). La pollution atmosphérique au
NO, ayant diminué en France durant les 20 dernieres années, il a
été nécessaire de corriger le biais éventuel pouvant résulter de cette
tendance temporelle.
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Niveau de NO, aux domiciles des femmes pour lesquelles la durée en cours sans
contraception a pu étre définie et zones de 10 km autour des stations de mesure

ATMOS-FER est un projet de recherche d’épidémiologie envi-
ronnementale coordonné par I'équipe d’épidémiologie envi-
ronnementale de I'lnserm U823 (Grenoble), associant le CESP
(Centre de recherche en Epidémiologie et Santé des Popula-
tions, Inserm U1018, Villejuif), le département de biostatistiques
de I'Université de Copenhague, la Faculté de Médecine des
Saints-Peres (Université Paris-Descartes) et I'unité CNRS 2147
(Paris). Le projet a débuté en janvier 2007 pour une durée de 48
mois. Il a bénéficié d’un financement ANR de 200 k€ pour un
colt global de I'ordre de 1,1 M€.

Résultats majeurs

L’équipe a identifié et recruté 867 couples n’utilisant pas de contra-
ception. La fréquence de I'infécondité involontaire a un an était de
24 % (intervalle de confiance (IC) a 95 %, 19-30 %) ; I'infécondité
involontaire a deux ans concernait environ un couple sur dix (IC a
95 %, 8-14 %). Concernant la pollution atmosphérique, le niveau
moyen de NO, dans les 70 jours avant le début de la période sans
contraception a été déterminé pour 466 femmes et était associé au
délai avant I'obtention d’une grossesse (multiplication du délai mé-
dian avant grossesse par 1,32 ; IC 95 % [1,20; 1,45]) pour une aug-
mentation de 10pg/ms de la concentration en NO,). Les tendances
temporelles dans les niveaux de NO, expliquaient la plus grande
partie de cette association (aprés prise en compte de I'effet de la
tendance temporelle sur I'association entre délai avant grossesse et
exposition, p=0,30).

Production scientifique et brevets

Ce projet a fait I'objet d’une publication dans une revue internationale
et deux autres manuscrits ont été finalisés. De nombreuses commu-
nications orales ont été réalisées tant auprés de spécialistes de santé
environnementale que de biostatistique.
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Exposition in utero 3 la dioxine
et fonction de reproduction chez le rat

Caractérisation de la fonction de reproduction
male et femelle dans un modéle rongeur apres
exposition in utero a la TCDD ou dioxine de
Seveso

Les perturbateurs endocriniens sont des substances qui peuvent
mimer ou s’opposer a I'action hormonale, altérant le développement
et le fonctionnement des glandes endocrines. Les dioxines sont des
perturbateurs endocriniens de la voie oestrogénique. Dans les pays
développés, les émissions de dioxines résultent essentiellement
des activités humaines industrielles et domestiques. Ce sont des
polluants persistants qui s’accumulent dans les graisses animales.
La contamination se fait ainsi a 95 % par voie alimentaire. Dans
ce contexte, la communauté européenne considére que le dioxine
et ses congéneres sont des substances auxquelles une attention
tres forte doit étre portée tant en termes de mesure visant a limi-
ter I'exposition qu’en termes de développement des études visant
a mieux caractériser les mécanismes d’action, notamment en tant
que perturbateur endocrinien. Cette problématique est d’autant plus
importante aujourd’hui que la contamination est chronique et que
les niveaux d’exposition sont proches des niveaux pour lesquels des
effets déléteres ont été observés sur des modéles animaux.

Caractérisation de la fonction de reproduction
des animaux exposés in utero a la dioxine par
une approche combinant la physiologie et
I'analyse transcriptomique sur puces

Ce projet de type finalisé est un sujet de recherche fondamentale qui
s’appuie sur les outils de la transcriptomique (c’est-a-dire la mesure
de I'expression de I'ensemble des génes qui s’expriment dans un
tissu donné), a coté d’outils plus traditionnels relevant de la phy-
siologie et de la biologie cellulaire. Précisément, les méthodologies
incluent le gavage de rattes gestantes Sprague-Dawley a 15,5 jours
de gestation, le suivi des animaux sur 3 générations ; le sacrifice
des animaux a des dates clefs du développement ; le prélevement
d’organes en vue d’analyses en biologie moléculaire (analyse trans-
criptomiques), biochimie (protéines), histologie/immunohistochimie
et comptages cellulaires. L'équipe entretient également des lignées
de souris transgéniques, c’est-a-dire de souris dont le patrimoine
génétique a été modifié. L'équipe travaille en particulier sur des sou-
ris n’exprimant pas le récepteur sur lequel se fixent les molécules de
dioxine. La fonction de reproduction est étudiée sur ces animaux.

Dhyoxhyme est un projet de recherche fondamentale coor-
donné par I''NRA UMR1245 CCD (INSERM, Université Lyon I). Il
associe aussi le CNRS UMR7079 (Université Paris 6). Le projet
a commencé en janvier 2006 pour une durée de 36 mois. Il a
bénéficié d’'un financement ANR de 322 k€ pour un montant
global de 1,94 ME.

