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Introduction

Depuis plusieurs décennies, le réle des expositions environnementales dans I"apparition de diverses

pathologies (reproductives, neurologiques, métaboliques, cancers) suscite l'intérét de la

communauté scientifique. En effet, des craintes sont apparues suite a I'observation d’anomalies de la
reproduction chez certains mammiféeres, poissons et amphibiens, vivant dans des zones
particulierement contaminées par des substances chimiques. En parallele, une augmentation
générale des pathologies hormono-dépendantes a été observée chez I’lhomme, simultanément a une
utilisation de plus en plus massive de molécules chimiques d’origine anthropique. C'est au début des
années 90 que le terme de perturbateurs endocriniens a fait son apparition, pour désigner les

substances capables d’exercer leurs effets en interagissant avec le systéme hormonal des étres

vivants.

D’aprées le concept de I'origine développementale des maladies (DOHaD), la période prénatale et les
premieres années de vie sont des phases critiques de développement au cours desquelles s’établit
une susceptibilité a diverses pathologies chroniques. L’exposition intra-utérine a des molécules
chimiques capables d’interagir avec le systéme endocrinien pourrait ainsi altérer le développement
du feetus et influencer la santé de I'enfant et de I'adulte. Les études présentées dans cette thése
visent a améliorer les connaissances concernant |'effet de I'exposition prénatale a certains polluants
chimiques sur le développement du systeme reproducteur de I'enfant, en s’intéressant a deux
indicateurs d’effet : les niveaux d’hormones sexuelles a la naissance et les malformations
congénitales de I'appareil génital du garcon. Ce travail s’appuie sur les données issues de cohortes
mere-enfant francaises ayant recruté des femmes enceintes au cours de leur grossesse et pour
lesquelles des prélevements biologiques ont permis la mesure de I'exposition. Les classes chimiques
plus spécifiquement étudiées dans cette thése comprennent les polluants organiques persistants
(polychlorobiphényles, pesticides organochlorés et retardateurs de flamme bromés) et les éthers de

glycol.

Le premier chapitre de cette thése fournit les notions nécessaires a la bonne compréhension de la
recherche menée incluant des éléments de base sur le systeme endocrinien et le développement du
systeme reproducteur, une introduction au concept de perturbation endocrinienne, puis une
description des indicateurs d’altération du développement a la naissance et des deux familles de
polluants chimiques d’intérét. Le second chapitre reprend quelques éléments de méthodes communs
aux trois études réalisées. Les études sont présentées sous forme d’article scientifique dans le
troisieme chapitre. Enfin, le dernier chapitre de cette thése présente une discussion générale du

travail mené et les perspectives de recherche qui en découlent.
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CHAPITRE 1

CONTEXTE






Le systeme endocrinien et le systéme reproducteur

1.1. LE SYSTEME ENDOCRINIEN ET LE SYSTEME REPRODUCTEUR

1.1.1. Généralités sur le systeme endocrinien

Le systeme endocrinien est I'un des plus importants systemes de communication de I'organisme,
indispensable au maintien des équilibres biologiques [1,2]. C’est un systéme complexe, impliqué dans
la plupart des processus physiologiques, et qui régule I'activité de nombreux organes. Le systéme
endocrinien est composé de I'ensemble des glandes qui sécréetent des hormones dont I'hypophyse,
I’hypothalamus, la thyroide et la parathyroide, le thymus, les surrénales, le pancréas, les ovaires et

les testicules (Figure 1).

Hypothalamus
Hypophyse

Thyroide
Parathyroides

Thymus

Surrénales

Pancréas

\ Utérus

Testicules

Figure 1 : Anatomie simplifiée du systeme endocrinien

Les glandes endocrines, par l'intermédiaire des hormones et sous le contréle du systéme nerveux
central, régulent de nombreuses fonctions essentielles comme la reproduction, le développement, la
croissance ou le métabolisme énergétique (Tableau 1). Le complexe hypothalamo-hypophysaire est
le siege du lien étroit qui existe entre le systéeme nerveux et le systeme endocrinien. Par la sécrétion
de neurohormones, I’hypothalamus agit, via I’'hypophyse, sur la sécrétion d’hormones des principales

glandes endocrines du corps. Les hormones peuvent étre classées en trois catégories : les hormones
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Chapitre 1. Contexte

peptidiques (e.g., gonadotrophines, insuline) qui sont hydrosolubles et circulent librement dans le
sang, les stéroides (i.e., corticostéroides et stéroides sexuels) qui sont lipophiles et transportées dans
le sang par des protéines plasmatiques, et les amines (e.g., adrénaline, dopamine) dont la solubilité
est variable selon le degré de polarité. Les fonctions de reproduction sont dirigées par I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique : la sécrétion de Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) par
I’hypothalamus va stimuler la sécrétion de Luteinizing Hormone (LH) et de Follicle Stimulating
Hormone (FSH) par I’hypophyse qui vont a leur tour stimuler la sécrétion de stéroides sexuelles par
les gonades [1,2].

Tableau 1 : Roles principaux des hormones et fonctions associées

Fonctions Hormones Réponses

Reproduction

Androgenes, cestrogenes,
progestérone, hormones
hypophysaires (LH, FSH,

Développement des organes
reproducteurs, production de
gametes, lactation, gestation,

prolactine) comportement sexuel

Croissance et Hormones de croissance, Croissance, métabolisme,

Développement hormones thyroidiennes, homéostasie

insuline, glucocorticoides,

androgenes, cestrogenes,

progestérone

Controle du volume et de la

Maintien de I’environnement Aldostérone, vasopressine,

interne (homéostasie) hormones parathyroidiennes,  pression

prostaglandines
Régulation du métabolisme

Disponibilité énergétique Insuline, glucagon, hormones

thyroidiennes

Les hormones agissent comme des messagers chimiques et sont transportées par le sang vers leurs
cellules cibles (dont celles d’autres glandes endocriniennes) [1]. Ces cellules cibles possédent des
sites de liaisons spécifiques, appelés récepteurs, qui peuvent étre membranaires (e.g., récepteurs des
hormones peptiques) ou intracellulaires (e.g. récepteurs des hormones lipophiles) et sur lesquels
I’hormone correspondante va venir se fixer et transmettre le signal a la cellule. La liaison de
I'hormone va modifier la structure du récepteur: dans le cas de récepteurs homodimériques
(récepteurs sans affinité avec I’ADN en I'absence d’hormone, comme ceux des ligands stéroidiens),
I'interaction des récepteurs avec un ou plusieurs éléments de réponse a I’hormone, présents dans la
séquence d’'un geéne cible, va conduire a la modulation de la transcription de ce géne. Les récepteurs
des hormones lipophiles ont une haute affinité pour un ou plusieurs ligands spécifiques et sont dotés

d’un site de liaison saturable, permettant ainsi la compétition entre ligands d’'un méme récepteur.
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1.1.2. Les stéroides sexuels

Les hormones stéroidiennes sont communément divisées en 3 familles : les glucocorticoides, les
minéralocorticoides et les stéroides sexuels [1]. Les stéroides sexuels sont eux-mémes divisés en 3
sous-types d’hormones : les androgenes, les cestrogénes et les progestagenes. Les stéroides sont
synthétisés essentiellement dans les glandes endocrines (surrénales et gonades) et ont pour
précurseur commun le cholestérol. La synthése des hormones stéroidiennes, ou stéroidogéneése,
implique une cascade de réactions enzymatiques dont la voie empruntée dépend du type d’enzymes

exprimées dans le tissu considéré et de leur séquence d’intervention (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma de la stéroidogéneése.
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1.1.2.1. Les androgenes

Les androgenes, aussi appelés hormones sexuelles males, incluent la testostérone, Ia
dihydrotestostérone (DHT), la déhydroépiandrostérone (DHEA), I'androstenedione (A4) et
I’androstenediol (A5). Le principal androgene est la testostérone qui est biosynthétisée par le
testicule, I'ovaire et les glandes surrénales. La régulation de la sécrétion de testostérone s’effectue
par les hormones gonadotrophines du lobe antérieur de I’hypophyse : la LH et la FSH. La DHEA, I'A4
et I'A5, principalement synthétisées par les glandes surrénales, sont des précurseurs de la
testostérone. La testostérone peut étre métabolisée en cestradiol par I'aromatase ou en DHT par la
5a-réductase. L'action des androgenes s’effectue par leur liaison au récepteur des androgeénes (AR),
pour lequel la DHT posséde une affinité bien supérieure a celle de la testostérone. Chez le male, les
androgenes jouent un réle essentiel dans la différenciation sexuelle du feetus, le développement des
caractéres sexuels secondaires a la puberté (croissance des organes génitaux, pilosité, mue...), la
spermatogénese et la libido. La testostérone a également une action stimulante sur le

développement de la musculature et auraient un effet sur le comportement (comme I'agressivité).

1.1.2.2. Les cestrogénes

Les cestrogeénes incluent I'cestradiol (E2), I'cestriol (E3) et I'cestrone (E1). lls sont principalement
synthétisés par |'ovaire, le placenta, les glandes surrénales et le testicule. Les cestrogenes sont
dérivés des androgénes par des réactions enzymatiques : I’A4 et la testostérone sont converties par
I’action de 'aromatase en E1 et E2 respectivement. L'E2 est également synthétisée a partir de I'E1 via
la 17-BHSD. L'E3 est dérivée de I'E1 et I'E2 et est particulierement élevée au cours de la grossesse
puisqu’elle est largement produite par le placenta. Il existe deux isotopes du récepteur aux
cestrogenes (ER) avec des distributions tissulaires et des rdoles physiologiques distincts: ERa
principalement exprimé au niveau utérin, vaginal, hépatique et hypophysaire et ERB principalement
exprimé au niveau prostatique, testiculaire, ovarien et dans certaines parties du cerveau. Les
cestrogénes jouent un réle important dans le développement des caractéres sexuels féminins (mais
dans une moindre mesure que les androgenes chez le méle) et sont impliquées dans le contréle du
cycle menstruel et le processus de fécondation. Outre leurs roles dans la reproduction, les
cestrogénes agissent également sur le systeme squelettique, la peau et les muqueuses, le systeme

cardiovasculaire, le cerveau, ou encore le métabolisme lipidique.
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1.1.2.3. Les progestagenes

Les progestagénes incluent la pregnénolone et la progestérone (et leurs formes hydroxylées, 1700H-
pregnénolone et 17a0OH-progestérone). La pregnénolone est synthétisée a partir du cholestérol et
métabolisée en progestérone par la 3B-Hydroxystéroide déshydrogénase (3B-HSD). Les progestagenes
sont les précurseurs des androgéenes et des corticoides. La progestérone est principalement sécrétée
par le corps jaune (pendant la phase sécrétoire du cycle menstruel), le placenta (pendant la
grossesse) et les corticosurrénales (comme chez I'homme), sous le controle des hormones
gonadotrophines hypophysaires (LH, FSH). L'utérus est l'organe-cible le plus important de la
progestérone qui agit via son récepteur, le récepteur a la progestérone (PR). Le rdle principal de la
progestérone est de préparer le tractus génital de la femme a I'implantation et au développement de

I’ovule fécondée et de maintenir la grossesse.

1.1.2.4. Transport des stéroides

Dans le sang, les stéroides sexuels circulent principalement en étant liés a deux protéines de
transport : la Sex hormone binding globulin (SHBG) et I'albumine, la premiére étant spécifique aux
stéroides et I'autre pas. Les protéines de transport régulent |'acceés des stéroides au niveau des tissus
cibles puisque seule la fraction libre, c’est-a-dire la fraction non liée aux protéines de transport, est
biologiquement active. La SHBG posséde une forte affinité pour la DHT et une affinité moyenne pour
la testostérone et I'E2. L’albumine quant a elle possede une affinité faible et facilement rompue avec
les stéroides, mais elle est présente en trés grande quantité (60% de I'ensemble des protéines de
I’organisme). Ainsi, pour la testostérone, on observe qu’environ 50% de la testostérone circulante
est liée a la SHBG, 50% est liée a I'albumine et seulement 2% reste libre. La SHBG est principalement
synthétisée dans le foie (comme I'albumine) et est régulée par les cestrogénes. L’androgen binding
protein (ABP) est une autre protéine de transport spécifique des hormones stéroidiennes qui est
produite par les cellules de Sertoli et qui, contrairement a la SHBG, reste localisée au niveau
testiculaire. L'ABP possede une affinité élevée pour la DHT, plus faible pour la testostérone et quasi
inexistante pour les autres stéroides. Sa synthése est sous le contréle de la FSH, elle-méme

dépendante, entre autres, de la testostérone.
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1.1.3. Le développement du systéme reproducteur

Le développement du systeme reproducteur commence tres tét au cours de la vie foetale, lors de la
phase de différenciation sexuelle des gonades, et se termine a la puberté avec la mise en place des
caracteres sexuels secondaires [2,3]. Le développement du systeme reproducteur est sous le
contréle des hormones sexuelles dont les niveaux sont particulierement élevés a trois périodes
distinctes du développement : 1) la période prénatale, 2) aux alentours du 3° mois de vie, période
aussi appelée « mini-puberté », et 3) lors de la puberté. Aprés une bréve activation de I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique au cours de la mini-puberté, celui reste par la suite quiescent
jusqu’au début de la puberté. Les concentrations de testostérone et d’cestradiol varient ainsi

grandement avec I'age (Figure 3).
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Figure 3 : Evolution des concentrations de testostérone et d’cestradiol chez ’homme et la femme au cours de la vie.
Source : Ober et al. 2008 [4]

1.1.3.1. La période prénatale
» Différenciation gonadique

Le développement du systeme reproducteur commence treés tét au cours de la grossesse. Chez
I’'homme, comme chez les autres mammiferes, le sexe est déterminé génétiquement a la fécondation
selon que le spermatozoide est porteur ou non du chromosome Y (I'ovocyte étant toujours porteur
du chromosome X) : c’est le sexe génétique. A ce stade, les gonades sont dites « indifférenciées » ou
« bipotentielles » et ce n’est qu’a partir de la 5°-6° semaine de grossesse que leur différenciation en
testicules ou en ovaires va démarrer et déterminer le sexe gonadique. Cette différenciation
gonadique est sous 'influence d’un géne présent seulement sur le chromosome Y : le géne SRY (sex-
determining region of Y chromosome). L'expression du gene SRY dans les cellules somatiques de la

gonade va entrainer la différenciation de celles-ci en cellules de Sertoli, suite a une cascade
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d’activation génétique, et donnera lieu a la formation du testicule. A I'inverse, I'absence du gene SRY
fera évoluer la gonade indifférenciée en ovaire mais la cascade génétique qui la controle est moins

bien connue chez la femelle.

» Différenciation des voies génitales internes

Dés les premieres étapes de différenciation gonadique, la gonade male va étre capable de produire
des hormones sexuelles. Le développement des voies génitales internes va dépendre de I'activité
hormonale du testicule feetal : I'hormone antimillérienne (AMH), produite par les cellules de Sertoli,
va entrainer la régression des canaux de Miiller tandis que les canaux de Wolff vont au contraire se
développer et former I'épididyme, le canal déférent et les vésicules séminales, sous I'action de la
testostérone, produite par les cellules de Leydig. Chez la femelle, la non production d’AMH et de
testostérone par la gonade va a l'inverse entrainer la régression des canaux de Wolff et la
différenciation des canaux de Miller a l'origine des trompes de Fallope, de I'utérus et de la partie
haute du vagin. Les connaissances sur les mécanismes impliqués dans la différenciation de la gonade
femelle sont encore limitées mais certains genes spécifiques (comme Dax1, Wnt4, Rspol, Fst ou

FoxL2) ont été identifiés [5].