Résultats majeurs

La dioxine aux doses étudiées n’interfere pas avec le déroulement
de la gestation, la taille de la portée ou le sex-ratio de la génération
F1. Une baisse transitoire des réserves épidiymaires est observée
chez le male. Chez les femelles, la fertilité est normale au début de la
vie de reproduction (non étudiée ensuite). L’analyse transcriptomique
indique qu’un grand nombre de genes de détoxification sont allumés
dans I'ovaire contre un seul (AhRR) dans le testicule. Nous mettons
aussi en évidence de nouveaux genes cibles de la dioxine, certains
ne répondant que dans les gonades.

Production scientifique et brevets

Ce projet a donné lieu a 2 publications dans des revues internationals
de rang A.
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Perturbateurs endocriniens et infertilités masculines :

modeles et biomarqueurs

Exposition in utero aux perturbateurs
endocriniens environnementaux et infertilités
masculines : mécanismes d’action cellulaires et
moléculaires, développement de biomarqueurs
et de modeles liés a cette exposition

Un couple sur 7 consulte pour des difficultés a concevoir. Dans la
moitié des cas, une hypofertilité masculine est identifiée. Au-dela des
causes classiques, les causes environnementales sont soupgonnées
d’étre a 'origine de ces infertilités masculines. Ainsi, certaines molé-
cules chimiques présentes dans notre environnement quotidien (pes-
ticides, produits ménagers) peuvent interférer tres tot au cours de la
vie avec le systéme hormonal endogene, lors de la mise en place de
I'organe et ainsi altérer la spermatogenése a I'age adulte. Ce sont les
perturbateurs endocriniens environnementaux (PEE) qui modifient le
métabolisme en particulier des androgenes et/ou des estrogenes.
Les objectifs étaient d’identifier les mécanismes moléculaires et cel-
lulaires conduisant a I'altération irréversible de la lignée germinale
et des biomarqueurs/empreintes liés a I'exposition des PEEs. Pour
cela, I'’équipe a utilisé des modeles expérimentaux de rats ou souris
génétiguement modifiés ou non exposés in utero ou en période néo-
natale a des PEE de type anti androgénique ou estrogenomimétique.

Approche globale (transcriptome) et ciblée
(génes candidats, RT-PCR quantitative)

Par I'approche globale, I'équipe montre une altération du profil d’ex-
pression des génes chez I'adulte exposé in utero a un antiandrogéne
(170 genes surexprimés, 360 génes sous exprimés) ou en période
néonatale a un estrogenomimétique (87 genes surexprimés, 140
genes sous exprimés). Elle a ensuite analysé les mécanismes d’ac-
tion des PEE. L'exposition in utero ou néonatale aux PEE provoque
une apoptose irréversible des cellules germinales adulte. Ceci est lié
a une anomalie de fonctionnement des cellules nourricieres (cellules
de Sertoli) et non a une action directe sur les cellules germinales. En
effet, les taux d’hormones sanguins sont normaux. De nouveaux bio-
marqueurs diagnostic sont a identifier. L'équipe montre aussi que les
effets néfastes d’une exposition néonatale a un estrogénomimétique
passeraient par le récepteur nucléaire NrOb2. En effet, I'invalidation
de ce gene (souris Knock-out) permet de contrer les effets délé-
teres de PEE et de rendre résistantes les cellules germinales males
al'apoptose.

Endisrupt est un projet de recherche fondamentale associant
des laboratoires publics (Inserm/UNSA, CNRS/UBP, Inserm/
IFR, HCL) a un industriel (BayerCropScience). Le projet a dé-
buté en 2007 pour une durée de 48 moais. Il a bénéficié d’un
financement ANR de 300 k€ pour un codt global de 1,35 ME.

Résultats majeurs

L’équipe a mis en place un modele expérimental d’étude pertinent
pour identifier les effets a distance des PEE (exposition chez le foetus/
nouveau-né, pathologie a I'age adulte) qui pourrait étre utilisé pour
rechercher le potentiel PEE de molécules (directive européenne
REACH). Le projet a identifié : les mécanismes cellulaires des PEE
(mort des cellules germinales adultes conduisant a I’hypofertilité) ;
que I'exposition aux PEE induit des effets irréversibles a I'age adulte ;
que les mécanismes moléculaires des PEE sont de type épigéné-
tigue avec modification des microARNs et de la methylation des
genes. Les genes identifiés pourraient représenter des biomarqueurs
de la pathologie humaine.