> Différenciation des organes génitaux externes

A partir du 3° mois, les organes génitaux externes vont se développer. Chez le garcon, sous I'effet des
hormones androgénes (testostérone et DHT), le tubercule génital va s’allonger pour former le pénis
et entrainer avec lui les replis génitaux, qui fusionneront sur le bord ventral du pénis pour isoler
I'urétre, et les bourrelets urogénitaux, qui formeront le scrotum. A la 14° semaine de grossesse,
I"appareil génital externe est différencié mais la croissance du pénis et la descente des testicules dans
les bourses vont se poursuivre jusqu’a la fin de la grossesse sous le controle des androgénes et de
I'insuline-like peptide 3 (INSL3). Chez la fille, en I'absence d’androgéne, le tubercule génital va
évoluer en clitoris tandis que les replis et bourrelets génitaux ne vont pas fusionner et se différencier
en petites et grandes levres, respectivement. Les mécanismes de formation des organes génitaux
externes féminins restent encore mal connus mais les niveaux d’cestrogénes pendant la grossesse

pourraient y contribuer [2,6].
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La Figure 4 ci-dessous résume les étapes du développement des différents organes composant le

systeme reproducteur masculin au cours de la période prénatale.
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Figure 4 : Phases de développement des différents organes composant le systéme reproducteur masculin.
Source : Expertise Inserm — Environnement et reproduction [7]

1.1.3.2. La mini-puberté

L’axe hypothalamo-hyposphyso-gonadique, bien qu’actif au milieu de la grossesse, est par la suite
inactivé du fait de la forte production d’cestrogénes par le placenta (negative feedback). A la
naissance, I'axe hypothalamo-hyposphyso-gonadique se réactive jusqu’aux alentours du 6° mois et
stimule la production de gonadotrophines (LH, FSH), avec un pic d’activité aux alentours de 3 mois,
appelé mini-puberté [8]. Cette augmentation des niveaux de gonadotrophines stimule ainsi la
production d’hormones gonadiques : une augmentation des niveaux de testostérone, d’Inhibine-B et
d’AMH chez le garcon et une augmentation des niveaux d’cestradiol chez la fille [8,9]. Chez les

enfants nés avec une cryptorchidie, il est fréquent d’observer une descente spontanée du testicule
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dans la bourse au cours de cette période de mini-puberté [10,11]. Chez le garcon, la mini-puberté
joue un role important dans le développement des fonctions testiculaires, la production spermatique
et la masculinisation du cerveau mais son role chez la fille est encore mal connu [8,9]. L’age de 3 mois
est donc une période au cours de laquelle la mesure des niveaux d’hormones stéroidiennes et des
gonadotrophines permet de capturer le pic d’activité de I'axe hypothalamo-hyposphyso-gonadique
[12]. Chez le garcon, la mesure des niveaux de testostérone, LH, FSH et INSL-3 permettent d’évaluer
les fonctions des cellules de Leydig tandis que les niveaux d’Inhibine-B, d’AMH et de FSH permettent
d’évaluer les fonctions des cellules de Sertoli. Chez la fille, I'activité des gonadotrophines,
notamment de la FSH, est plus irréguliére mais entraine des pics d'cestradiol équivalents a ceux de la
puberté. Les variations sont tres breves et, par rétrocontrole, chaque augmentation d'cestradiol

inhibe la libération de FSH, ce qui, en retour, fait chuter le taux d'cestradiol.

1.1.3.3. La puberté

La puberté est I'étape finale du développement du systéme reproducteur aprés laquelle I'individu
devient physiologiquement capable de procréer. Elle correspond a la période de maturation des
organes sexuels et a la formation d’ovocytes et de spermatozoides matures mais également au
développement des caracteres sexuels secondaires, le tout sous l'influence des stéroides sexuels.
Depuis la fin de la mini-puberté, I'axe hypothalamo-hypophysaire gonadique est resté quiescent et
n’'est réactivé définitivement qu’au moment de la puberté. L'initiation de la puberté est ainsi
déterminée par une augmentation de la sécrétion de GnRH par les neurones hypothalamiques,
stimulant la production de gonadotrophines (LH, FSH) qui vont elles-mémes stimuler la production
de stéroides par les ovaires ou les testicules. La sécrétion de GnRH est sous le contréle de nombreux
facteurs hypothalamiques (dont des neuropeptides et neurotransmetteurs: kisspeptines,
neurokinine B, glutamate, GABA...), périphériques (dont les niveaux circulants d’hormones incluant
les stéroides) et environnementaux (dont alimentation, le stress ou les perturbateurs endocriniens)
[13-16]. Ainsi, 'initiation de la puberté est un mécanisme neuroendocrinien complexe que nous ne
développerons pas davantage dans le cadre de cette thése centrée sur les anomalies du systeme

reproducteur a la naissance.
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1.1.4. La stéroidogénése pendant la grossesse

1.1.4.1. L'unité feeto-placentaire

Dés la 8° semaine de grossesse, le placenta humain est le siége d'une importante production de
stéroides sexuels, principalement la progestérone et les cestrogenes [17]. Cependant, le placenta,
comme le foetus, est dépourvu de certains complexes enzymatiques nécessaires a la réalisation de la
stéroidogénese. Il existe donc des interactions actives entre les systémes enzymatiques respectifs du
placenta et du foetus dénommées sous le concept d’unité faeto-placentaire. En effet, tandis que le
placenta exerce une forte activité aromatase, sulfatase, 33-HSD, 17B-HSD et une faible activité 16a-
hydroxylase, 17a-hydroxylase et 17-20 desmolase, on observe une activité inverse chez le foetus [18].
Les principales réactions enzymatiques aboutissant a la synthese des différents stéroides sont

présentées dans la Figure 5.

» Formation des précurseurs des androgénes

L'ensemble des stéroides synthétisés par |'unité foeto-placentaire ont pour précurseur commun le
cholestérol. Le placenta n’est pas capable de synthétiser du cholestérol et utilise les LDL et le
cholestérol libre du compartiment maternel pour synthétiser la pregnénolone par I'enzyme de
clivage de la chaine latérale du cholestérol (SCC). Une partie de cette pregnénolone est convertie par
la 3B-HSD placentaire en progestérone tandis qu’une autre partie est convertie en pregnénolone

sulfate chez le foetus et utilisée pour la synthése d’androgénes.

» Formation des androgénes

Parmi les androgenes, la DHEA, la DHEAS et la 16a-OH DHEAS sont principalement produites a partir
de leurs précurseurs dans le compartiment foetal. En effet, on observe une forte activité de la 17a-
hydroxylase et la 17-20 desmolase dans les corticosurrénales du feetus qui sont ainsi capables de
synthétiser, dés la 8° semaine de grossesse, de fortes quantités de DHEA et DHEAS [19]. Le foie foetal
quant a lui convertit la DHEA(S) en 16a-OH DHEA(S) grace a I'activité de la 16a-hydroxylase. Dans le
placenta, la DHEAS d’origine foetale mais aussi maternelle est convertie en DHEA par la sulfatase.
Puis, la 3B-HSD transforme la DHEA en A4 qui est elle-méme en partie convertie en testostérone par
la 17B-HSD. Chez le foetus male, le testicule est une autre source importante de production

d’androgénes (testostérone et DHT).
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> Formation des cestrogénes

Les cestrogénes sont principalement formés dans le placenta par conversion des androgenes par
|'aromatase (testostérone en ocestradiol, androsténedione en estrone et 16a0OH-DHEAS en oestriol).
L'activité enzymatique de I'aromatase augmente au cours de la grossesse. Les androgenes
permettant la synthese de I'cestradiol et de I'estrone sont issus, a parts quasi égales, de précurseurs
maternel et foetal (DHEAS) alors que, pour la synthése d’cestriol, 90% des androgenes précurseurs
sont d’origine feetale (16aOH-DHEAS). Une altération du développement des corticosurrénales peut

de ce fait avoir un impact sur la production d’androgenes, et par conséquent d’cestrogénes.
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Figure 5 : Stéroidogénése au sein de I'unité foeto-placentaire

1.1.4.2. Le testicule foetal

Le testicule foetal peut classiquement étre divisé en deux compartiments interdépendants : le tissu
interstitiel, contenant notamment les cellules de Leydig responsables de la synthése d’androgénes, et
les cordons sexuels (futurs tubules séminiferes et siege de la spermatogenése), formés des cellules

de Sertoli et de la lignée germinale [2].
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> Les cellules de Sertoli

La différenciation des cellules de Sertoli constitue le premier événement de l|'organogénese
testiculaire dés la 6° semaine de grossesse. Sous I'activation du géne SRY, la différenciation des
cellules de Sertoli en provenance de I'épithélium ccelomique va démarrer puis elles vont activement
proliférer en s’organisant autour des cellules germinales pour former les cordons sexuels, ébauches
des futurs tubules séminiferes. Le nombre de cellules de Sertoli augmente de facon exponentielle
pendant le 2° trimestre de gestation. Les cellules de Sertoli sécrétent 'AMH responsable de la
régression des canaux de Miiller en faveur des canaux de Wolff. Elles jouent également un role
crucial dans la différenciation et le bon fonctionnement des cellules de Leydig et préviennent I'entrée
en méiose des gonocytes. Parmi les nombreuses protéines synthétisées par la cellule de Sertoli, deux
sont essentielles a la fonction testiculaire: I'inhibine, exercant un rétrocontréle au niveau
hypothalamo-hypophysaire, et I’ABP, protéine de transport des androgénes ayant une affinité élevée

pour la testostérone et la DHT (cf 1.1.2.4).

> Les cellules germinales

Au cours de la 5™ semaine de grossesse, les cellules germinales primordiales colonisent les
structures gonadiques qui, sous l'influence des cellules de Sertoli, vont se différencier en
spermatogonies durant le reste de la grossesse. Les spermatogonies sont bloquées lors de la période
feetale et n’entreront en méiose qu’a partir de la puberté avec la mise en place de la
spermatogénése. La prolifération et la différenciation des cellules de Sertoli dans la gonade en
développement est donc primordiale puisqu’elles déterminent le nombre de cellules germinales et

donc la qualité de la spermatogénese a I’age adulte [20].

> Lescellules de Leydig

C’est a partir de la 7° semaine de grossesse que des cellules du mésenchyme vont se différencier en
cellules de Leydig sous le contréle de divers facteurs (Insuline growth factor-l, protéine GATA4,
Desert hedgehog). Dés la 8&me semaine, les cellules de Leydig foetales commencent a produire des
androgenes, dont la testostérone, nécessaires a leur bon développement ainsi qu’a celui des organes
génitaux internes et au maintien de la stéroidogénese. Les cellules de Leydig produisent également
une autre hormone indispensable a la différenciation du tractus génital male : I'INSL3, essentielle
dans le processus de descente testiculaire. Le nombre de cellules de Leydig augmente de fagcon
exponentielle dés la 8° semaine de gestation jusque vers la 19° semaine. A partir du 2° trimestre, la
testostérone est transformée en périphérie, par la 5a-réductase, en DHT. La DHT est supposée jouer
un réle dans la masculinisation du tractus génital (développement du pénis, des bourses et de la

prostate.
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1.1.4.3. 'ovaire foetal

Chez le foetus de sexe feminin, la différenciation des ovaires démarre au cours de la 7° semaine de
grossesse mais n’est pas nécessaire a la différenciation du phénotype femelle [2]. L'ovaire fcetal
contient a la fois les futurs ovocytes et les précurseurs des cellules somatiques (cellules de la
granulosa et de la theque). Au cours de la vie feetale, I'ovaire, contrairement au testicule, possede

une trés faible activité vis-a-vis de la stéroidogéneése.
» Les cellules germinales

Chez le male, la spermatogénese ne démarre qu’a la puberté mais chez la femelle, 'ovogenése
commence dés la vie foetale, au cours du quatrieme mois de grossesse, ol se constitue le stock des

éme

follicules primordiaux. Depuis la 5° semaine de grossesse et jusqu'au 7 mois, les cellules
germinales primordiales, ainsi que leurs descendants, les ovogonies, se multiplient par mitose. Puis, a
partir de la 12° semaine, ils entrent en méiose et se bloquent en prophase I. Chaque ovocyte |
s’entoure alors d’une couche de cellules somatiques (cellules de pre-granulosa) pour former le
follicule primordial, dés la 16° semaine de grossesse. Une fois formés, la majorité des follicules
primordiaux vont rester quiescents et leur croissance ne reprend que plusieurs mois ou années apres
la naissance. On suppose aujourd'hui que la formation des follicules primordiaux est achevée au
cours de la vie foetale. Cependant, un phénoméne d’atrésie des follicules est observé dés la 14°
semaine de grossesse puis tout au long de la vie aboutissant a un épuisement de la réserve ovarienne
au cours du temps. Ainsi, on estime que le nombre maximal (7 millions) de cellules germinales est

atteint au milieu de la grossesse puis chute a 2 millions a la naissance, 400 000 a la puberté et a

moins de 2000 a la ménopause.
» Les cellules de la théque et de la granulosa

La fonctionnalité des follicules évolue au cours de leur croissance. Elle se traduit par I'acquisition de
récepteurs aux gonadotrophines et stéroides, |'aptitude a produire des facteurs locaux modulant la
fonction gonadique et I'acquisition d’une stéroidogénése fonctionnelle. La croissance des follicules
démarre majoritairement a partir de la puberté : les follicules primordiaux évoluent vers le stade
primaire puis secondaire, stade a partir duquel se forment les cellules matures de la granulosa et de
la théque, sensibles aux gonadotrophines et impliquées dans la stéroidogénése ovarienne. Sous
I'effet de la LH, les cellules matures de la theque interne synthétisent de I’A4, de la testostérone et
de la DHT tandis que, sous le contréle de la FSH, les cellules de la granulosa aromatisent ces
androgénes en cestrogénes. Par la suite, certains follicules poursuivent leur maturation (les autres

entrant en atrésie) jusqu’au stade antral puis pré-ovulatoire (De Graff).
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A ce jour, il n’est pas établi que les cellules primitives de la granulosa et de la theque de 'ovaire foetal
possedent une activité endocrinienne. Cependant, il a été montré que I'ovaire foetal possede des le
second trimestre le matériel nécessaire a la synthése (CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1) et la détection
(récepteurs des stéroides) d’hormones stéroidiennes, en particulier les cestrogénes [21]. En fin de
grossesse, la majeure partie des follicules sont des follicules primordiaux mais certains auront atteint
le stade primaire voire pré-antral comportant ainsi des cellules de la granulosa et de la théque
matures [22]. De ce fait, une activité endocrine de I'ovaire foetal peut étre observée en fin de
gestation et on détecte notamment 'AMH, produite par les cellules de la granulosa, dés la 36°

semaine de grossesse [22,23].

1.1.4.4. Le rble des gonadotrophines hypophysaires

Les gonadotrophines hypophysaires sont des hormones glycoprotéiques qui incluent la LH et la FSH.
La pulsatilité de la LH est le reflet de la pulsatilité de la GnRH. Chez le foetus, la GnRH est décelable
dans I'"hypothalamus dés la 6° semaine de grossesse et les cellules gonadotropes hypophysaires, qui
synthétisent la LH et la FSH, a partir de la 9° semaine (soit aprés la période de différenciation
sexuelle) [24,25]. Chez le feetus male, I’'Hormone chorionique gonadotrope (hCG) placentaire (activité
de type LH produite dés le début de la grossesse), puis la LH (aux alentours de la 8° semaine), se lient
aux récepteurs spécifiques des cellules de Leydig pour stimuler la sécrétion de testostérone. Ces
récepteurs sont également exprimés dans les cellules de Sertoli et vont stimuler la production
d’INSL3 [26,27]. La FSH se lie aux récepteurs spécifiques des cellules de Sertoli et provoque la
synthése de I’ABP. Chez le foetus femelle, les récepteurs ovariens de la LH ne sont pas exprimés avant
la 16° semaine de grossesse et ceux de la FSH apparaissent a la fin du second trimestre de grossesse
[28]. Les gonadotrophines hypophysaires ne sont pas nécessaires a la différenciation sexuelle des
gonades mais sont largement impliquées dans le développement des organes génitaux externes, et

particulierement chez le garcon (descente testiculaire, croissance du pénis).

1.1.4.5. Evolution des niveaux d’hormones au cours de la grossesse
a. Les niveaux d’hormones maternelles

Chez la femme enceinte, les niveaux de progestérone et d’cestrogenes augmentent régulierement au
cours de la grossesse. Le pic de production de I’hCG placentaire est observé entre la 6° et la 12°
semaine de grossesse, puis diminue fortement jusqu’a I'accouchement. Les concentrations de LH et
FSH sont trés faibles (indétectables) tout au long de la grossesse bien qu’une augmentation des
niveaux de LH est observée au cours du 1° trimestre [29]. Les concentrations de SHBG s'élévent
considérablement dés la 10° semaine de grossesse et atteint son maximum a 25-30 semaines de

grossesse [30]. Puis les concentrations de SHBG reviennent a leurs valeurs basales une semaine apres
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I'accouchement. Les niveaux de testostérone, Inhibine-A et A4 augmenteraient également au cours

de la grossesse [29,30]. Les niveaux d’Inhibine-B semblent plus élevés au cours du 3° trimestre [29].

b. Les niveaux d’hormones foetales

» Gonadotrophines

Les taux sériques de LH et FSH augmentent progressivement au cours de la grossesse, atteignent leur
maximum a la moitié de la gestation, puis diminuent en paralléle de la diminution de la sécrétion
d’androgeénes (chez le foetus male), I'augmentation des niveaux d’cestrogenes maternels et la mise
en place de mécanismes de rétrocontrdle négatif. A la naissance, les niveaux de gonadotrophines

sont trés faibles voire non détectables dans les deux sexes [30].

» Androgénes

Les surrénales sécretent des quantités importantes de DHEA pendant la vie foetale. Cette sécrétion

2

est nécessaire a la synthése des cestrogénes par le placenta (premiére source de production

éme

d’cestrogenes a partir de la 8"° semaine de gestation). Les variations au cours de la grossesse sont
mal connues mais les niveaux de DHEA sont élevés a la naissance dans les deux sexes [30]. Chez le
garcon, les concentrations de testostérone sont tres élevées a la fin du premier trimestre de la
grossesse, permettant la mise en place de I'appareil génital male, puis diminuent fortement jusqu’a
atteindre des niveaux faibles & terme. La DHT n’est pas détectable au cours du 1° trimestre de

grossesse puisque le foetus ne posséde pas encore la 5a-réductase. Chez la fille, les concentrations

de testostérone a la naissance sont faibles mais comparables a celles du garcon a terme [30].

» (Estrogénes

Les concentrations d’cestrogenes sont extrémement élevées pendant la grossesse, sans différence
selon le sexe étant donné qu’elles proviennent de I'aromatisation placentaire des androgenes
(DHEA). Une différence selon le sexe tend a apparaitre a la fin de la grossesse avec des valeurs un

peu plus élevées chez les filles, suggérant un possible réle de I'aromatase ovarienne.

» AMH et Inhibine-B

Chez le garcon, les concentrations d’AMH et d’Inhibine-B sont tres élevées au cours de la période de
la différenciation sexuelle. Puis ces concentrations diminuent jusqu’au terme mais restent élevées.
Chez la femelle, 'AMH et I'Inhibine-B sont produites par les cellules somatiques de I'ovaire mais
seulement dans les follicules en croissance [22]. Ainsi, les concentrations de ces deux hormones sont
majoritairement non détectables chez la fille, excepté en tres faibles quantités en fin de gestation

[30].
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1.2. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

1.2.1. Historique

C’est en 1962, suite a la parution du livre de Rachel Carson, biologiste marine américaine, que
démarre certainement la prise de conscience des effets potentiels des polluants chimiques sur
I’environnement. Dans son ouvrage, intitulé Silent Sping, Rachel Carson rapporte les dommages
causés par l'utilisation massive de pesticides sur le monde vivant, du sol aux rivieres, des plantes aux
animaux jusqu’a I’'Homme [31]. Elle rapporte notamment une augmentation de la mortalité des
oiseaux et une diminution de leurs capacités de reproduction dans des régions ou le
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT), un pesticide organochloré, était largement utilisé. Outre de
nombreuses autres observations faites sur la faune et la flore, I'auteure évoque également I'impact
potentiel de I'exposition aux pesticides pendant la vie foetale sur la santé de I'enfant. Ce livre eut un
grand succes aux Etats-Unis et contribua a la création de I’Agence américaine de protection de
I’environnement (Environmental Protection Agency, US-EPA) et a l'interdiction du DDT au début des
années 70. Il marquera, selon Al Gore, vice-président des USA, « |’acte de naissance du mouvement

écologique ».

Cependant, ce n’est qu’au début des années 90 qu’une réelle mobilisation autour de la présence de
substances chimiques dans I'environnement se met en place. De nouvelles observations ont été
faites dans le milieu naturel, particulierement chez les especes aquatiques. Des anomalies des
organes reproducteurs, voire une diminution des populations, ont été observées dans des zones
polluées. On peut notamment citer I'exemple de la masculinisation de gastéropodes femelles due a
I'utilisation de tributylétain (TBT) dans les peintures des coques des bateaux [32], les cas de micro-
pénis chez les alligators de Floride suite au déversement massif de pesticides dans le lac Apopka [33],
ou encore la féminisation des poissons males exposés aux effluents issus du traitement des eaux

usées dans certaines rivieres du Royaume-Uni [34].

Des anomalies du systeme reproducteur et du développement ont également été observées chez les
rongeurs de laboratoire exposés a différents agents chimiques. Au cours des derniéres décennies, de
nombreuses publications scientifiques ont fait état d’'une augmentation de l'incidence de diverses
pathologies (cancer, obésité, diabete) et ont suggéré une diminution de la fertilité chez 'homme.
L'ensemble de ces observations a conduit a I'hypothése que les polluants chimiques de

I’environnement seraient responsables de I'augmentation de la fréquence de ces pathologies [35,36].
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1.2.2. Définitions

C’est en 1991, lors d’un colloque aux Etats-Unis, que le terme de « perturbateur endocrinien » va
apparaitre pour la premiere fois et définir « toute substance étrangére a I'organisme susceptible
d’altérer les équilibres hormonaux ». Par la suite, en 1996, la Commission Européenne, I'Organisation
de Coopération et de Développement Economique (OCDE), I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) et le Conseil Européen des Fédérations de I'Industrie Chimique (CEFIC) se réunirent a
Weybridge (UK) et précisent cette définition: les modifications de la fonction hormonale se
traduisent par « des effets néfastes sur I'organisme ou sur sa descendance » [37]. Dans le méme
temps, I'US-EPA propose une définition plus mécanistique et définit comme perturbateur
endocrinien toute « substance exogéne qui interfére avec la production, la sécrétion, le transport, le
métabolisme, la liaison, I'action ou I’élimination des hormones naturelles responsables du maintien
de I'noméostasie et de la régulation du développement de l'organisme » [38]. La définition
communément adoptée aujourd’hui au sein de la communauté scientifique est celle proposée par
I’'OMS en 2002, et mise a jour en 2012, qui définit comme perturbateur endocrinien « une substance
exogene ou un mélange qui altére une ou des fonctions du systeme endocrinien et qui, par
conséquent, cause des effets délétéres sur la santé d’un organisme, de sa descendance ou d’une
(sous-)population » [39,40]. Notons ici, I'apparition des notions « de mélange » et « de (sous-
)population ». Enfin, nous reviendrons en discussion sur la définition proposée trés récemment (Juin

2016) par la Commission Européenne.

Certaines des définitions proposées ci-dessus se sont limitées a décrire la présence d’une propriété
hormonale de la substance, sans préjuger des conséquences (effets néfastes). Une telle approche
s’apparente et se limite a la description d’'un mécanisme d’action. D’autres définitions ont tenté de
mettre I'accent sur le caractere néfaste des effets, sans pour autant les préciser. Quelle que soit la ou
les définitions retenues, les propriétés hormonales attribuées a diverses substances chimiques et
I'influence de cette activité sur les systemes endogenes, soulévent de nombreuses questions sur leur
role éventuel dans la survenue de pathologies. Le concept de perturbation endocrinien ayant été
étendu par la suite a de nombreux systémes hormonaux, la liste potentielle des effets indésirables

s’est élargie.

A ce jour, il n’existe pas de classification harmonisée des perturbateurs endocriniens mais différentes
autorités ont établi des listes de perturbateurs endocriniens potentiels [41]. L'UE a notamment
identifié plus de 500 molécules suspectées d’étre des perturbateurs endocriniens dont certaines ont
été classées comme substances prioritaires du fait de la fréquence de leur exposition dans la

population [42,43].
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1.2.3. Exemples et sources d’exposition aux perturbateurs endocriniens

Parmi les perturbateurs endocriniens, on distingue en premier lieu les hormones naturelles telles que
les phyto-cestrogénes naturellement présents dans certaines plantes (soja, luzerne) et les hormones
de synthese utilisées en thérapeutique (contraception, hormonothérapie). Un second groupe de
perturbateurs endocriniens, bien plus large, rassemble tous les produits chimiques et sous-produits
industriels qui peuvent interférer avec le systéme endocrinien. Il existe une grande diversité de
perturbateurs endocriniens potentiels qui sont pour la plupart issus de l'industrie agro-chimique
(pesticides, plastiques, médicaments...) et de leurs rejets. Parmi les plus fréquents, on peut citer des
produits industriels ou domestiques comme les phtalates, ou le bisphénol A utilisés dans les
plastiques, les parabénes utilisés comme conservateurs dans les cosmétiques ou encore les
polychlorobiphényles, utilisés dans le passé dans les condensateurs électriques, ou certains
pesticides (Tableau 2). Certains composés sont également produits de maniére non intentionnelle
par combustion dont les dioxines, furanes et hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

Tableau 2 : Exemples de familles de molécules a effet perturbateur endocrinien et leurs sources potentielles
Source : Expertise collective AFSSET INSERM, 2008: Cancer et environnement[44]

Famille chimique Sources potentielles Exemples
Phtalates Plastiques, cosmétiques Dibutyl phtalate
Alkylphénols Détergents, plastiques, pesticides Nonylphenol

Hydrocarbures aromatiques Sources de combustion: fumée de Benzo(a)pyrene

polycycliques cigarette, émission des moteurs
diesels, incendies

Polychlorobiphényles Transformateurs électriques PCB, Arochlor

Anciens pesticides Résiduels de stockage, pollution DDT, Dieldrine, Chlordane
rémanente

Autres pesticides Agriculture, nettoyages urbains, Atrazine, Ethyléne thiourée,
jardins particuliers Heptachlor, Lindane, Malathion

Retardateurs de flamme Mousses pour les mobiliers, tapis, Polybromodiphényles (PBDE)
équipements électroniques

Dérivés phénoliques Désinfectants, plastiques, Bisphénols A, Parabens,
cosmétiques Halogéno-phénols

Les voies d’exposition aux perturbateurs endocriniens sont orale (via I'eau et I'alimentation),
respiratoire (air) et cutanée (via l'utilisation de cosmétiques par exemple) [44]. L’exposition aux
perturbateurs endocriniens de la population générale concerne de faibles doses mais de facon
continue. Des niveaux d’exposition plus importants sont observés dans certains secteurs
professionnels, tant au niveau de la production que de I'utilisation, dont I'agriculture, les industries

chimiques et pharmaceutiques, le secteur des cosmétiques et le traitement des déchets [45].
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1.2.4. Les effets toxiques des perturbateurs endocriniens

1.2.4.1. Toxicocinétique

La toxicocinétique inclut les phénomenes d’absorption, de distribution, de métabolisme et
d’excrétion des xénobiotiques (Figure 6). Le processus de métabolisme des xénobiotiques implique
de nombreux systemes enzymatiques dont I'activité peut étre modifiée par des perturbateurs
endocriniens. Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, certains xénobiotiques seront stockés
dans l'organisme pendant plusieurs années (ex: polluants organiques persistants), tandis que
d’autres seront rapidement éliminés, sous forme inchangée ou de métabolites. La toxicocinétique

dépend également d’autres facteurs : génétiques, physiopathologiques ou environnementaux.

Facteurs histologiques
Facteurs génétiques

Facteurs physiopathologiques
Facteurs environnementaux
Multi-expositions

Xénobiotique

4 v )

ABSORPTION
DISTRIBUTION
METABOLISME
PHASE |
Cytachrome P450 BHAGENL
Hydroxylation Transférases
Epoxydation Glucuronidation
Réduction Sulfatation
Désalkylation Méthylation
Hydrolyse Acétylation
Oxydation Conjugaison au
Peroxydase glutathion, acides
Alcaol déshydrogénase aminés
Aldéhyde réductase :
I 1
1 1
1 1
T v v = ’ P
Xénobiotique Métabolite Elimination

! '

Concentration dans le tissu cible

}

Liaison a ’ADN, aux protéines

Interaction avec les récepteurs, les protéines
de transport et le métabolisme des hormones

Figure 6 : Toxicocinétique des xénobiotiques.
Source : adaptée de Inserm 2011 [6]
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Pendant la grossesse, le placenta est responsable de la grande majorité des échanges entre la mere
et le foetus, y compris les xénobiotiques. Comme pour les autres organes, le passage transplacentaire
des xénobiotiques est tributaire de leurs propriétés physico-chimiques. Ainsi, un certain nombre de
xénobiotiques de faible poids moléculaire va traverser le placenta par diffusion passive, d’autres
seront métabolisés par les enzymes placentaires et les métabolites ainsi formés pourront atteindre la
circulation du foetus alors que d’autres substances meres ou métabolites ne traverseront pas le

placenta et n’atteindront donc pas le foetus [46].

1.2.4.2. Mécanismes de perturbation endocrinienne

Certaines molécules sont capables d’interférer avec le systeme endocrinien et ainsi modifier
I’équilibre hormonal. Ces molécules, d’origine naturelle (comme les phyto-estrogénes) ou artificielle

(comme certains médicaments ou substances chimiques), peuvent agir de différentes maniéres :

1) En mimant I'action d’'une hormone endogene en se fixant a son récepteur (=effet agoniste)

2) En bloquant les récepteurs et empéchant ainsi I'action de I’'hormone endogene (=effet
antagoniste)

3) En modifiant la production, le transport ou le métabolisme des hormones endogénes ou des

récepteurs.

Les perturbateurs endocriniens peuvent également avoir un impact sur la synthése des enzymes qui

participent a leur métabolisme (ex : cytochrome P450, CYP450) [6].

Les précisions qui vont suivre sur ces différents modes d’action des perturbateurs endocriniens

concernent plus particulierement les hormones stéroidiennes.

a. Interaction avec les récepteurs

Les mécanismes d’action des perturbateurs endocriniens les mieux étudiés concernent leur
interaction avec les récepteurs nucléaires et notamment les récepteurs aux cestrogénes ou aux
androgenes. Les récepteurs nucléaires sont déterminants dans la régulation de nombreux génes
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire, le développement, 'homéostasie et le
métabolisme. Certains perturbateurs endocriniens peuvent ainsi se lier a ces récepteurs et les activer
ou les inactiver de facon inappropriée: on parle alors de perturbateurs endocriniens a action
cestrogénique ou anti-cestrogénique dans le cadre des récepteurs aux cestrogenes (ERa ou ERB) et a
action androgénique ou anti-androgénique dans le cadre du récepteur AR. Hormis les récepteurs
nucléaires, certains perturbateurs endocriniens peuvent interagir avec des récepteurs

transmembranaires (récepteurs des neurotransmetteurs, dopaminergique).
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b. Modification de la synthése ou du métabolisme des hormones

La stéroidogénéese repose en une succession de réactions enzymatiques nécessaires a la synthése des
stéroides a partir du cholestérol (cf section 1.1.2). Les perturbateurs endocriniens peuvent avoir un
impact sur la synthése méme de ces enzymes (au niveau hépatique par exemple) ou en moduler
I'activité. Parmi les enzymes particulierement intéressantes dans I'étude des perturbateurs
endocriniens citons I'aromatase, une enzyme responsable de la conversion des androgenes en
cestrogenes, et la 5a-réductase qui va convertir la testostérone en DHT. Une activation de I'activité
aromatase en réponse a un perturbateur endocrinien aurait comme conséquence une modification

du ratio androgénes/cestrogenes.

c. Altération du transport des hormones

Les perturbateurs endocriniens peuvent également interagir avec les protéines de transport des
hormones stéroidiennes comme la SHBG. D’une part, ils peuvent se lier a la protéine de transport en
lieu et place des hormones endogenes et d’autre part ils peuvent modifier la quantité de protéines
circulantes dans le sang, par exemple en en altérant la synthése hépatique. Par conséquent, les
perturbateurs endocriniens pourraient modifier les proportions de fractions libres et liées de

stéroides endogénes, la fraction libre étant la fraction biologiquement active.

1.2.4.3. Autres mécanismes d’action

Au niveau cellulaire, certains perturbateurs endocriniens sont suspectés d’affecter les processus
d’apoptose, de prolifération et de différenciation cellulaires au sein des organes composant le tractus
reproducteur notamment. L'apoptose des cellules germinales peut conduire a une diminution du
nombre de gametes et donc a une baisse de la fertilité. A I'inverse, une diminution de I'apoptose
pourrait étre impliquée dans le développement de cellules cancéreuses. Un déreglement de la
prolifération ou de la différenciation des cellules germinales foetales peuvent également induire des

troubles de la fertilité et ont été suspectés dans la survenue de cancer.

Des mécanismes épigénétiques ont également été avancés : les perturbateurs endocriniens
pourraient interférer avec le processus normal de méthylation de I’ADN et conduiraient a des
anomalies de l'expression des genes. Il a été montré que ces marqueurs épigénétiques étaient
transmissibles par mitose ce qui pourrait expliquer les effets trans-générationnels parfois observés.
Les marqueurs épigénétiques tels que la méthylation de I’ADN subissent, au cours de la période
feetale, des modifications considérables liées a la mise en place des tissus et des organes. La moindre
perturbation de ces modifications physiologiques peut ne pas se traduire par un changement
fonctionnel immédiat, mais pourrait avoir un effet différé et altérer I'expression des genes a I'age

adulte.
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Toutes les substances qui ont une activité endocrinienne ne sont pas forcément qualifiées de
perturbateur endocrinien. Le systeme hormonal dispose en effet de mécanismes de régulation qui
permettent a l'organisme de corriger certaines modifications hormonales, prévenant ainsi
I"apparition d’un effet néfaste. Il faut également souligner que toutes les substances toxiques pour la
reproduction ne sont pas nécessairement des perturbateurs endocriniens. L’'exemple communément
cité est celui de certains solvants (éthers de glycol, éthanol) qui ont une action toxique directe sur
les gonades, mais n’interagissent a priori pas avec le systeme endocrinien. Nous reviendrons sur le

potentiel endocrinien des éthers de glycol dans la suite de cette these.