Production scientifique et brevets

Ce travail a fait I'objet de 5 publications dans des journaux internatio-
naux et de 2 communications orales.
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Les perturbateurs endocriniens :

effets des molécules meres et de leurs métabolites

Approches intégrées pour la détection
des effets de perturbateurs endocriniens :
complémentarité de I'in vitro et de I'in vivo

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont des molécules pouvant
prendre la place d’hormones au sein d’un individu et entrainer des ef-
fets déléteres. Le projet KISMET s’est mis en place dans le contexte
de I'application de la loi REACH (enRegistrement, Evaluation, Auto-
risation et restriction de I'usage de substances CHimiques) et dans
le but de développer des tests in vitro sur cellules et in vivo sur em-
bryons de poissons ou d’amphibiens. Ceci afin de fournir aux auto-
rités réglementaires compétentes (France, Europe) des informations
sur des substances pour lesquelles nous n’avons pas d’informations
toxicologiques pertinentes. Les PEs peuvent agir a divers niveaux
d’'un axe de signalisation hormonale (synthese, transport, métabo-
lisme, action au niveau du récepteur) ce qui rend leur détection et
I’évaluation des effets leur incombant tres complexe et demandant
un panel de tests complémentaires.

Les quatre partenaires ont profité de leur interdisciplinarité pour déve-
lopper un réseau de tests permettant d’évaluer au mieux I'impact
d’un PE. Pour ce faire, une liste de PE déja identifiés ainsi qu’une liste
de molécules potentiellement PEs ont été établies. L'équipe a com-
paré les effets de ces substances a I'aide de différents tests a I'inter-
face in vitro/ in vivo développés avant ou pendant le projet KISMET.

Lignées cellulaires, rapporteurs transgéniques
et métabonomiques

Le développement de nouvelles lignées cellulaires et I'utilisation de
petits modeles organismes permet d’offrir une alternative aux tests
sur animaux classiques. Un partenaire ayant les outils pour synthéti-
ser et analyser les métabolites de PEs a apporté un niveau de com-
préhension dans les mécanismes d’action des PEs. La création de
lignées cellulaires exprimant divers récepteurs nucléaires humains
(PPAR, CAR, PXR, ER, AhR, TR) de zebrafish (zER, ZAR, zGR, zAhR,
ZERR, zPPAr) ou de xénope (XPPAR, XTR) a permis un criblage de PE
connus ou émergents. Parallelement des petits modeles organismes
transgéniques exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) aprés un
stimulus hormone thyroidienne (xénope TRE-GFP) ou oestrogénique
(zebrafish ERE-Luc) ont été utilisés et de nouvelles lignées dévelop-
pées (une lignée de xénope pour cribler des molécules obésogenes
et une lignée de zebrafish rapporteur d’une pollution androgénique).
Les méthodes ont été validées et des molécules candidates
ont été utilisées pour déterminer si les produits de détoxifi-
cation obtenus (métabolites) au sein des cellules ou des ani-
maux aquatiqgues étaient biologiguement actifs. L'étude des
métabolites sur des organismes entiers (métabolome) est
I'étape finale d’'un projet qui a généré de nombreuses données.
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KISMET a testé plusieurs xénobiotiques, dont le retardant de flammes Tetrabro-
mobisphénolA (TBBPA). [1] In vitro il montre une affinité pour le récepteur aux hor-
mones thyroidiennes (TR), pourle récepteur activeé par les proliférateurs de peroxy-
somes (PPAR) mais pas pour le récepteur aux oestrogenes (ER). In vivo un effet
au niveau thyroidien est observé. [2] L'étude de la métabolisation du TBBPA par
les cellules ou par les tétards montre qu'il est métabolisé majoritairement en TB-
BPA-sulfate, ce métabolite est dépourvu d’effet sur les TR mais actif sur PPAR [3]

KISMET est un projet de recherche fondamentale coordonné
par le CNRS UMR5166/MNHN USM501. Le projet a com-
mencé en juin 2008 pour une durée de 36 mois. Il a bénéficié
d’un financement ANR de 550 k€ pour un colt global de 2 M€.

Résultats majeurs

De multiples résultats émergent du projet KISMET. Parmi ceux-ci :

- le bisphénol A (BPA), lorsqu’il est mis en contact de modeles aqua-
tiques pendant la période embryonnaire induit des malformations de
I'oreille interne par un mécanisme ERR dépendant ;

- le Tetrabromobisphenol A (TBBPA) utilisé comme retardant de
flamme dans les produits tels que les téléphones portables induit des
effets antithyroidiens et se lie aux récepteurs activés par les proliféra-
teurs de peroxisome (PPAR) qui jouent un réle dans la lipidogenese ;
- les métabolites sulfatés du TBBPA lient également avec une forte
affinité ces PPAR montrant I'action d’'une molécule et ses métabolites
sur différents axes endocriniens.

Production scientifique et brevets

Ce projet a donné lieu a 5 publications (dont 4 impliquant plusieurs par-
tenaires) dans les revues internationales : Archives of Toxicology, BMC
Developmental Biology, Toxicological sciences et Environmental Health
& Perspectives qui ont un rayonnement trés large sur la communauté
scientifique. Trois autres articles sont actuellement en préparation ou
soumis. De plus, 11 communications orales ou sous forme de poster
ont permis une diffusion des résultats lors du projet KISMET.
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Effets nouveaux de contaminants
alimentaires provenant des matieres plastiques

Evaluation de la toxicité de faibles doses de
deux contaminants de la chaine alimentaire,
le bisphénol A et le DEHP, sur les fonctions
métabolique et endocrinienne