1.2.4.4. Fenétre de susceptibilité

Les perturbateurs endocriniens peuvent avoir des effets tout au long de la vie, en interagissant avec
les mémes voies de signalisation que celles des hormones endogenes. Cependant leurs effets sur la
santé varient selon I'dge et I'état physiologique des individus exposés. Il existe ainsi des fenétres de
susceptibilité (ou périodes de vulnérabilité) durant lesquelles les étres vivants seraient plus sensibles
a l'action des perturbateurs endocriniens comme la gestation, I'enfance et I'adolescence. Ces
périodes sont particulierement sensibles aux facteurs exogenes, d’une part du fait de la croissance et
de la différenciation rapide des cellules, et d’autre part di a des épisodes de forte activité
endocrinienne. A partir des années 60-70s, David Barker s’intéressa au role de I’'environnement
périnatal sur l'apparition des maladies chroniques a I'dge adulte. Aprés plusieurs années de
recherche, il démontra notamment que la sous-nutrition pendant la grossesse était responsable de
|"apparition de maladies cardio-vasculaires [47]. Ses recherches ont ainsi donné lieu au concept de
I'origine développementale de la santé et des maladies (DOHaD pour Developmental Origins of
Health and Disease) selon lequel la plasticité de I'organisme, au cours des périodes critiques de
développement que sont la vie foetale et I'enfance, permettrait a I'environnement (nutrition,
infection, chimique) de programmer de maniére permanente le métabolisme et étre ainsi
déterminant dans I'apparition de pathologies plus tard au cours de la vie [48,49]. Chez 'lhomme
comme chez I'animal, la période prénatale est particulierement importante pour la mise en place des
fonctions endocrines et reproductives. Pendant la grossesse, les perturbateurs endocriniens
pourraient ainsi affecter la programmation des cellules et tissus en développement et aboutir a des
effets permanents et irréversibles. Ils pourraient notamment interférer avec les stéroides sexuels,
impliqués dans la différenciation sexuelle, ou les hormones thyroidiennes, impliquées dans le
développement du cerveau. Le début de la période postnatale est également une autre fenétre de
susceptibilité importante aux perturbateurs endocriniens avec la poursuite du développement du
cerveau et I'activation et la mise en place des mécanismes de rétrocontréle de I'axe hypothalamo-

hypophysaire-gonadique. Plus récemment, un effet transgénérationnel des perturbateurs
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endocriniens a été suggéré laissant a penser que les mécanismes mis en jeu relevaient d'une
programmation épigénétique. Ainsi, I'environnement des parents au cours de la période pré-
conceptionnelle, notamment chez le péere, jouerait également un role important dans I'apparition

des maladies [50].

1.2.4.5. Effets sanitaires chez I'Homme résultant potentiellement des perturbateurs
endocriniens

Les effets des perturbateurs endocriniens les plus étudiés a ce jour concernent la reproduction. Chez
I'Homme, certains perturbateurs endocriniens ont été associés a diverses anomalies de la
reproduction : malformations de I'appareil génital du garcon (cryptorchidie et hypospadias),
diminution de la qualité du sperme, troubles des cycles menstruels, augmentation du délai
nécessaire a concevoir, endométriose, puberté précoce... Les perturbateurs endocriniens sont
également suspectés de jouer un role dans I'apparition de cancers hormono-dépendants tels que les
cancers du sein, de l'utérus, de la prostate et du testicule. Certains auteurs suggerent que les
malformations génitales du garcon, la moindre qualité du sperme et le cancer du testicule ont une
origine foetale commune et dénomment |'association de ces troubles sous le terme de syndrome de
dysgénésie testiculaire (TDS), entité qui reste toutefois débattue au sein de la communauté
scientifique [35]. Hormis les effets sur la reproduction, les perturbateurs endocriniens auraient
également des effets néfastes sur le neurodéveloppement de I'enfant, les maladies métaboliques
(obésité, diabéte) ou les fonctions immunitaires (asthme, allergies). Cependant, les études
épidémiologiques ne permettent pas d’affirmer avec certitude que ce sont bien ces substances qui
sont responsables de I'effet observé. A ce jour, seul le diéthylstilbestrol (DES) est un perturbateur
endocrinien avéré chez 'Homme. Cette molécule aux propriétés cestrogéniques puissantes a été
prescrite aux femmes enceintes — d’abord aux USA dés la fin des années 30, puis en France dés les
années 50 — afin de prévenir le risque de fausse couche. Dans les décennies qui ont suivi les
premieres prescriptions, un nombre important de pathologies génitales ont été rapportées chez les
enfants exposés in utero, particulierement les filles, incluant notamment des cancers du vagin et de
I'utérus et une stérilité. Chez les garcons, le DES ne semble pas affecter la fertilité ni I'apparition de
cancer mais pourrait étre a l'origine d’un certain nombre d’anomalies urogénitales (kystes de
I’épididyme, hypospadias, cryptorchidie). La prescription de ce médicament a été interdite chez les

ere

femmes enceintes plusieurs années aprés sa 1°° commercialisation (interdite en 1971 aux USA et en
1977 en France) et on estime, en France, que prés de 200 000 femmes ont pris du DES pendant leur
grossesse. Des effets trans-générationnels ont aussi été suggérés chez les petits-enfants des femmes

qui ont pris du DES, ce qui en fait, encore aujourd’hui, une problématique d’actualité [51-53].
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1.2.5. Méthodes d’évaluation des perturbateurs endocriniens

N

Au vu des différents criteres donnés pour l'identification des perturbateurs, les effets a étudier

peuvent étre représentés selon trois niveaux (Figure 7) :

1) La substance testée doit montrer un effet mécanistique mettant en jeu un mécanisme de
perturbation endocrinienne (ex : interaction avec les récepteurs nucléaires)

2) La substance testée doit montrer un effet biologique (ex : diminution du poids des organes
génitaux ou modification des niveaux d’hormones)

3) Les effets biologiques observés doivent entrainer un effet nocif sur la santé (effets

biologiques non compensés par I'organisme)

Effet nocif sur la santé
d’un organisme

(ex : diminution de la fertilité)

Effet biologique
(ex: modification des niveaux
d’hormones)

Effet mécanistique

(ex: interaction avec les
récepteurs nucléaires)

Figure 7 : Schématisation des différents types d’effets définissant les perturbateurs endocriniens

Pour démontrer une preuve scientifique en matiere de risque lié a I'environnement, deux disciplines
doivent collaborer : la toxicologie qui explore les effets mécanistiques et biologiques des dangers,
mais ne sont pas toujours extrapolables aux populations humaines, et I'épidémiologie qui détecte les
dangers en population humaine, compte tenu des niveaux d’exposition aux polluants, mais ne peut
que suggérer des mécanismes a l'origine des maladies. Des allers-retours sont donc constamment

nécessaires entre ces deux disciplines.
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1.2.5.1. Les études de toxicologie

L'une des particularités des perturbateurs endocriniens est qu’ils produisent leurs effets via des
mécanismes de signalisation physiologiques et non via les mécanismes classiques de toxicité. Il est
notamment difficile d’identifier leurs cibles et de différencier les effets directs de ceux résultant de
régulations physiologiques inappropriées. Par conséquent, des tests in vitro et in vivo spécifiques,
aujourd’hui validés et recommandés par I'OCDE, ont été développés. Les tests in vitro sont essentiels
pour comprendre les mécanismes d’action : certains permettent de caractériser I'activité d’une
substance vis-a-vis d’un récepteur hormonal et d’autres d’évaluer 'effet d’'une substance vis-a-vis
d’un parametre de la fonction de reproduction (expression de génes cibles, effets cellulaires tels que
apoptose, prolifération cellulaire ou dommages a I’ADN). Les tests in vivo permettent quant a eux
d’avoir une vue d’ensemble de la toxicité d’une substance. Chez I'animal, trois tests in vivo sont entre
autres utilisés : 1) le test utérotrophique qui consiste a évaluer le poids de I'utérus apres exposition
de femelle immature et qui met en évidence I'effet cestrogénique ou anti-cestrogénique du produit
testé, 2) le test de Hershberger qui permet de détecter I'activité androgénique ou anti androgénique
(OECD, 2009) en mesurant les variations pondérales des organes et tissus males (prostate, vésicules
séminales, pénis, muscles bulbo-caverneux..), et 3) le test OCDE 407, une étude de toxicité répétée
sur 28 jours permettant le recueil de nombreux parametres tels que le poids et I’histopathologie des
organes reproducteurs, la présence de malformations des organes génitaux, les niveaux d’hormones
circulants, la qualité spermatique ou encore la qualité des cycles cestraux. D’autres méthodes qui se
sont développées au cours des derniéres années grace aux progres des outils informatiques peuvent
également étre utiles a I'identification de perturbateurs endocriniens et a la compréhension de leurs
mécanismes. Elles incluent notamment des méthodes dites in silico, qui consistent a simuler ou
modéliser un phénomeéne biologique (notamment a partir de la structure et des caractéristiques
physico-chimiques de la substance a étudier) et des méthodes dites omics, qui permettent d’obtenir
de nombreuses informations sur la réponse cellulaire et/ou tissulaire, que ce soit au niveau de I’ADN
(génomique), de I’ARN (transcriptomique), des protéines et peptides (protéomique) ou des

métabolites (métabolomique).

La toxicologie est une science expérimentale : elle utilise des modeles de laboratoire pour tester la
toxicité d’une substance en controlant 'ensemble des paramétres de I'expérience ; seule I’exposition
sera variable. De ce fait, les études toxicologiques permettent d’évaluer avec un niveau de preuve
élevé l'effet de la substance testée. Cependant, la principale limite de ces études réside dans la
difficulté de I'extrapolation des résultats obtenus chez I’animal (ou sur des cultures de cellules) aux
effets potentiellement observables chez 'Homme, et des études épidémiologiques sont ainsi

nécessaires.
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1.2.5.2. Les études épidémiologiques
a. Les principaux types d’étude

Deux types d’études épidémiologiques sont communément utilisés en épidémiologie
environnementale et reconnus pour leur niveau de preuve satisfaisant : les études de cohortes et les
études cas-témoins. Le net avantage des études de cohortes est qu’elles permettent un suivi
prospectif des individus avec une évaluation de I'exposition qui précéde I'apparition de la maladie.
Les études de cohortes de naissances sont d’autant plus intéressantes qu’elles permettent d’évaluer
les expositions pendant la période critique du développement feetal et de les mettre en regard des
évenements de santé visibles dées la naissance ou a la puberté ou a I’dge adulte. En régle générale, les
risques associés aux expositions environnementales chez 'Homme sont relativement faibles, or plus
les effets seront subtils et plus la taille de I’échantillon d’étude nécessaire a la mise en évidence de
ces effets devra étre importante. Lorsque I'événement de santé étudié est rare, comme c’est le cas
des malformations congénitales par exemple, les études cas-témoins seront préférées afin de
recruter un plus grand nombre de cas a moindre colt. Cependant, ce type d’étude est sujet a
différents types de biais (davantage controlés dans les études de cohortes) incluant un biais de
sélection. Le choix des témoins est particulierement délicat et le taux de participation des cas et des

témoins peut parfois différer et ainsi engendrer des erreurs dans I'estimation du risque. De méme, le

caractére rétrospectif de I'évaluation de I'exposition est une limite majeure de ces études et est
souvent sujet aux critiques. Une alternative permettant de contrer les limites liées aux études de
cohortes (proportion de cas) et aux études cas-témoins (participation et mesure de I'exposition) est
de combiner ces deux types d’étude pour réaliser une étude cas-cohorte ou une étude cas-témoins
nichée dans une cohorte. Ce type d’étude permet ainsi d’améliorer la qualité de la mesure des
expositions en se limitant a un sous-groupe de sujets, plutot que d’étudier 'ensemble de la cohorte
et épuiser les ressources financiéeres et logistiques (i,e., épuisement des prélévements biologiques).
Enfin, pour augmenter la taille de la population d’étude, la mise en commun de données issues de
différentes cohortes se développe mais ce type de pratique peut biaiser les estimations si les

populations sources sont treés différentes (ex : projets européens) et que les instruments de mesure

de I'exposition, de la maladie et des facteurs de risque ne sont pas harmonisés [54].

b. L’évaluation de I’exposition

L’évaluation de I'exposition est une question centrale en épidémiologie environnementale puisque
les erreurs de mesure peuvent aboutir a un biais dans I'estimation de la relation polluant—effet
sanitaire et également réduire la puissance statistique [55]. Contrairement aux études

toxicologiques, I'épidémiologie n’a aucun contrdle sur le niveau, la durée et la fenétre d’exposition
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des individus. Plusieurs méthodes existent pour évaluer les expositions environnementales (toutes
ne sont pas présentées ici) et le choix d’'une méthode en particulier dépend des caractéristiques
physicochimiques, des sources et des voies d’exposition du composé chimique étudié. Par exemple,
les études s’intéressant a la pollution atmosphérique estiment généralement le niveau auquel les
individus sont exposés (dose externe) en utilisant des méthodes de « monitoring » environnemental
ou individuel. Cette approche n’est pas vraiment adaptée a I'étude de polluants chimiques ayant des
voies et des sources d’exposition multiples comme c’est le cas des pesticides ou des solvants. La
mesure des expositions par questionnaire est la méthode la plus simple et la moins couteuse a
mettre en ceuvre mais est sujette a un manque de précision dans I'estimation de |'exposition,
d’autant plus marqué lorsque les sources sont multiples. A I'inverse, |'utilisation de biomarqueurs
d’exposition (molécule mere ou métabolite mesuré dans les fluides biologiques : sang, urine, lait,
cheveux...) est considérée comme la mesure la plus précise de I'imprégnation d’un individu, intégrant
I’ensemble des sources et voies de contamination (dose interne), mais est aussi I'une des plus
couteuses. Cette méthode ne garantit pas pour autant I'absence d’erreurs de mesure. En effet, les
biomarqueurs d’exposition refletent le niveau d’exposition a un moment donné et cela est d’autant
plus vrai lorsque la demi-vie du composé étudié est courte et que le niveau d’exposition varie au
cours du temps. Cette méthode suppose une bonne connaissance de la pharmacocinétique et du
métabolisme des différentes molécules et nécessite de disposer de prélevements et de techniques

de mesures appropriés.

En regle générale, les effets d’une substance chimique sur la santé humaine ont plus de chances
d’étre mis en évidence lors de contaminations accidentelles de grande ampleur (ex : catastrophes de
Seveso et dioxines, de Yucheng et PCB), ou en milieu professionnel, ol les niveaux d’exposition sont
plus élevés qu’en population générale. Des matrices emploi-exposition peuvent étre utiles pour
évaluer les expositions professionnelles a partir de l'intitulé de I'’emploi, du type d’entreprise et
éventuellement de la période d’emploi. Une matrice emploi-exposition a d’ailleurs été spécialement
construite pour estimer les probabilités d’exposition a sept classes de perturbateurs endocriniens
potentiels (pesticides, phtalates, composés organochlorés, alkylphénols, composés biphénoliques,

métaux lourds, et autres composés) en milieu professionnel [56].
c. La causalité

L’épidémiologie est une science d’observation: elle va constater d’éventuelles relations entre
I’exposition a une substance et |'apparition d’'une maladie mais, contrairement aux études
expérimentales, ne permet pas d’affirmer avec certitude que c’est bien la substance d’intérét qui est
responsable de la maladie (i.e., relation causale). En effet, les différences interindividuelles liées aux

modes de vie, aux susceptibilités génétiques ainsi qu’a la multitude d’expositions auxquelles les
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individus sont exposés sont autant de facteurs susceptibles d’introduire une erreur dans I’'estimation
du risque appelée biais de confusion. L’effet de confusion potentiel d(i a un facteur peut étre pris en
compte aussi bien par appariement au moment de la constitution de I’échantillon que par
ajustement au moment de l'analyse. Le choix des facteurs d’appariement et d’ajustement est
complexe mais primordial pour s’assurer que |'effet observé n’est pas lié a une confusion résiduelle.
A linverse, un sur-appariement ou un sur-ajustement pourraient masquer artificiellement
|'association entre I'exposition étudiée et I'évenement de santé. Bien que le niveau de preuve des
études épidémiologiques ne soit pas aussi convaincant que celui des études toxicologiques (du fait
de la multitude de facteurs extérieurs difficiles a contréler), ces études, puisque pertinentes pour la

santé humaine, sont un réel outil d’aide a la décision en Santé Publique.

1.2.5.3. Difficultés d’identification des perturbateurs endocriniens

L'identification des perturbateurs endocriniens et |'évaluation de leurs risques sanitaires sont
complexes et sujettes a controverse, en raison notamment de |'absence de critéres harmonisés en
matiere d’identification et d’évaluation du caractere perturbateur endocrinien des substances
chimiques (de récents critéres ont été proposés par la Commission Européenne et sur lesquels nous
reviendrons en discussion). D’autres facteurs complexifient encore cette évaluation. L'approche de la
toxicologie reglementaire qui consiste traditionnellement a faire I’hypothése qu’il existe une relation
monotone entre la dose et I'effet ne semble pas s’appliquer aux perturbateurs endocriniens. Des
relations non monotones ont été rapportées suggérant ainsi des effets a de faibles doses et la
probable absence de dose sans effet dans certaines circonstances [57]. Ces relations non monotones
peuvent notamment s’expliquer par divers mécanismes comme par exemple une compétition entre
récepteurs, une régulation négative du nombre de récepteurs ou encore par la combinaison de deux
réponses monotones affectant un processus commun mais dans des directions opposées [57]. La
mesure de |'exposition pendant les fenétres de susceptibilité de I'organisme, notamment la période
périnatale, représente également un enjeu dans I'estimation des risques et particulierement quand
le délai de latence est long. A cela s’ajoute la présence diffuse dans I'environnement de multiples
substances et leurs possibles interactions dans I'organisme (effets « cocktails »). De plus, parce que le
systeme hormonal est impliqué dans la régulation de nombreuses fonctions de lI'organisme, la
multiplicité d’effets cliniques possiblement attribuables a certains perturbateurs endocriniens et leur
mise en relation avec les effets moléculaires observés a partir d’études expérimentales
(extrapolation animal-Homme) constituent de vrais défis pour la recherche et la réglementation de

ces substances.
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Indicateurs d’altération du développement du systéeme reproducteur a la naissance

1.3. INDICATEURS D’ALTERATION DU DEVELOPPEMENT DU SYSTEME
REPRODUCTEUR A LA NAISSANCE

1.3.1. Généralités

Comme mentionné précédemment, le développement du systéme reproducteur est un processus
long et complexe, impliquant une parfaite harmonie de I'équilibre hormonal dés les premiéres
semaines de grossesse et ce jusqu’a I’age pubertaire. Une altération de ce développement peut avoir
des conséquences sur la santé reproductive a I'age adulte incluant une baisse de la fertilité ou
|"apparition de cancers hormono-dépendants. Ainsi, l'identification d’indicateurs cliniques ou
biologiques d’anomalie du développement du systéeme reproducteur a la naissance, permettrait
d’une part d’améliorer les connaissances sur |'origine développementale des maladies et d’autre part
d’améliorer la prévention chez des sujets potentiellement plus a risque de développer certaines

pathologies plus tard au cours de leur vie.

Parmi les anomalies du systéme reproducteur identifiables a la naissance, citons en premier lieu les
malformations congénitales de I'appareil génital incluant notamment la cryptorchidie et I’hypospade
chez le gargon et, bien que moins fréquentes, les malformations des ovaires ou de |'utérus chez la
fille. Il s’agit la de « pathologies » mais des indicateurs biologiques d’effet plus subtils ont été
proposés, avec pour chacun des avantages (facilité de mesure) et des inconvénients (variabilité de
jugement, invasif). La distance anogénitale, c’est-a-dire la distance qui sépare 'anus de la base du
pénis ou de la vulve, est une mesure couramment utilisée dans les études animales, et plus
récemment dans les études épidémiologiques, et qui traduit I'action androgénique du foetus [58,59].
De méme, le ratio digital (aussi appelé indice 2D :4D) déterminé par le rapport entre la longueur de
I'index et de I'annulaire, refléterait aussi I'action androgénique du feetus [60]. Le sex-ratio a la
naissance, c’est-a-dire le rapport du nombre de garcons et de filles nés au cours d’une période
donnée, est également un indicateur qui peut se voir modifié par I'exposition aux perturbateurs
endocriniens. Chez le gargon, la taille du pénis, la mesure quantitative de la position des testicules et
de leur volume peuvent également étre utilisés comme indicateurs d’altération du développement
du systéme reproducteur mais leur signification biologique reste controversée [12,61]. Chez la fille,
certains marqueurs d’une activité cestrogénique ont été proposés (couleur de la vulve, cytologie
vaginale) mais sont peu utilisés [12]. Enfin, de par I'implication des stéroides sexuels dans le
développement de I'appareil reproducteur, il parait également pertinent de mesurer les niveaux
circulants d’hormones au cours du développement foetal et a la naissance [12,62]. Plusieurs études

chez I'homme et I'animal ont rapporté des associations entre certains des indicateurs biologiques
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mentionnés ci-dessus et les malformations de I'appareil génital. On note notamment une diminution
de la distance anogénitale et de la taille du pénis chez les garcons nés avec une malformation
génitale [63—65], ainsi qu’une modification de certains niveaux d’hormones tels que I'INSL-3, la FSH,
ou de facon plus contrastée, la testostérone [66,67]. Dans la suite de ce chapitre, nous reviendrons
particulierement sur les hormones sexuelles mesurées a la naissance, dans le sang de cordon
ombilical, et les malformations congénitales de I'appareil génital du garcon, qui sont les deux
indicateurs d’altération du développement du systéme reproducteur, marqueurs de perturbation

hormonale, étudiés dans le cadre de cette thése.

1.3.2. Les hormones sexuelles fcetales

1.3.2.1. Choix de la matrice

Idéalement, les niveaux d’hormones sexuelles devraient étre mesurés dans le sang foetal, de
préférence a différents temps de la grossesse et notamment lors du pic de testostérone qui a lieu
pendant la période de différenciation sexuelle (1* trimestre). Cependant, il n’est actuellement pas
possible de réaliser ce type de préléevement en population humaine sans risque pour le feetus, et
cette approche n’est donc pas éthiquement réalisable en routine. Il en est de méme du prélevement
de liquide amniotique qui nécessite la réalisation d’'une amniocentése qui présente un risque pour la
grossesse. Le sang maternel est parfois utilisé pour approximer la circulation foetale mais son
utilisation est discutable puisque la mesure des stéroides maternels ne refléterait pas les niveaux
chez le feetus (ex: le pic de testostérone foetale au cours de la différenciation sexuelle n’est pas
retrouvé dans le sang maternel) [68—70].Le sang de cordon ombilical est une alternative intéressante
car il est facilement collecté a la naissance de fagon non-invasive méme s’il refleéte les niveaux
d’hormones du feetus uniquement en fin de grossesse [69]. C’est en pratique le seul moyen d’inclure

les niveaux d’hormones foetales dans les études épidémiologiques [68,69].

Le cordon ombilical relie le placenta au feetus et permet les échanges de 'oxygene, des nutriments,
et des stéroides via la circulation sanguine. Pour ce faire, il est composé d’une artére et de deux
veines ombilicales. Le sang quitte le placenta, enrichi par les métabolites stéroidiens placentaires
ainsi que certains stéroides maternels, via la veine ombilicale. A I'opposé, les stéroides d’origine
feetale circulent, vers le placenta, par les artéres ombilicales. La veine et les artéres ombilicales
possedent donc des profils stéroidiens différents. Cependant, de fortes corrélations ont été
rapportées entre les niveaux de stéroides mesurés dans les deux sources sanguines et il est ainsi
admis que la mesure de stéroides dans le sang de cordon ombilical, sans distinction de la veine ou de

I'artére ombilical, est représentative du profil stéroidien feetal a la fin de la grossesse [71].
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1.3.2.2. Interprétation biologique des niveaux d’hormones sexuelles a la naissance

En clinique, la mesure des concentrations d’hormones sexuelles a la naissance peut donner des
informations sur la fonction du systeme endocrinien du nouveau-né et étre un outil efficace pour la
reconnaissance de diverses pathologies endocriniennes. Un dépistage d’hyperplasie congénitale des
glandes surrénales est ainsi effectué systématiguement en mesurant les niveaux de 17-
hydroxyprogestérone dans le sang du nouveau-né (test néonatal du buvard). La particularité du sang
circulant dans le cordon ombilical est qu’il est composé d’un mélange de stéroides dont les
concentrations dépendent de I'activité endocrinienne de l'unité foeto-placentaire. Ainsi, une
modification des niveaux de stéroides dans le sang de cordon pourrait étre le reflet d'un effet au
niveau foetal (e.g., gonades, corticosurrénales), placentaire (e.g., activité aromatase) ou maternel
(e.g. disponibilité du cholestérol), difficiles a distinguer. Cependant, des associations ont été mises en
évidence entre des pathologies maternelles, foetales ou placentaires et les niveaux de certaines
hormones sexuelles mesurées dans le sang de cordon, ce qui confirme la pertinence de s’y intéresser
[67,72—74]. La majorité des stéroides sexuels circulants sont liés a leurs protéines de transport
(Albumine et SHBG) dont les concentrations impactent la fraction bioactive des stéroides.
L'interprétation précise des concentrations de stéroides impliquent donc la prise en compte du taux
de protéines de transport. Enfin, I'accouchement est un événement particulierement stressant et
impliqguant de nombreuses hormones (pas seulement stéroidiennes) pour stimuler I'expulsion du
foetus et les concentrations d’hormones mesurées dans le sang de cordon pourraient étre modifiées

par ces conditions particuliéres liées a I'accouchement dont il faut tenir compte.

Aussi, les niveaux d’hormones a la naissance pourraient étre utilisés comme des indicateurs
intermédiaires d’effet entre une exposition prénatale et I'apparition d’une maladie plus tard au cours
de I'enfance ou a I'dge adulte. Il est notamment suggéré que les niveaux de stéroides pendant la vie
feetale pourraient prédire I'apparition de pathologies au cours de la vie ultérieure. Cette hypothese
repose principalement sur des études réalisées chez I'animal et des observations faites chez des
feetus exposés a de fortes concentrations d’androgenes du fait de pathologies particuliéres
(hyperplasie congénitale des surrénales, mére atteinte du syndrome des ovaires polykystiques).
Ainsi, un exces d’androgénes serait associé, principalement chez les sujets de sexe féminin, a des
anomalies de la reproduction (puberté précoce, altération du cycle menstruel, ovaires polykystiques,
infertilité) [75-77], a des désordres métaboliques (résistance a I'insuline, hypertension) [78-81], ou
encore a des troubles du comportement (cognition, activités liées au genre) [82—85]. Cependant, les
études chez I'homme sont encore limitées par leur nombre et peu d’entre elles ont mesuré les

niveaux d’androgénes chez des nouveau-nés sains. Aussi, plusieurs études épidémiologiques ont
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observé une corrélation entre le poids de naissance et le risque de cancer du sein et ont suggéré que

cette association pouvait s’expliquer par un excés d’cestrogénes pendant la grossesse [86].

1.3.2.3. Limites de la méthode analytique

Le sang de cordon ombilical posséde un profil stéroidien particulier di a la combinaison des
métabolismes placentaire et foetal, nécessaire a la synthése des stéroides. La présence de stéroides
sous leur forme sulfate nécessite I'utilisation de méthodes analytiques capables de correctement
discriminer les différentes formes de stéroides. Initialement, des méthodes de dosages radio-
immunologiques étaient utilisées pour mesurer les stéroides dans le sang de cordon ombilical.
Cependant, cette méthode a montré des limites pour mesurer de faibles concentrations de stéroides
comme la testostérone pour laquelle des réactions croisées existent avec les autres stéroides [69,87].
De |3, la spectrométrie de masse est devenue la méthode de référence pour mesurer de faibles
niveaux de testostérone. En 2014, une étude a comparé, selon ces deux méthodes, les niveaux de
testostérone et d’cestradiol mesurés dans le sang de cordon et rapportés dans la littérature [69]. Il en
ressort que la méthode radio-immunologique rapporte des concentrations de testostérone plus
hétérogenes et plus élevées que la spectrométrie de masse. Les concentrations d’cestradiol sont
guant a elles relativement comparables. Le choix de la méthode analytique employée aura donc un
impact sur les concentrations de stéroides mesurées dans le sang de cordon et devra faire I'objet

d’une attention particuliere pour l'interprétation des résultats.

1.3.2.4. Facteurs de variation des niveaux d’hormones sexuelles dans le sang de

cordon ombilical

Peu d’études se sont intéressées aux facteurs de variations des niveaux d’hormones mesurées dans

le sang de cordon et leurs résultats sont détaillés ci-apres.

> Sexe de I'enfant

Les études portant sur la différence des niveaux d’hormones, autres que la testostérone, selon le
sexe sont peu nombreuses et peu concluantes. Une méta-analyse récente incluant 18 études
publiées entre 1980 et 2010 a comparé les niveaux de testostérone des filles et des garcons [88]. Les
niveaux de testostérone mesurés dans le sang de cordon sont significativement plus élevés chez les
garcons que chez les filles. Cependant, une certaine hétérogénéité est observée selon le type de

méthodes analytiques utilisé et I'usage de sang veineux, artériel, ou mixte du cordon ombilical.
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Les niveaux d’AMH sont nettement plus élevés chez le garcon ; ils sont quasiment indétectables chez
la fille [74]. Deux études [89,90] étudiant les niveaux de SHBG rapportent des concentrations plus
élevées chez le garcon mais cette différence n’est pas observée dans deux autres études [68,91]. Une
seule étude [68] sur quatre [68,89,91,92] observe des niveaux d’A4 plus élevés chez le garcon.
Concernant les niveaux de DHEA(S), deux études [68,91] n’observent pas de différence selon le sexe,
une [89] observe des niveaux de DHEA plus élevés chez la fille tandis que deux autres suggerent des

niveaux de DHEAS plus élevés chez le garcon [92,93].

Dans leur majorité, les études [73,91,94] ne rapportent pas de différence des niveaux d’cestrogenes
(E1, E2, E3, E4) selon le sexe bien qu’une étude [68] observe des niveaux plus élevés d’E2 chez les

garcons et une étude [93] observe des niveaux un peu plus élevés chez les filles.

» Pathologies pendant la grossesse

Une diminution des niveaux d’E3 et d’cestétrol (E4) dans le sang de cordon a été rapportée en cas de
pré-éclampsie [73], tandis que les niveaux d’E1 et E2 ne semblent pas modifiés [73,94]. Une étude
rapporte des niveaux d’androgénes (testostérone, A4, DHEA) et de SHBG comparables chez les
femmes avec ou sans pré-éclampsie [89]. Cette méme étude n’observe pas non plus de variation
significative dans les niveaux de ces hormones en cas de prise de glucocorticoides anténatale bien
gue les concentrations de testostérone et DHEA soient légerement plus élevées [89]. Une étude a
comparé les niveaux de testostérone et d’A4 chez des femmes diabétiques et non diabétiques et ne
rapporte pas de différence [95]. Une diminution des niveaux d’E2 et d’A4 est observée chez les filles
(mais pas chez les gargons) de méres atteintes du syndrome des ovaires polykystiques, tandis que les

niveaux de testostérone, DHEA, DHT et 17-OHP ne différent pas [96].

» Age gestationnel

Une étude [73] observe une augmentation des niveaux d’cestrogenes (E1, E2, E3, E4) avec I'age
gestationnel tandis que deux autres études [91,97] ne rapportent pas d’association avec I'E1, I'E2 et
I’E3. Les études évaluant les niveaux de DHEA(S) en association avec I'age gestationnel observent une
corrélation positive [89,91]. L'une de ces études observe également une augmentation des niveaux
de SHBG et d’A4 et une diminution des niveaux de testostérone [89] mais deux autres études [91,97]

ne rapportent pas ces associations.
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» Poids de naissance

Parmi les études ayant évalué les associations entre les niveaux d’hormones sexuelles dans le sang
de cordon et le poids de naissance, cing se sont intéressées aux androgenes, huit aux cestrogenes et
deux a la SHBG. Concernant les niveaux d’androgenes, deux études [91,97] observent une corrélation
positive avec les niveaux de testostérone tandis que les trois autres [98—100] n’observent pas
d’association. Les niveaux de DHEA et de d’A4 sont positivement corrélés avec le poids de naissance
dans une étude [91] mais pas dans les autres [97,99,100].Sept études [73,94,97-101] n’observent
pas d’association avec les niveaux d’E2 tandis qu’une étude [91] observe des niveaux d’E1 et E2 plus
faibles chez les enfants nés avec un petit poids de naissance (<2500g). Trois études [73,98,101] sur
cing [73,91,97,98,101] observent une corrélation positive entre le poids de naissance et les niveaux
d’E3. Sur les trois études [91,98,102] étudiant la relation entre les niveaux de progestérone et le
poids de naissance, seule une [98] rapporte une corrélation négative. Sur les deux études étudiant la
relation entre le niveau de SHBG et le poids de naissance, une [99] observe une corrélation négative
et 'autre [98] n’observe pas d’association. Cing études [73,97,99,100,103] ont étudié le lien entre le
poids du placenta et certaines hormones : une étude [103] rapporte une corrélation négative avec la
testostérone mais cette corrélation n’est pas retrouvée dans les autres études [97,99,100]. Aucune
des autres hormones (E1, E2, E3, E4, A4, DHEAS, SHBG, progestérone) n’a été associée au poids du
placenta [73,97,99,100,103].