Ce projet a révélé des effets biologiques insoupgonnés de subs-
tances issues de certaines matieres plastiques qui peuvent conta-
miner la chaine alimentaire (diffusion dans les denrées a partir de
récipients, d’emballages) : le bisphénol A (BPA), et le di(2-ethylhexyl)
phtalate (DEHP). lls comptent parmi les contaminants les plus fré-
quemment et les plus abondamment trouvées dans le sang des
consommateurs de 'UE. Ce sont des perturbateurs des équilibres
hormonaux, capables d’induire des altérations du développement
foetal des organes reproducteurs méle et des fonctions de repro-
duction. Ce programme visait a évaluer les conséquences d’expo-
sitions et de co-expositions a de faibles doses de ces contaminants
sur de nouveaux tissus cibles (testicule, foie, muqueuse intestinale,
axe hypothalamo-hypophysaire) et de nouvelles fonctions biolo-
giques en lien avec le métabolisme et les systemes hormonaux.
Il a été établi que les cellules de la paroi interne de I'intestin, comme
celles du foie étaient sensibles a ces contaminants. Une exposi-
tion provoque une réduction de la perméabilité de la paroi de I'in-
testin, comme elle favorise le stockage de graisses dans le foie.
Les connaissances dégagées sont utiles pour une meilleure qualifi-
cation du danger et font progresser I'évaluation du risque sanitaire
lié a de telles expositions. Lintégration des disciplines rassemblées
a été créatrice d’outils, de savoir-faire novateurs et de nouvelles
connaissances, a forte applicabilit¢ dans le domaine de I'évalua-
tion d'impacts biologiques des contaminants de I'alimentation.

Pathologie expérimentale sur modéles de
laboratoire et biologie a haut débit révélent
des signatures d’exposition et des effets de
contaminants de I'alimentation

Ce programme a mis en commun les compétences de 7 équipes de
recherche publique. Il s’est appuyé sur I'utilisation de modéles ani-
maux et de modeles cellulaires pertinents et a conduit au développe-
ment de modeles originaux d’investigation. De maniére coordonnée
aux méthodes microscopiques et d’exploration des animaux mo-
déles, I'impact des contaminants a été évalué grace aux approches
a haut-débit d’étude des génes exprimé dans les organes. Un volet
de recherche en biostatistique a été associé au projet, permettant
de développer des méthodes d’intégration de ces données d’obser-
vation globale des systemes biologiques et d’en renforcer la valeur
biologique. Ces différents outils ont été utilisés pour mesurer I'impact
des contaminants dans différents tissus (foie, rein, testicule) et fluides
biologiques (plasma, urine). Des méthodes d’analyse chimique de
haute performance et sensibilité ont également été utilisées pour étu-
dier le devenir des contaminants alimentaires dans I'environnement
des organes.

LE BPA REDUIT LA PERMEABILITE DE LINTESTIN

LES FAIBLES DOSES DE BPA
AUGMENTENT LE STOCKAGE
DE LIPIDES DANS LE FOIE

Plastimpact associe plusieurs partenaires de I'INRA, de I'IN-
SERM et du CNRS. Il a débuté en 2006 pour une durée de 36
mois. Il a bénéficié d’un financement ANR de 560 k€ pour un
coUt global de 1,94 ME.

Résultats majeurs

Les faits marquants les plus notables de ce programme sont la mise
en évidence d’effets du BPA sur deux nouveaux organes cibles : I'in-
testin qui est le premier organe au contact des contaminants ingérés
et qui voit sa perméabilité restreinte ; le foie qui joue un réle impor-
tant au niveau du métabolisme et qui connait un accroissement de
son stockage de graisses. Ces travaux ont alimenté le débat sur les
risques d’exposition des populations humaines a ce plastifiant. Le
projet a fait émerger une unité de recherche multi-organismes dédiée
a la toxicologie alimentaire de 140 chercheurs.

Production scientifique et brevets

14 articles de recherche et 16 communications, internationaux, ont
été produits (3 articles dans des périodiques de premiére notoriété),
34 articles et conférences de vulgarisation et de communication a la
société ont été produits, les animateurs ont participé a nombre de
débats citoyens, ont répondu & un nombre considérable d’interviews
(presse quotidienne, hebdomadaire, radios, télévisions nationales et
internationales), ils ont été audités par les parlementaires francais
sur le sujet, les résultats du projet ont été repris dans les attendus
des avis des agences nationales ou internationales d’évaluation de
risques (France, EU, USA, Canada).