» Mode d’accouchement

Une étude [73] a comparé les niveaux d’cestrogénes, et une autre [89] les niveaux d’androgenes et
de SHBG, en fonction du mode d’accouchement. En cas de travail spontané, les niveaux d’E1, E2, E3,
E4, SHBG, A4 et DHEA sont plus élevés et les niveaux de testostérone sont plus faibles qu’en cas de

césarienne réalisée avant travail [73,89].

» Age maternel

Peu d’études ont étudié les variations d’hormones dans le sang de cordon en fonction de I'age
maternel [89,91,94,97,100]. Une étude [89] sur trois [89,91,97] observe une diminution des niveaux
d’A4 avec l'age, une étude [91] sur trois [89,91,100] observe une augmentation des niveaux de
DHEA(S) et une étude [94] sur quatre [91,94,97,100] observe une augmentation des niveaux d’E2

chez les femmes de moins de 25 ans.
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> Parité

Trois études [94,99,100] rapportent une diminution des niveaux d’E2 avec l'augmentation de la
parité contre une [91] qui n'observe pas de différence. Deux études [99,100] sur trois [91,99,100]
observent également une diminution des niveaux de testostérone. Les niveaux d’A4 sont augmentés
avec la parité dans une étude [99] mais pas dans la seconde [91]. Les niveaux de SHBG [91,99,100],

de DHEAS [91,100] et de progestérone [91] n’ont pas été associés a la parité.
» Origine maternelle

A partir d’'une population comparant les niveaux d’hormones de femmes vivant a Shanghai et a
Boston, des concentrations plus élevés d’E2, E3, testostérone, A4 et SHBG ont été rapportées chez
les femmes de Shanghai [104,105]. Aux Etats-Unis, les niveaux de testostérone et le free androgen
index (FAI, testostérone/SHBG) sont plus faibles chez les femmes d’origine caucasienne que chez les

femmes afro-américaines tandis que les niveaux d’E2, A4 et DHEAS ne différent pas [99,100].

> Poids maternel

Parmi les quatre études [73,91,94,97] ayant évalué les associations entre le poids maternel et les
niveaux d’cestrogeénes (E1, E2, E3, E4), seule une [73] observe une augmentation des niveaux de E1 et
E2. Les trois études s’intéressant aux niveaux d’androgénes (testostérone, A4, DHEAS) n’observent
pas d’association avec le poids maternel. Le gain de poids pendant la grossesse n’a pas non plus été

associé aux niveaux d’androgenes ni d’cestrogénes [97].

» Alcool, Tabac

Le tabagisme maternel pendant la grossesse n’a pas été associé a des variations des niveaux
d’androgénes ni d’cestrogenes [73,89,91,94] excepté dans une étude qui rapporte une diminution
des niveaux d’E3 [106]. Une étude a comparé les niveaux d’E2, E3 et testostérone chez les femmes

ayant consommé, ou non, de I'alcool pendant la grossesse et n’observe pas de différence [107]

53



Chapitre 1. Contexte

1.3.3. Les malformations génitales du garcon : I’hypospade et la cryptorchidie

Chez le garcon, le développement des organes génitaux externes est, en partie, sous controle
hormonal. Une perturbation de I’'équilibre hormonal au moment de la période de développement
pourra entrainer des malformations congénitales de I'appareil génital du garcon dont la cryptorchidie

et I’hypospade.

1.3.3.1. L’hypospade
a. Définition, prévalence et diagnostic

L’hypospade est une malformation du pénis qui se caractérise par une malposition de I'ouverture de
'urétre (méat urétral). La sévérité de I'hypospade est associée a la position du méat urinaire :
I’hypospade est dite antérieure (ou balanique) si le méat est situé dans la région glandulaire,
moyenne (ou pénienne) s’il est situé sur la face ventrale du pénis et postérieure s’il est situé en
position péri-scrotale, scrotale ou périnéale (Figure 8) [108]. Dans la majorité des cas, une
intervention chirurgicale est réalisée au cours des premiéres années de vie pour replacer le méat

urétral en sa position normale.
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Figure 8 : Représentation des différentes formes d'hypospade

L'hypospade est une malformation congénitale avec une prévalence variant de 1 a 20 pour 1000
enfants de sexe masculin selon les régions [109].Une augmentation de I'incidence d’hypospade a été
observée entre les années 1970 et 2000. Ces disparités spatio-temporelles peuvent en partie
s’expliquer par des différences dans le diagnostic et I'enregistrement des cas. Les registres de

malformations ont I'avantage d’étre exhaustifs dans I'enregistrement des cas d’hypospade les plus
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séveres (moyenne et postérieure) mais certains d’entre eux ne recensent (ou ne recensaient) pas les
formes balaniques. C'est notamment le cas du réseau européen EUROCAT qui, jusqu’en 2005, ne les
enregistraient que si elles étaient associées a une malformation majeure [110]. Les données d’études
de cohortes prospectives procédant a un examen clinique standardisé et un suivi adéquat des cas
identifiés a la naissance peuvent aussi permettre d’estimer les taux de prévalence d’hypospade. Les
données hospitalieres de chirurgie sont également une autre source d’informations utile pour

apprécier I'évolution temporelle de I'incidence de I’'hypospade sévere ou des recours a la chirurgie.

En termes de diagnostic, il peut parfois étre difficile de distinguer une hypospade balanique d’une
anomalie du prépuce ce qui donne lieu a une sur-déclaration du nombre de cas. Certaines études ont
rapporté une proportion de faux-positifs variant de 5 a 20% parmi les cas d’hypospades identifiés a la

naissance [111-113].

b. Mécanismes

L’hypospade résulte de la mauvaise fusion des replis génitaux qui se produit au cours des 8°-14°
semaines de gestation, pendant la période de différenciation sexuelle du foetus. La masculinisation
de l'appareil génital male est médiée par les androgenes et le développement du pénis est plus
particulierement induit par la dihydrotestostérone, localement produite par la conversion de la
testostérone par la 5a-réductase (cf 1.1.3.1). Plusieurs mutations génétiques sont connues pour
causer une hypospade et concernent notamment des mutations au niveau des génes impliqués dans
la différenciation testiculaire (SRY), la synthése ou la conversion de la testostérone (Steroid 5-a
reductase type 2, SRD 5A2) et I'action des récepteurs aux androgenes (géne AR) [114-116]. D’autres
génes tels que les genes Homeobox (HOX), Fibroblast growth factor (FGF), Activating transcription
factor (ATF) ou Sonic Hedgehog (shh) sont également suspectés de jouer un réle dans I'étiologie de
I’hypospade [108,115-117]. Cependant, ces mutations génétiques n’expliquent que peu de cas et
I’étiologie de I'hypospade reste donc majoritairement inconnue. Son origine serait multifactorielle et
impliquerait ainsi de nombreux facteurs génétiques, endocriniens et environnementaux [108,115—

117].

c. Facteurs de risque

» Antécédents familiaux

Les antécédents familiaux d’hypospade ont été associés a une augmentation du risque d’hypospade
[118-124] mais des analyses de ségrégation familiale ne rapportent pas d’évidence d’une

transmission génétique majeure [125,126].
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» Durée de gestation et poids de naissance

Le petit poids de naissance (<2500g) ainsi que la restriction de croissance intra-utérine ont été
associés de maniere constante au risque d’hypospade [118,122,123,127-138]. Certaines études
rapportent une association entre le risque d’hypospade et la prématurité (<37 semaines
d’aménorrhées) [122,129,131-134,136,137] et d’autres non, notamment apres ajustement sur le
poids de naissance [121,123,128,135,139]. Il en est de méme en cas de grossesse gémellaire : le
risque d’hypospade est augmenté [118,124,128,131,133,136,140-142] mais pourrait étre expliqué
par un poids de naissance plus faible observé chez les jumeaux [123,127,143]. Il a été suggéré, non
pas que le poids de naissance (ou la restriction de croissance) serait un facteur de risque
d’hypospade, mais que ces deux facteurs partageraient une cause commune et pourraient

notamment résulter d’une insuffisance placentaire [144,145].

» Origine ethnique

La majorité des quelques études qui se sont intéressées au risque d’hypospade en fonction de
I'origine ethnique de la meére rapportent un risque plus élevé chez les meéres de type caucasien

[124,128,135,146-149]. A l'inverse, quatre études n’observent pas d’association [134,138,141,150].

> Age parental

Les études qui ont évalué le risque d’hypospade en fonction de I'dge maternel ont rapporté des
résultats discordants: plusieurs d’entre elles ne rapportent pas d’association [118—
123,127,135,136,138,146,150], quand d’autres observent une augmentation du risque croissant avec
I'age [124,128,141,147,148,151] ou seulement chez les femmes de plus de 35 ans [152,153] ou de
moins de 25 ans [134], et enfin une qui rapporte une diminution du risque chez les femmes de plus
de 35 ans [137]. L'age paternel ne semble pas associé au risque d’hypospade [122,123,135] bien

gu’une étude suggere une augmentation du risque chez les hommes de moins de 20 ans [154].

> Indice de masse corporelle

Plusieurs études observent une augmentation du risque d’hypospade chez les femmes en surpoids
(IMC compris entre 25 et 30) ou obéses (IMC >30) [122,137,141,155,156]. Une étude rapporte une
augmentation du risque d’hypospade chez les femmes en état de maigreur (IMC<18.5) [157] alors

que les autres études n’observent pas d’association [119,124,130,150].
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> Niveau d’études

Les études portant sur le risque d’hypospade en association avec le niveau d’études des femmes ou
leur niveau social sont également discordantes : certaines rapportent un risque plus élevé chez les
femmes ayant un haut niveau d’études [124,128,141,146], d’autres rapportent un risque plus élevé
chez les femmes ayant un faible niveau d’études [118,120,121,135] ou de faibles revenus [130,134]

et enfin, certaines n’observent pas d’association [122,137,148,150].
> Parité

La majorité des études s’accordent a dire que le risque d’hypospade est augmenté chez la femme
primipare [122-124,127,128,138,141,146,148,158,159]. Cependant, quelques études ne retrouvent
pas cette association [120,135-137,160].

» Tabagisme et consommation d’alcool

La consommation d’alcool pendant la grossesse n’a pas été associée a une augmentation du risque
d’hypospade, et ce de maniére constante [118,120,124,138,150]. A l'inverse, les études portant sur
le tabagisme rapportent des résultats discordants: certaines rapportent une augmentation
[118,130,134,135] ou une diminution [148,159,161] du risque d’hypospade et d’autres ne rapportent
pas d’association [119,121,124,127,137,138,150]. Le tabagisme paternel a été associé a une

augmentation du risque d’hypospade dans deux études [118,119].
> Alimentation

Les études portant sur le role de l'alimentation ne sont, elles non plus, pas concordantes.
L’alimentation végétarienne est majoritairement non associée au risque d’hypospade [118,134,135]
bien que deux études rapportent une augmentation du risque [137,160]. La consommation de
produits de la mer est associée a une augmentation du risque d’hypospade dans deux études

[121,122] et a une diminution du risque dans deux autres études [130,137].
> Pathologies et traitements pendant la grossesse

L'hypertension artérielle pendant la grossesse, parfois associée a une protéinurie (pré-éclampsie),
fait partie des facteurs de risque d’hypospade pour lesquels I'ensemble des études s’accordent
[119,123,124,127,129,136,137,143,162-167]. A l'inverse, les études portant sur le diabéte (pré-
existant ou gestationnel) sont discordantes, certaines rapportant une augmentation du risque
d’hypospade [133,147,168] et d’autres non [119,124,136,138,140,148,169]. Quelques études isolées
ont également suggérées une augmentation du risque d’hypospade en cas de fievre [142], de grippe
[160] ou d’infection virale pendant le 1°" trimestre de grossesse [123], de maladie thyroidienne

[124,170] ou d’antigénes de I'hépatite B [136].
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Concernant les traitements pris pendant la grossesse, les enfants nés de meres ayant pris du
Diéthylstilbestrol pendant la grossesse sont également plus a risque d’hypospade [51,52,171,172].
Les antiépileptiques et notamment |'acide valproique ont été régulierement associés a une
augmentation du risque d’hypospade [163,173-177]. D’autres traitements ont également été
associés a une augmentation du risque (lopéramide, nystatine, paroxétine, thérapie antirétrovirale)
mais ces résultats ne reposent que sur des études individuelles [178-181]. A l'inverse, les
corticostéroides, antibiotiques, antipsychotiques et antiasthmatiques n‘ont pas été associés au
risque d’hypospade [118,182—-185]. La prise de contraception orale (avant ou pendant la grossesse)
n‘a également pas été associée a une augmentation du risque d’hypospade
[118,119,123,124,137,160,186]. La majorité des études ne rapporte pas non plus d’association avec
la supplémentation en fer [118,119,130] bien qu'une étude rapporte une augmentation du risque
d’hypospade [160]. Les résultats concernant la prise d’acide folique sont discordantes puisque quatre

ne rapportent pas d’association [118,119,135,150], deux rapportent une diminution du risque

[130,134] et une rapporte une augmentation du risque [124].

> Fertilité

Les troubles de la fertilité ont également été associés a une augmentation du risque d’hypospade.
Des études rapportent un délai nécessaire a concevoir augmenté chez les couples ayant donné
naissance a un enfant atteint d’hypospade [119,135,159,187]. L’aide a la procréation par ICSI semble
associée a une augmentation du risque d’hypospade [131,188-192] bien que toutes les études ne
rapportent pas cette association [193,194]. La stimulation hormonale pourrait également augmenter
le risque d’hypospade mais les résultats restent divergents [123,159,195-197]. A l'inverse, le recours
a la fécondation in vitro [123,131,190,193,194] ne semble pas associé a une augmentation du risque
d’hypospade. Enfin, deux études ont observé une diminution de la qualité du sperme chez les péres

d’enfants nés avec une hypospade [187,198].

» Expositions professionnelles aux perturbateurs endocriniens

Plusieurs études se sont intéressées a I’exposition professionnelle aux perturbateurs endocriniens et
la survenue d’hypospade. Une méta-analyse, ayant inclus neuf études (parmi 90 études publiées
entre 1966 et 2008 et excluant 41 études de faibles effectifs) portant sur I'exposition aux pesticides,
rapporte une augmentation significative du risque d’hypospade en association avec le travail de la
mere et du pére dans I'agriculture [199]. D’autres études ont évalué la probabilité d’exposition a sept
catégories de substances suspectées d’étre des perturbateurs endocriniens (pesticides, phtalates,
composés organochlorés, alkylphénols, composés biphénoliques, métaux lourds, et autres

composés) a partir d’'une matrice emploi-exposition commune [120,122,134,135,200-203]. Six des
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huit études observent une augmentation du risque d’hypospade en cas d’exposition maternelle a au
moins une des catégories de substances mentionnées ci-dessus [122,201,202]. Plus spécifiquement,
quatre observent une association avec l|’exposition aux phtalates [122,134,200,201], et des
associations individuelles sont rapportées avec I'exposition aux pesticides [202], aux alkylphénols
[201], aux composés biphénoliques [122], aux métaux lourds [200] et aux autres composés [201].
L'une des études n’observant pas d’association a partir des expositions définies par cette matrice
emploi-exposition rapporte cependant une augmentation du risque pour certaines professions
(manager, scientifique, couturier, formateur, coiffeuse) [203]. Une autre étude suggere également
une légére augmentation du risque d’hypospade chez les coiffeuses [204]. L’exposition
professionnelle aux solvants est également suspectée d’'étre associée a une augmentation du risque

de malformations génitales [135,205-208].

Les études utilisant la matrice emploi-exposition mentionnée ci-dessus se sont intéressées a
I’exposition professionnelle paternelle et rapportent des augmentations de risque d’hypospade avec
I’exposition aux pesticides [135], aux composés organochlorés et biphénoliques [200] et aux métaux

lourds [201].

1.3.3.2. La cryptorchidie
a. Définition, prévalence et diagnostic

La cryptorchidie congénitale, ou non descente testiculaire, est définie comme I'absence du testicule
dans le scrotum ; elle peut étre uni ou bilatérale. Il s’agit d’'une des malformations congénitales les
plus fréquentes avec une prévalence variant entre 1 et 9% chez les nouveau-nés a terme [209,210].
Cependant, il est fréquent d’observer, au cours des 6 premiers mois de vie, une descente spontanée
du testicule dans le scrotum. Ainsi, les prévalences de cryptorchidies a 3 mois sont plus faibles qu’a la
naissance comme observées a partir d’'une étude de cohorte danoise qui rapportait une prévalence
de 9% a la naissance contre 2% a 3 mois [211]. A l'inverse, on peut également observer, une
remontée du testicule au cours de I'enfance chez des enfants dont le testicule était (ou non) en
position scrotale a la naissance. On parle alors de cryptorchidie acquise. Enfin, on distingue
également le testicule rétractile qui peut atteindre une position supra-scrotale, notamment liée au
réflexe crémastérien, mais qui est abaissable en position scrotale par manipulation [212,213]. Les
cryptorchidies congénitales peuvent étre classées en fonction de la position du testicule selon la
classification de Scorer : le testicule non palpé (qui peut étre inguinal, abdominal ou ectopique), en

position inguinale, supra-scrotale, scrotale haute ou scrotale (Figure 9) [10,211].
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Abdominale

Inguinale ] Ectopique

Supra-scrotale

Scrotale haute

Scrotale

Figure 9 : Représentation des différentes formes de cryptorchidies

Lorsque la descente du testicule ne survient pas spontanément, une opération chirurgicale, appelée
orchidopexie, est recommandée afin de maintenir le testicule en position scrotale, de préférence au
cours de la 1°® année de vie. En effet, la cryptorchidie est associée a une augmentation du risque
d’infertilité a I’dge adulte et I’ orchidopexie, lorsqu’elle est réalisée suffisamment tot, réduirait les
risques d’infertilité [11,117,214]. De méme, la cryptorchidie est associée a une augmentation du
risque de cancer du testicule mais I'effet de I'orchidopexie sur une éventuelle diminution du risque

reste controversé [117,214-216].

Tout comme pour le risque d’hypospade, des variations spatio-temporelles dans les prévalences de
cryptorchidies ont été rapportées : a titre d’exemple, les prévalences a la naissance rapportées dans
les années 60 au Royaume-Uni et au Danemark étaient relativement similaires (2-3%) tandis qu’au
début des années 2000, celles-ci ont atteint 5 et 8.5%, respectivement. Cependant, ces variations
spatio-temporelles peuvent en partie s’expliquer par des différences dans la définition, le suivi et
I’enregistrement des cas [117,210,217]. En effet, les prévalences peuvent varier grandement en
fonction du moment auxquelles elles sont mesurées (a la naissance, a 3 mois, a 1an) et selon que les
formes de cryptorchidies les plus mineures (position scrotale haute, testicule rétractile) ou acquises

durant I'enfance sont ou pas enregistrées.

Ces variations spatio-temporelles peuvent aussi refléter les différentes sources d’informations
utilisées pour identifier les cas (études de cohorte, registres de malformations, données hospitaliéres
d’orchidopexie). Les données issues de cohortes de naissance obtenues a partir d’'un examen clinique
standardisé du nouveau-né et confirmées au cours d’un suivi postnatal, semblent les données de
prévalence les plus fiables [117]. Pour ce qui est des registres, les cryptorchidies ne font pas

systématiquement partie des malformations soumises a enregistrement et sont donc parfois sous
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diagnostiquées [217]. En effet, par exemple, d’aprés le réseau EUROCAT qui est en charge de la
surveillance des malformations congénitales au niveau européen, les cryptorchidies sont considérées
comme des malformations mineures et ne sont soumises a enregistrement que si elles sont associées
a une autre malformation congénitale considérée comme majeure [110]. EUROCAT conseille tout de
méme aux différents registres de les enregistrer en local mais seulement s’ils ont la possibilité de les
confirmer lors d’un suivi [110]. Enfin, les données hospitalieres d’orchidopexie peuvent également
étre utilisées comme source d’identification des cas mais celles-ci ne permettent pas toujours de
différencier les cryptorchidies congénitales des cryptorchidies acquises et les variations observées
peuvent aussi refléter des différences temporelles et géographiques dans les pratiques chirurgicales

[217].

b. Mécanismes

La descente testiculaire peut étre divisée en deux phases, toutes deux régulées par les hormones :
une phase de descente trans-abdominale et une phase de descente inguino-scrotale [217-219]. La
descente trans-abdominale est essentiellement due a la traction exercée par le gubernaculum testis
(cordon ligamentaire) dont une extrémité est fixée au testicule et l'autre dans la région des
bourrelets labio-scrotaux. En paralléle apparait une petite évagination du péritoine appelée
processus vaginal. Entre la 7° et la 12° semaine de grossesse, le gubernaculum va se rétrécir et attirer
le testicule vers I'entrée de l'orifice interne du canal inguinal, sous I'action de I'INSL3 produite par les
cellules de Leydig et de son récepteur (LGR8). A la fin du 3° mois, la descente testiculaire est
interrompue et ce n’est qu’a partir du 7° mois de grossesse que la seconde phase de descente
testiculaire va démarrer. Le testicule va poursuivre sa migration a travers le canal inguinal, sous
|’effet des androgenes, en particulier la testostérone produite par les cellules de Leydig. Le processus
vaginal s'allonge alors que le gubernaculum se raccourcit davantage entrainant les testicules, leurs
canaux déférents et leurs vaisseaux vers le scrotum. La descente testiculaire s’achéve normalement

au cours du 9° mois. Aprés la naissance, le processus vaginal s’oblitére.

L'INSL3 et la testostérone sont toutes deux produites par les cellules de Leydig fcetales en réponse a
une stimulation par les gonadotrophines (HCG placentaire puis LH). Une altération de la sécrétion
des gonadotrophines ou de I'expression de leur récepteur peut donc étre impliquée dans les
anomalies de la descente testiculaire. Une altération de la production d’AMH ou de I'expression de
ses récepteurs peut également entraver la descente trans-abdominale du fait de la régression

incomplete des canaux de Muller.
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c. Facteurs de risque

Certaines cryptorchidies sont la conséquence de mutations génétiques, notamment au niveau des
genes codant pour le récepteur aux androgénes, des enzymes impliquées dans la stéroidogéneése ou
des régulateurs de I'axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique [220,221]. Cependant, les causes
génétiques n’expliquent qu’une tres faible proportion des cas de cryptorchidie et la majeure partie
d’entre elles restent d’étiologie inconnue. Plusieurs études épidémiologiques se sont intéressées aux
caractéristiques maternelles et feetales associées au risque de cryptorchidie mais leurs conclusions

ne sont pas toujours concordantes.

» Antécédents familiaux

Le risque de cryptorchidie est augmenté en cas d’antécédents familiaux de cryptorchidies

[120,121,222-224].
> Durée de gestation et poids de naissance

La majorité des études s’accordent a dire que la durée de gestation est inversement corrélée au
risque de cryptorchidie (i.e., augmentation du risque en cas de prématurité) [127,131,132,222,224—
238]. En effet, conformément a la période de descente testiculaire inguino-scrotale qui a lieu au
cours du 3° trimestre de grossesse, le risque de cryptorchidie est inversement corrélé a I'age
gestationnel. Ces études observent que le poids de naissance est également associé a un risque plus
élevé de cryptorchidie, y compris aprés correction sur |'age gestationnel [127,132,224,226,228—
230,232,235,238]. Cependant, il a été suggéré que ces deux facteurs pouvaient étre des marqueurs
intermédiaires d’effets en réponse a un facteur commun, comme par exemple une anomalie
placentaire [132,144]. Une augmentation du risque en cas de grossesse gémellaire est également
suggérée mais pourrait étre associée au plus faible poids de naissance des nouveau-nés

[127,146,223,224,226,229,233,237].
» Origine ethnique

Peu d’études sont disponibles sur le risque de cryptorchidie selon I'origine ethnique de la mére.
L'une d’entre elles [234] observe une diminution du risque chez les femmes d’origine africaine tandis
que deux autres [146,222] rapportent une augmentation du risque dont I'une observant également
une augmentation du risque chez les femmes d’origine asiatique. Une quatrieme étude n’observe

pas de différence [150].
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» Age parental

Les résultats des études portant sur la relation entre I'age maternel et le risque de cryptorchidie ne
sont pas concordants. La majorité des études [120,121,127,135,146,150,223,229,236,237,239-241]
ne rapporte pas d’association tandis que certaines observent une augmentation du risque avec |'age
[233,234] ou seulement chez les femmes de plus de 35 ans [230,238]. Deux études [230,231]
rapportent également une augmentation du risque chez les femmes de moins de 20 ans alors qu’une
autre étude [232] observe un diminution du risque pour cette méme tranche d’age. Une
augmentation du risque de cryptorchidie chez les péres de moins de 20 ans a également été
rapportée dans deux études [135,231] mais deux autres [120,229,240] ne rapportent pas

d’association avec I'age paternel.

» Indice de masse corporelle

Bien que la majeure partie des études [150,223,229,240-243] ne rapporte pas d’association entre
I'IMC de la meére et le risque de cryptorchidie, trois études [222,227,238] rapportent une
augmentation du risque chez les femmes en surpoids ou obéses. Une étude ne retrouve pas

d’association entre I'I[MC du pére et le risque de cryptorchidie [223].

» Niveau d’études

La majorité des études [120,121,131,146,150,229,234,240] ne retrouve pas d’association avec le
niveau d’études maternel mais trois études [135,222,232] rapportent une diminution du risque de
cryptorchidie chez les femmes avec un niveau d’études ou une classe sociale élevés. Une étude ne

retrouve pas d’association entre le niveau d’études du pere et le risque de cryptorchidie [135].

» Parité

Bien que la majorité des études ne retrouvent pas d’association entre la parité et le risque de
cryptorchidie  [120,135,150,222,224,229,234,236,240,241], certaines autres observent une

augmentation du risque chez les femmes primipares [127,146,228,232,233].

> Tabagisme et consommation d’alcool

La majorité des études ayant évalué I'impact de la consommation de tabac pendant la grossesse sur
le risque de cryptorchidie ne retrouvent pas d’association
[121,135,222,223,225,229,234,237,240,241,243]. Cependant, trois études [127,228,231] ont
rapporté une augmentation du risque et une étude [238] observait une diminution du risque. Seule

une étude [120] sur huit [120,222,223,228,243,244] rapporte une augmentation du risque de
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cryptorchidie en cas de consommation d’alcool pendant la grossesse. Le tabagisme paternel a été
associé a une augmentation du risque de cryptorchidie dans deux études [231,240] mais deux autres
études ne retrouvent pas cette association [135,223]. Deux études ne rapportent pas d’association

avec la consommation paternelle d’alcool [120,240].

> Alimentation

Il 'y a pas d’évidence quant au rdle de I'alimentation sur le risque de cryptorchidie bien qu’une
étude rapporte une augmentation du risque en cas de consommation élevée de foie et d’aliments
frits et fumés [121]. Les autres études ne rapportent pas d’association en cas d’alimentation
végétarienne [135,223] ni avec la consommation de soja, tofu et produits de la mer [135,223,240].
Une étude [243] observe une augmentation du risque de cryptorchidie avec la consommation de café
tandis qu’une autre [222] ne retrouve pas cette augmentation du risque avec le café mais avec la
consommation réguliére de soda. Cette derniere étude rapporte également une diminution du risque
avec la consommation de thé [222]. Une étude ne retrouve pas d’association entre I'alimentation du

pere et le risque de cryptorchidie [223].

» Pathologies de la grossesse

Quelques études se sont intéressées a la relation entre le diabéete gestationnel et le risque de
cryptorchidie [146,169,222,223,228,234,237-239,241,242]. Une méta-analyse récente de ces études
rapporte une augmentation modérée du risque de I'ordre de 1.2 et a la limite de la significativité
statistique (p=0.06) mais avec un coefficient d’hétérogénéité relativement élevé [245]. Certaines
études ont également rapporté une augmentation du risque de cryptorchidie en cas d’hypertension
ou de pré-éclampsie maternelle [228,229,232,234] mais une majorité ne retrouve pas d’association
[127,222,223,225,238,239]. Peu d’études se sont intéressées a I'effet potentiel des traitements pris
au cours de la grossesse: quatre études [150,222,239,246] ont évalué l'effet de la prise
d’analgésiques dont deux [150,222] rapportent une augmentation du risque de cryptorchidie. Une
étude [223] rapporte une augmentation du risque en cas de prise de contraception orale tandis
gu’une autre [239] n’observe pas d’association. Deux études rapportent respectivement une
augmentation du risque de cryptorchidies en cas de prise de stéroides [237] et d’anti vomitif [223].
La prise d’acide folique et de supplémentation en fer n'ont pas été associés au risque de

cryptorchidie [150,239].
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> Fertilité

Les résultats des études portant sur le risque de cryptorchidie en cas de difficultés a concevoir ne
sont pas concluants. Certaines études rapportent ou suggerent une augmentation du risque en cas
de recours a une aide médicale a la procréation (AMP) [131,223,229,231], ou d’historique d’infertilité
[225,240], quand une autre étude ne rapporte pas d’association [135]. De plus, les résultats
divergent selon le type d’AMP : une étude rapporte un risque augmenté apres insémination mais pas
en cas d’ICSI ou de FIV [229], tandis qu’une autre rapporte une augmentation du risque apres I'ICSI
mais pas la FIV [131]. Le délai nécessaire a concevoir ne semble pas associé au risque de

cryptorchidie [120,135,223].

» Expositions professionnelles - Perturbateurs endocriniens

Trois études [135,201,202] ont évalué la probabilité d’exposition a différentes substances suspectées
d’étre des perturbateurs endocriniens a partir d’'une matrice emploi-exposition commune [56] :
I’exposition professionnelle maternelle aux pesticides est associée a une augmentation du risque de
malformations génitales (29 cryptorchidies et 21 hypospades) dans une étude, a une diminution du
risque dans une autre, et n’est pas associé dans la troisieme, qui quant a elle suggére une association
avec l'exposition aux solvants. Deux autres études rapportent une augmentation du risque de
cryptorchidie en association avec le travail maternel dans le secteur de I'agriculture ou I'horticulture
[247,248]. Une étude ne rapporte pas d’augmentation du risque de cryptorchidie chez les coiffeuses

[204].

Concernant les expositions professionnelles paternelles étudiées a partir de la matrice emploi-
exposition mentionnée précédemment, une étude rapporte une augmentation du risque de
cryptorchidie en association avec I'exposition aux pesticides et aux solvants [135]. Deux de ces
études suggeérent également une augmentation du risque associé a I'exposition a au moins un type
de perturbateurs endocriniens [135,202]. La derniere étude observe elle une diminution du risque de
cryptorchidies avec I'exposition aux pesticides et aux alkyl phénols et une augmentation du risque
avec |'exposition aux métaux lourds [201]. Le travail dans le secteur de I’horticulture, mais pas
I"agriculture, semble également associé a une augmentation du risque de cryptorchidie dans une

étude [247] sur deux [247,248].

65



Chapitre 1. Contexte

Le Tableau 3 ci-dessous résume les facteurs de risque d’hypospade et de cryptorchidie qui viennent

d’étre évoqués en fonction de leur niveau de preuve. On remarque que le nombre de facteurs pour

lesquels les études ne sont pas concordantes est plus important pour les cryptorchidies, ce qui peut

refléter les disparités observées dans le diagnostic et I’enregistrement des cas selon les études.

Tableau 3 : Facteurs de risque d'hypospade et de cryptorchidie

Hypospade

Cryptorchidie

Facteur de risque
avéré

Antécédents familiaux

Petit poids de naissance

Primiparité

Hypertension artérielle/pré-éclampsie
maternelle

Antécédent familial de prise de Diéthylstilbestrol

Prise d’antiépileptique

Trouble de la fertilité (délai nécessaire a
concevoir)

Antécédents familiaux
Durée de gestation
Petit poids de naissance

Facteur de risque
suggéré

Durée de gestation

Grossesse multiple

Origine ethnique (caucasienne)

Insuffisance placentaire

Tabagisme paternel

Aide médicale a la procréation

Exposition professionnelle aux pesticides, aux
phtalates et aux solvants

Grossesse multiple
Insuffisance placentaire
Diabéete maternel

Aide médicale a la procréation

Facteur de risque
non concordant
entre les études

Age maternel

Indice de masse corporelle
Niveau d’études maternel
Tabagisme maternel
Alimentation maternelle
Diabete maternel

Prise d’acide folique
Supplémentation en fer

Origine ethnique

Age maternel et paternel

Indice de masse corporelle maternel

Niveau d’études maternel

Primiparité

Tabagisme maternel et paternel

Alimentation maternel

Hypertension/pré-éclampsie maternelle

Prise d’analgésique

Contraception orale

Exposition professionnelle aux pesticides et
aux solvants

A priori pas
facteur de risque

Age paternel
Consommation d’alcool maternelle
Contraception orale

Consommation d’alcool maternelle et
paternelle

Prise d’acide folique

Supplémentation en fer

Délai nécessaire a concevoir
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Les deux sections qui vont suivre portent sur les deux familles de polluants chimiques d’intérét de

cette thése que sont les polluants organiques persistants et les éthers de glycol.