Déc. 2012
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Cancers, génotoxicité

Acronyme et nom du projet

Le projet en un titre

DNAOX

GENOTOXTRACK

HEPACELLTOX

ONCOPOP

Oxydation de I'ADN, mécanisme moléculaire d'oxy-
dation des guanines et application a la détection et la
quantification des lésions qui en résultent

Biomarqueurs de génotoxicité ex vivo et in vivo

Effets chroniques et mutagenes/cancérogenes de
contaminants de I'environnement évalués a I'aide de
cellules d’un hépatome humain (hepaFG) métaboli-
quement compétentes

Polluants organiques persistants (POP), migration
cellulaire et progression tumorale

Les dommages de I'’ADN a la loupe

Caracteériser les toxiques de I’ADN et les risques pour
la santé humaine, animale ou I'environnement

Un modele d’étude in vitro des contaminants de
I’environnement apres exposition aigué ou chronique

Réle des polluants persistants de I’environnement
dans la progression cancéreuse
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Les dommages de I'ADN 3 la loupe

Comprendre et décrire la nature et la formation
de Iésions chimiques sur ’ADN sous stress
oxydant en se focalisant sur la base la plus
fragile vis-a-vis de I'oxydation : la guanine

L’ADN est endommagé sous stress oxydant et les Iésions for-
mées sont impliquées dans les processus de vieilissement, de
carcinogénese et de mort cellulaire. La connaissance au niveau
moléculaire des produits de dégradation de I'’ADN (leur nature, le
ou les mécanismes de leur formation) est nécessaire pour mieux
comprendre leurs conséquences biologiques. En effet, on peut
envisager de les rechercher in vivo lorsqu’on dispose de stan-
dards. On peut étudier leur réparation de maniere individuelle. On
peut mieux prédire lesquels se formeront dans telles conditions.
La base nucléique guanine étant la plus oxydable, I'équipe s’est
focalisée sur les produits d’oxydation de la guanine dans I'’ADN en
cherchant a décrire quels produits sont issus d’un événement d’oxy-
dation initial et isolé par rapport aux produits issus d’oxydations suc-
cessives de la Iésion initiale et cela par quels chemins réactionnels.

La chromatographie liquide et la spectrométrie
de masse dans un premier temps puis la
résonance magnétique nucléaire

Un réactif d’oxydation réagissant par un mécanisme bien connu est
utilisé in vitro pour mimer des conditions oxydantes. La spectrométrie
de masse couplée a la chromatographie liquide permet d’analyser
directement les Iésions générées sur de courts brins d’ADN. Ainsi on
peut observer des Iésions primaires instables et les suivre lors de leur
évolution vers d’autres dommages.

La spectrométrie de masse ne donne pas la structure des lésions
sur ’ADN. Une analyse structurale par RMN est nécessaire dans un
deuxieme temps. Cependant, cette technique nécessite des quan-
tités plus importantes de produit ainsi qu’une étape d’isolement du
produit d’intérét. Il faut donc bien connaitre la stabilité de la Iésion
avant de pouvoir déterminer sa structure.

dommages
_ 5

sur I'ADN

IRGG

Comment les bases de I'’ADN sont-elles modifiées ?
Quelles Iésions se forment sur I’ADN et dans quelles conditions ?

DNAOX est un projet de recherche fondamentale coordonné
par le Laboratoire de Chimie de Coordination CNRS, Toulouse.
Le projet a commencé en décembre 2006 pour une durée de
24 mois. Il a bénéficié d’un financement ANR de 80 k€ pour un
coUt global de I'ordre de 400 k€.

Résultats majeurs

I’équipe a pu décrire des mécanismes originaux par lesquels une
|ésion initiale sur I’ADN (ou primaire) se transforme en Iésions secon-
daires.

Un nouveau produit primaire d’oxydation de la guanine a été carac-
térisé.

Il s’ensuit une meilleure compréhension des mécanismes respon-
sables des effets néfastes du stress oxydant sur I’ADN. Ce n’est
qu’en connaissant bien les différentes lésions de I’ADN in vitro que
I’on pourra étudier leur impact biologique. En disposant de standards
il devient possible de rechercher ces lésions in vivo et d’étudier leur
réparation.

Production scientifique et brevets

Un article a été publié dans un journal international de rang A et
d’autres sont en préparation.

Déc. 2012
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Programme CES édition 2010
GENOTOXTRACK

Visualiser les cassures de I’ADN - et leur
réparation - dans les cellules exposées a des
toxiques

Les substances génotoxiques induisent des dommages a I’ADN qui
peuvent aboutir a la mort cellulaire et, si ils sont mal réparés, géné-
rer des mutations. Ce projet propose de développer des marqueurs
pour détecter et suivre les cassures de I'’ADN, et leur réparation, dans
des cellules vivantes. GENOTOXTRACK analysera également le deve-
nir des cellules exposées afin de prédire les processus induisant I'ins-
tabilité génétique.

Une application directe de ce projet sera le criblage de molécules ou
de souches bactériennes afin de tester leur génotoxicité. Le transfert
des outils dans différents systemes permettra de suivre la présence
de génotoxiques, la pollution des eaux et des sols ainsi que les effets
sur les cellules exposées.

Globalement, cette étude conduira au développement d’outils pour
déterminer la toxicité de substances, connues ou nouvelles, et suivre
les stress génotoxiques in vivo. Ces outils permettront également de
mieux comprendre les mécanismes de toxicité. lls pourront étre uti-
lisés dans la prévention et/ou le diagnostic d’exposition a des géno-
toxiques et ainsi aider a améliorer la protection de notre environne-
ment et la santé humaine et/ou animale.

Les nanobodies comme biomarqueurs pour
suivre les cassures de I’ADN et la destinée
cellulaire

Les marqueurs utilisés pour étudier les cassures de I'ADN néces-
sitent I'utilisation d’anticorps sur des cellules fixées, donc mortes.
Ceci ne permet pas d’étudier en temps-réel la survenue des cas-
sures, ni de suivre la réparation de ces cassures. L'équipe développe
des « nanobodies » dirigés contre un marqueur utilisé classique-
ment pour suivre les cassures, afin de les exprimer dans des cellules
vivantes. Ces petits anticorps, directement présents dans les cel-
lules, reconnaitront les cassures de I’ADN ; ils permettront donc de
suivre I'apparition des cassures -et leur disparition s’il y a réparation.
En plus des anticorps conventionnels, certains animaux (camélidés,
requins) possedent des anticorps dont le site de liaison a I'antigene
est un petit domaine unique (nanobody). Les nanobodies reconnais-
sant le marqueur des cassures de I’ADN seront isolés et exprimés,
avec une étiquette fluorescente, dans les cellules qui seront alors
criblées en fonction de divers paramétres (formation de foyers aprés
traitement avec un toxique de I’ADN, dynamique du signal, etc). Les
lignées cellulaires exprimant les nanobodies permettant de suivre en
temps-réel les cassures seront alors validées et utilisées pour carac-
tériser les stress génotoxiques et les destinées cellulaires.

Photographie de noyaux cellulaires (colorés en rouge) et du marqueur des
cassures de I'’ADN sous forme de foyers (en vert), observés en microscopie a
fluorescence apres traitement avec un génotoxique

GénoToxTrack est un projet de recherche fondamentale asso-
ciant I'INRA et I''TAV-CRT-RIV. Il a débuté en janvier 2011 pour
une durée de 48 mois. Il a bénéficié d’un financement ANR de
400 k€ pour un montant global de 1,46 ME. Il a été labellisé par
le pole Cancer Bio Santé.

Résultats majeurs

Dans des modeéles cellulaires, nous pouvons générer des dommages
a I’ADN et observer le recrutement de certaines protéines en petits
foyers, par microscopie. L'équipe souhaite maintenant suivre de fa-
con dynamique ces foyers, afin de déterminer si la cellule est capable
de réparer ou non les dommages causes par différents traitements
(irradiation, produits chimiques, etc). Elle développe actuellement des
« étiquettes » sur ces protéines afin de pouvoir les suivre, sous forme
de foyers fluorescents par microscopie, et/ou de les purifier biochimi-
quement. Ce type d’outil cellulaire permettra de cribler et de définir le
potentiel génotoxique de nouvelles substances.

Production scientifique et brevets

'état d’avancement du projet a été présenté aux Journées du
Département Santé Animale de I'INRA (communication écrite, Mai
2011, Fréjus) ainsi qu’au congrés Eurotox (communication orale,
Aot 2011, Paris).
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Un modele d’étude in vitro des contaminants
de 'environnement apres exposition aigué ou chronique

Effets chroniques et mutagénes/cancérogénes
de contaminants de I’environnement et

de I'alimentation évalués a I’'aide des

cellules hépatiques humaines HepaRG
métaboliquement compétentes

De nombreux contaminants de I'environnement connus pour étre
toxiques voire mutagenes/cancérogenes chez I'animal, sont au
mieux seulement suspectés de I'étre chez I'hnomme, sur la base des
études épidémiologiques et d’une plus grande fréquence de cancers
associés a une exposition professionnelle a un contaminant particu-
lier ou a certaines habitudes alimentaires. Ce manque de données
résulte de I'absence de modeéle(s) d’étude pertinent(s) d’expositions
chroniques a de faibles doses de contaminants séparément ou en
mélange. L'objectif de ce projet était d’évaluer la pertinence d’une
nouvelle lignée de cellules hépatiques humaines, la lignée HepaRG,
pour des études a long terme de cytotoxicité et de génotoxicité
(dommages a I’'ADN) de substances chimiques. Ces cellules pos-
sedent a la fois les propriétés fonctionnelles des cellules de foie
(hépatocytes) humain normal et la capacité de prolifération indéfinie
des cellules cancéreuses hépatiques en culture. La finalité de I'étude
était de disposer de méthodes prédictives performantes de détec-
tion et de caractérisation de substances chimiques potentiellement
toxiques et/ou cancérogenes. Les résultats obtenus ont confirmé
les attentes et cette lignée cellulaire aujourd’hui largement utilisée au
niveau international, fait actuellement I'objet d’études de validation
au niveau européen en vue d’étre reconnue comme lignée cellu-
laire de référence pour I'étude de la toxicité des produits chimiques.

Identification du potentiel cytotoxique
et génotoxique des contaminants de
I’environnement

Différentes fonctions hépatiques ont été mesurées dans les cellules
HepaRG, notamment les activités de métabolisme des produits
chimiques et leur réponse a des inducteurs. Ces fonctions restent
relativement stables pendant plusieurs semaines dans ces cellules
différenciées. Lutilisation de puces a ADN a montré que les cellules
HepaRG expriment 80 a 90% des génes fonctionnels dans des
hépatocytes humains normaux en culture primaire. Deux tests de
génotoxicité (tests des cometes et du micronoyau) ont été adaptés
et des effets génotoxiques dépendant du métabolisme des molé-
cules ont été observés. Des études portant sur des amines aroma-
tiques hétérocycliques, composés formés lors de la cuisson d’ali-
ments, ont montré que ces molécules peuvent interagir entre-elles
et provoquer des effets synergiques et inhibiteurs et que, lorsqu’elles
sont en contact répété pendant plusieurs semaines avec les cellules,
provoquent I'altération de I'expression de nombreux genes dont des
genes liés au cancer. Enfin, une étude portant sur des effets aigus
d’une mycotoxine, I'aflatoxine B1, connue pour étre un puissant
cancérogene hépatique chez I’'homme et I'animal, a permis d’identi-
fier de nombreux genes cibles et des études plus approfondies ont
révélé que certains d’entre eux étaient modulés par tous les compo-
sés génotoxiques et pourraient ainsi représenter des biomarqueurs
précoces d’une exposition a de tels composeés.

Cultures de cellules ditfe e
confluence.
Mainkien de la sécrition biliaire dé ie par '

dans les eanalicules bilisires.

aprés4 a

ion d'un

Contraste de phase

Substrat fluorescent : carboxy-dichloro-fluorescein diacetate : H :
hépatocytes ; CB : cellules biliaires

HEPACELLTOX est un projet de recherche fondamentale qui
associe I'’ANSES, Laboratoire de Fougeres, Unité de Toxicolo-
gie des Contaminants ; 'UMR INSERM U522 - Université de
Rennes 1 et le Service de Toxicologie, CHU de Rennes. Le pro-
jet a débuté en décembre 2006 pour une durée de 36 mois. Il a
bénéficié d’un financement ANR de 250 k€ pour un colt global
de 'ordre de 800 k€.

Résultats majeurs

Les résultats ont grandement contribué a la reconnaissance au ni-
veau national et international de la lignée HepaRG comme la seule
lignée hépatique humaine représentative des hépatocytes humains
normaux, ce qui explique aujourd’hui sa large utilisation dans I'in-
dustrie pharmaceutique et chimique ainsi que dans les laboratoires
académiques, grace a la société BIOPREDIC INTERNATIONAL, qui
en a obtenu la licence de distribution. Les tests de génotoxicité, dont
les tests des cometes et du micronoyau, sont applicables. L'emploi
de puces a ADN a permis d’obtenir des signatures géniques de
contaminants et ensuite d’aboutir a I'identification de genes cibles
de composeés génotoxiques. Des interactions entre contaminants ont
également été démontrées.

Production scientifique et brevets

Le projet a donné lieu a 7 publications originales et 2 revues. Onze
communications orales (dont 4 invitées) ou affichées completent
ce bilan. Les publications portent sur les différentes parties du pro-
gramme : deux sur la caractérisation du modeéle cellulaire ; une sur
les tests de détection des dommages a '’ADN ; une sur les effets a
long-terme des contaminants ; une sur les mélanges de contami-
nants ; une sur la génotoxicité d’une cyanotoxine et la derniere sur
I'identification de genes cibles de molécules génotoxiques suite a
une exposition breve.
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Role des polluants persistants

de Uenvironnement dans la progression cancéreuse

Caractérisation des mécanismes de migration
et d’invasion cellulaire mis en jeu par des
polluants organiques persistants in vitro et in
vivo

Les populations de pays industrialisés et en voie de développement
sont exposées a de nombreux polluants dont les POP (Polluants
Organiques Persistants) qui s’accumulent dans les graisses. La toxi-
cité de ces composeés est diverse et dépend de plusieurs facteurs,
comme la nature du polluant et son mode d’action. Leur réle dans
la formation des tumeurs (primaires) a été démontré pour certains
d’entre eux (tabac..). Cependant, il existe peu d’études sur la rela-
tion entre ces molécules et la progression cancéreuse, notamment
la formation des tumeurs secondaires (métastases) responsables de
90 % des morts par cancer. Nous avions précédemment démontré
qu’un POP, la dioxine de Sévéso, stimulait des processus rappe-
lant les mécanismes mis en jeu dans la formation des métastases
(activation de la migration de cellules cancéreuses). Le projet visait a
mieux caractériser I'influence de plusieurs types de POPs (dioxines,
pesticides) sur les mécanismes de la progression tumorale in vitro
et in vivo (modeéles cellulaires, xénogreffes). L'étude s’inscrivait dans
une démarche de santé publique visant a mieux comprendre le réle
de I'environnement dans la progression des cancers dans un but
préventif a terme.

Etude in vitro (lignées cellulaires ou cultures
primaires traitées avec des polluants) ou in
vivo (xénogreffes sur souris immunodéprimées
exposées avec de la dioxine) des processus
de migration, d’invasion et de prolifération

et d’induction de I'expression de marqueurs
métastatiques.

Le travail a été divisé en trois parties (WP ou Work package) :

- WP1: effet du AhR sur les propriétés d’invasion et de mobilité des
cellules tumorales analysées par différents tests cellulaires in vitro,
role des petites protéines G dans le mécanisme d’action de ce
récepteur, role des cascades de phosphorylation intracellulaire étu-
diées a large échelle (protéome), recherche de genes cibles impliqués
dans la plasticité dans divers modeles cellulaires (lignées tumorales).

- WP2: conséquences in vivo de I'activation du AhR dans des li-
gnées tumorales (suivi des tumeurs et des métastases) dans un
modeéle murin  de xénogreffe (analyses immunohistologiques).

- WP3: extension de I'étude « dioxine » a d’autres POPs notamment
les pesticides organochlorés (POC) trés utilisés en agriculture (primo-
culture d’hépatocytes humains, biologie moléculaire et biochimie).

Résultats majeurs

Les résultats suggerent que la dioxine, en activant le récepteur Ah
régule la mise en place d’un programme de plasticité cellulaire via
plusieurs acteurs majeurs (HEF1, SOS1, AGR2) impliqués dans

Photos de cellules traitées (a droite) ou non (& gauche) avec de la dioxine de
Sévéso et immunofixées mettant en évidence les points d’adhérence focaux
(en vert). Les cellules apres traitement ont une morphologie plus étalée et se
caractérisent par une vitesse de migration plus grande

© : Bui LC, Tomkiewicz C et al. Oncogene. 2009 Oct 15;28(41):3642-51

Oncopop est un projet de recherche fondamentale coordon-
né par I'équipe 1 de I'unité INSERM UMR-S 747 et associant
les équipes suivantes : INSERM UMR-S 747: Université Paris
Descartes ; UMR INRA - UNSA 1112 ; XenTech, SAS ; Minia-
turisation pour I’Analyse, la Synthése et la Protéomique USR
3290 MSAP, IFR 118, Université des Sciences et Technologies
de Lille. Le projet a commencé en 2007 pour une durée de 36
mois. Il a recu un financement de I’ANR de 265 k€ pour un colt
total de 1,1 M€.

I'apoptose, la prolifération et la migration. Par ailleurs, la dioxine
semble avoir un effet potentialisateur sur le nombre et les capaci-
tés d’invasion de micrométastases détectées dans les poumons de
souris porteuses d’une xénogreffe. Ce résultat reste a confirmer En
paralléle, I'équipe a établi les effets des pesticides organochlorés sur
le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (hépatocytes
humains).

Production scientifique et brevets

2 articles (Oncogene, CAM) ont démontré le lien entre exposition a
des polluants, induction de genes (marqueur métastasique HEF1) et
migration cellulaire. A la suite de ces travaux, le role de deux autres
génes (AGR2, SOS1) dans les phénomenes précités a été décorti-
qué (apoptose, prolifération cellulaire) et a permis la réalisation de 3
theses (Bats, Ambolet, Pierre) (1 Tox. Sciences, 2 Bioch. Pharma).
L’étude sur les pesticides organochlorés a été aussi publiée (Toxi-
cology 2009).
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Protéger pour prendre en compte la protection des environnements et des
hommes apreés la décision.

Les différentes activités humaines et les développements technologiques
qui y sont associés générent une diversité et des quantités toujours crois-
santes d’agents physiques ou chimiques ayant un pouvoir contaminant
et des risques potentiels sur la santé humaine, animale et/ou végétale.
Afin de mieux évaluer et de prévenir ces risques, comme d’y remédier, il
est nécessaire d’amplifier nos connaissances conjointement sur la carac-
térisation et le devenir des contaminants physiques, chimiques ou biolo-
giques et de leurs produits de transformation dans I’environnement, sur
leurs effets potentiels sur la santé humaine, animale et végétale en fonc-
tion des expositions, ainsi que sur I’équilibre et la santé des écosystéemes.

Depuis sa création en 2005, ’ANR a souhaité soutenir des recherches
fondamentales et appliquées dans le domaine de la santé environnemen-
tale par le biais de 3 programmes : le programme Santé-Environnement et
Santé-Travail, le programme Contaminants Ecosystémes et Santé et
le programme Contaminants Environnements, Santé, Adaptabilité et
Usages. Ces programmes ont pour objectif premier d’apporter une meil-
leure connaissance fondamentale sur les contaminants afin d’identifier
les mesures de prévention adaptées pour réduire leurs effets potentiel-
lement nocifs sur les écosystemes et la santé humaine, animale et végé-
tale. lis ont également vocation a contribuer a la structuration de commu-
nautés scientifiques pluridisciplinaires afin de développer des méthodes
innovantes de mesure analytique, de nouvelles techniques de détection
des contaminants et de leurs produits de transformation, et de nouveaux
outils d’écotoxicologie et de toxicologie.

Le présent cahier propose une présentation des travaux issus de 85 pro-
jets de recherche qui ont été financés dans les appels a projets issus de
ces 3 programmes de recherche ou relevant de la méme problématique
dans d’autres appels a projets ANR.
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