Nous avons fait le choix d’étudier les polluants organiques persistants car ce sont des perturbateurs
endocriniens connus chez I'animal, capables d’interagir avec les récepteurs des hormones
stéroidiennes ou d’en altérer la synthese, le transport ou le métabolisme, mais dont les mécanismes
d’action chez ’lhomme sont encore mal connus bien que des effets sur la santé reproductive ont été
rapportés. Comme leur nom l'indique, ce sont des molécules persistantes et dont la pollution est

diffuse dans les différents compartiments de I’environnement.

Les éthers de glycol ont été choisis du fait de la toxicité connue pour la reproduction et le
développement de certains d’entre eux, leur utilisation massive en tant que solvant dans de
nombreux produits a usage industriel ou domestique et, contrairement a la majorité des autres
solvants, pour I'existence de biomarqueurs d’exposition qui leurs sont spécifiques. Bien que ces
molécules ne sont pas persistantes et se dégradent rapidement, leur présence dans divers produits
de consommation utilisés au quotidien ainsi que sur le lieu de travail, font que I'exposition de la

population générale se caractérise par des expositions répétées dans le temps.
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Les polluants organiques persistants

1.4. LES POLLUANTS ORGANIQUES PERSISTANTS: DES PERTURBATEURS
ENDOCRINIENS RECONNUS

1.4.1. Définition et propriétés

Le terme de « polluants organiques persistants » ou POP, regroupe une variété de composés
organiques présents dans I'environnement et partageant des propriétés communes. Ce sont des
composés toxiques, stables chimiquement et difficilement dégradables dans I'environnement,
contaminant ainsi les sédiments marins et de rivieres. Ills ont la propriété d’étre liposolubles, se
stockant facilement dans les graisses et provoquant un phénomene de bioaccumulation tout au long
de la chaine alimentaire, dont I’homme se trouve au sommet. Ce sont des composés semi-volatils,
facilement transportables dans I'air sur de longues distances, mais peu hydrosolubles donc
faiblement présents dans I’eau. La contamination existe sur 'ensemble du globe, y compris dans des
zones géographiques exemptent de toute utilisation passée. Bien que quelques POP puissent étre
synthétisés naturellement, la plupart d’entre eux sont d’origine anthropique. Parmi les POP, on peut
citer les polychlorobiphényles (PCB), les pesticides organochlorés, les retardateurs de flamme

bromés (PBDE) ou encore les dioxines.

1.4.2. Structure chimique

Les structures chimiques des PCB, de certains pesticides organochlorés et PBDE sont présentées en
Figure 10. LesPCB, forment une famille de 209 congéneres aromatiques chlorés dérivés du diphényle
et comportant jusqu’a 10 atomes de chlore en substitution des atomes d’hydrogéne. Le numéro de
congénere est fonction du degré croissant de substitution par les atomes de chlore et de leur

position.

Les pesticides organochlorés sont des composés organiques de synthése qui, comme leur nom
I'indique, sont composés d’au moins un atome de chlore. Les pesticides organochlorés sont
nombreux et seules les structures chimiques des composés auxquels nous nous intéresserons sont

présentées dans la Figure 10.

Les PBDE sont des molécules organobromées composées d’au moins un atome de carbone lié a un
atome de brome. Tout comme les PCB, les PBDE forment une famille de 209 congénéres dont le

numéro est fonction du nombre croissant d’atomes de brome et de leur position.
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Figure 10 : Structure chimique des PCB, pesticides organochlorés et PBDE
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1.4.3. Utilisations passées

Les PCB ont été utilisés massivement au cours des années 70 jusqu’a leur interdiction a la fin des
années 80. Ces molécules étaient appréciées pour leur stabilité chimique et leurs propriétés
lubrifiantes et isolantes et ainsi largement utilisées comme isolant électrique, par exemple dans les
transformateurs ou condensateurs, mais aussi dans les encres, peintures, ou plastifiants [249].
Malgré leur interdiction depuis plusieurs décennies, la contamination environnementale reste

aujourd’hui présente du fait de leur grande stabilité dans I’environnement.

Les pesticides organochlorés ont été introduits au cours des années 40 et principalement utilisés
comme insecticides et fongicides. De par leur rémanence dans [’environnement, leur
bioaccumulation et leur toxicité, ils sont aujourd’hui interdits ou tres restreints d’utilisation en
France depuis 1987. Cependant, certains pays continuent de les utiliser, n’ayant d’autre moyen de
lutte contre certains vecteurs de maladies comme le paludisme. Parmi les pesticides organochlorés
auxquels nous nous intéresserons, citons le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT, et plus
particulierement son métabolite, le dichlorodiphényldichloroéthylene, DDE), I’endosulfan
(notamment lisomeére «a), la dieldrine, I’hexachlorobenzéne (HCB), [I’'heptachlor et

I’hexachlorocyclohexane (HCH isomeére B et y).

Les PBDE sont des mélanges chimiques qui sont ajoutés a une grande variété de produits de
consommation pour les rendre moins inflammables. lls sont couramment utilisés dans les plastiques,
les textiles, les matériaux de construction, les composants électroniques ou encore les véhicules.

Aujourd’hui, la majorité des PBDE sont interdits.

1.4.1. Sources d’exposition de la population générale

L’'Homme est exposé aux POP via les différentes voies d’exposition. La contribution relative de
chacune des voies d’exposition varie selon le type de composés mais l'ingestion d’aliments
contaminés reste la voie prépondérante. De par leur affinité particuliere pour les graisses (lipophiles),
les POP se concentrent particulierement dans les tissus graisseux des animaux. Ainsi, les aliments
d'origine animale, riches en graisses tels que les poissons gras, le foie, les ceufs, le lait ou encore le
beurre sont des contributeurs majeurs de I’exposition de la population générale aux PCB [249]. Une
autre source d’exposition provient des sites de stockage ou de traitement des déchets ou de la
mauvaise manipulation de matériaux contenant des PCB notamment dans le cadre professionnel
(contact cutané ou inhalation). Dans le passé, I'exposition professionnelle aux pesticides
organochlorés était également une source importante d’exposition pour certains travailleurs

particulierement dans le domaine de l'agriculture. Les POP sont également retrouvés dans les
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poussieres, comme le montrent les campagnes de monitoring en population générale, et sont donc
une source d’exposition potentielle, notamment pour les plus petits (comportement main-bouche)

[250].

1.4.2. Toxicocinétique

Aujourd’hui, les PCB, pesticides organochlorés et PBDE sont principalement absorbés par voie orale.
Le caractere lipophile de ces molécules fait qu’elles passent facilement dans le systéme lymphatique
puis sanguin et se stockent dans le tissu adipeux. Le coefficient de répartition entre le tissu adipeux
et le sang varie selon le degré de lipophilie du composé. Le métabolisme des POP est limité puisque
leur distribution dans le tissu adipeux réduit la fraction des POP pouvant accéder aux organes ou le
métabolisme se produit et les taux de métabolisation sont trés lents pour la majorité des POP. De ce
fait, les temps de demi-vie de ces molécules dans I'organisme sont trés élevés, certaines pouvant
atteindre plusieurs dizaines d’années. La biotransformation des POP est principalement hépatique,
catalysée par les monooxygénases dépendantes du CYP450 et conduisant notamment a la formation
de métabolites hydroxylés. Les enzymes impliquées et la rapidité de la métabolisation sont variables
selon les congéneres. Les POP sont principalement éliminés par voies urinaire et fécale mais sont

aussi largement excrétés via le lait maternel et traversent la barriere foeto-placentaire.

1.4.3. Facteurs de variation des niveaux de POP

Comme mentionné précédemment, la source principale d’exposition aux POP est actuellement
I"alimentation et cela a été confirmé par plusieurs études qui ont rapporté des associations positives
entre la fréquence de consommation d’aliments particulierement contaminés en POP, comme les
poissons, les fruits de mer, les ceufs ou les produits laitiers et les niveaux sanguins de POP. D’autres
études se sont intéressées a I'impact de facteurs sociodémographiques et liés au mode de vie et ont
constaté que le pays d'origine, I'age, le sexe, la parité, I'indice de masse corporelle, I'allaitement et le
niveau d’études étaient associés a des variations des niveaux de POP [251-253]. Concernant le pays
d’origine, ces variations peuvent s’expliquer par des régimes alimentaires différents, des disparités
de réglementation (actuelle ou passée) dans la restriction des POP ou encore par une susceptibilité
génétique de certaines populations. Des variations sont également observées au niveau régional.
L'age est un facteur fortement lié a la concentration sérique de POP du fait de leur propriété de
bioaccumulation au cours du temps. Le sexe et la parité sont également liés aux concentrations de
POP : on observe des niveaux plus faibles chez les femmes que chez les hommes, et plus faibles pour
les femmes ayant déja eu un enfant en comparaison des femmes nullipares. Notons que I'allaitement

est considéré comme une des voies principales d’élimination des polluants liposolubles. C'est aussi
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cette propriété qui pourrait en partie expliquer la relation inverse entre I'lMC et la concentration de
POPs retrouvée dans le sang [253]. Enfin, certaines de ces études ont mis en évidence que les

concentrations de POPs augmentaient avec le niveau d’études.

1.4.4. Réglementation passée et actuelle

Compte tenu de la toxicité et la rémanence dans I'environnement de ces composés, la limitation des
rejets de POP a fait I'objet de plusieurs accords internationaux, dont les deux textes majeurs sont le
Protocole d’Aarhus et la Convention de Stockholm. Le Protocole d’Aarhus a été signé en juin 1998,
dans le cadre de la convention de Genéve sur la pollution atmosphérique transfrontiere, et est entré
en vigueur en octobre 2003 puis revu en décembre 2009. La Convention de Stockholm sur les POP a
été signée le 22 mai 2001, est entrée en vigueur le 17 mai 2004 et a été suivie de plusieurs
amendements afin de mettre a jour la liste des substances préoccupantes. Tous deux visent a
contréler, réduire ou éliminer les émissions de POP, le protocole d’Aarhus se limitant aux rejets
atmosphériques mais incluant les hydrocarbures aromatiques polycycliques, contrairement a la
Convention de Stockholm. Aujourd’hui, la liste des substances couvertes par la Convention de
Stockholm comprend 26 composés (ou famille de composés) tels que les PCB, les pesticides
organochlorés, certains retardateurs de flamme, ou encore des composés perfluorés ou les dioxines

et furanes.

L’Union européenne a intégré la Convention de Stockholm et le Protocole d’Aarhus au sein du
réglement européen (CE) 850/2004 du 29 avril 2004 [254]. La réglementation européenne fixe
également des teneurs maximales pour les dioxines, PCB et résidus de pesticides présents dans les

denrées alimentaires [255,256].

Des valeurs limites d’exposition professionnelle existent également [257]. En France, un plan national
de décontamination et d’élimination des appareils contenant des PCB a été mis en place et des
interdictions de péche ou de consommation de produits de la mer peuvent étre ordonnées en cas de
contamination de sites [258,259]. Ces réglementations ainsi que la dégradation naturelle des PCB au

cours du temps ont permis d’observer une diminution de I'exposition de la population générale.
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1.4.5. Toxicité des PCB, pesticides organochlorés et PBDE sur les fonctions

reproductives

1.4.5.1. Etudes in vivo et in vitro
> PCB

D’un point de vue toxicologique, 12 congénéres des PCB se comportent comme les PCDD/F
(dioxines), en se liant au récepteur cellulaire Ah (Aryl hydrocarbon). lls sont désignés PCB « dioxin-
like » (PCB-DL) par opposition aux autres PCB dits « non dioxin-like » (PCB-NDL). Le récepteur a la
dioxine AhR posséde des voies de signalisation et d’activation qui se croisent avec celles des
récepteurs ERa et AR. Une faible activité cestrogénique et anti-cestrogénique des PCB-NDL a été
observée a partir d’études in vitro. Les PCB les moins chlorés (PCB44, 49, 52) possédent une activité
cestrogénique tandis que les composés les plus chlorés (ex: PCB118, 138, 170) seraient des
antagonistes du récepteur aux cestrogenes [260]. Une étude récente suggére que plusieurs des PCB-
NDL inhiberaient I'activité de I'cestrogen-sulfotransférase [261]. Les PCB posséderaient également
une activité anti-androgénique et inhiberaient I'activité de la 5a-réductase [261-264].Chez I'animal,
I’exposition aux PCB a été associée a une augmentation du poids des organes génitaux et de la
distance anogénitale dans certaines études, et a une diminution dans d’autres [265]. Un délai de
|"apparition de la puberté est également observé [265]. Une diminution de I'activité de I'aromatase
et une augmentation du poids de I'utérus (signe d’une activité cestrogénique) chez les rats femelles
et une diminution des concentrations de testostérone chez les rats males (activité anti-
androgénique) ont également été rapportées [264,266,267] . Chez la souris male C57, I'exposition a
un mélange de PCB n’a pas entrainé de modification des niveaux de testostérone mais une

diminution des niveaux d’estradiol a été observée [268].

De plus, les PCB sont aussi connus pour étre des inducteurs des enzymes du métabolisme des
xénobiotiques et pour interférer avec les hormones thyroidiennes [265]. Enfin, plusieurs auteurs
s’accordent également sur une perturbation de la différenciation sexuelle du cerveau male ou

femelle lors d’expositions pré- ou périnatales [264,269] .
» Pesticides organochlorés

Parmi les pesticides organochlorés, le DDT (et ses métabolites) est celui qui a été plus étudié. Une
activité anti-androgénique mais également une activité cestrogénique sont attribuées a certains
pesticides organochlorés. Le p,p’-DDE mais aussi la dieldrine et I'endosulfan possédent une affinité
pour le récepteur AR et le p,p’-DDE inhiberait I'activité de la 5a-réductase [270]. Le p,p’-DDE montre

également une affinité pour les récepteurs ERa et ERP tandis que la dieldrine et I'endosulfan
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montrent une affinité pour le récepteur ERa mais une activité anti-oestrogénique pour le récepteur
ERP. Le lindane ne montre a priori pas d’affinité pour les récepteurs AR et ER. Une étude a montré
pour le p,p’-DDE une stimulation de la sécrétion d’estradiol associée a une diminution de la sécrétion
de testostérone dans des cellules porcines de la theque et de la granulosa [271]. Une diminution des
taux de testostérone a également été observée avec plusieurs pesticides, en particulier le lindane
(exposition prénatale chez le rat, mesure de la testostérone a la puberté et a I’dge adulte) (Dalsenter
et al. 1997) et I'heptachlor (rats matures) [272]. Cette diminution de la testostérone n’a pas toujours
été retrouvée pour I'endosulfan [273,274]. Certains auteurs ont émis I’hypothése que I'endosulfan
augmentait le catabolisme et la clairance de la testostérone mais que I'équilibre homéostatique
permettait de réduire les effets attendus sur les niveaux de testostérone (Wilson and LeBlanc 1998).
L’endosulfan et le lindane ont été associés a une inhibition de I'activité de I'aromatase [275,276]. De
plus, une étude chez des rats males adultes exposés au lindane rapporte une diminution des taux de
StAR (protéine de la stéroidogénese) et de la 17B-HSD ainsi qu’une diminution de I'ABP, ce qui
pourrait expliquer la diminution des niveaux de testostérone observée [277]. Tout comme pour les
études sur les PCB, ces observations faites sur des cellules sont difficilement extrapolables aux effets
attendus lors d’'une exposition prénatale. L’activité antiandrogénique du DDE chez I'animal male se
traduit par une diminution du poids des organes génitaux et de la distance anogénitale, des
anomalies de I'appareil reproducteur (hypospades, micropénis) et un délai de I'apparition de la
puberté [278,279]. Chez la femelle, des anomalies morphologiques de I'ovaire et une puberté

précoce ont été rapportées [280,281].
> PBDE

Les polybromodiphényléthers pourraient avoir une faible activité ocestrogénique ou anti-
cestrogénique. Des propriétés cestrogéniques ont été observées pour les composés faiblement
bromés (PBDE28, 30, 32, 47, 51, 71, 75, 85, 99, 100 et 119) tandis que des propriétés anti-
cestrogéniques ont été observées pour des congénéres plus fortement bromés (PBDE153, 166 et
190) [282]. Ces constats ont également été rapportés par d’autres : activité cestrogénique faible pour
les PBDE 19, 38, 47, 49, 100 et 155, activité anti-cestrogénique faible pour PBDE 181, 183, 185 et 190
(pas pour le 209) [283]. Des études ont également montré que les PBDE 47, 99, 100 et 154 inhibaient
la liaison d’un androgéne synthétique au récepteur AR dans la prostate ventrale [284]. Les PBDE 47
et 100 inhiberaient également I'activité transcriptionnelle du géene de la luciférase induit par la DHT
[284]. Chez les rongeurs, des effets tels qu’'une modification de la distance anogénitale chez le male,
un retard pubertaire dans les deux sexes, une altération de la qualité spermatique, et une diminution
du nombre de follicules ovariens ont été rapportés aprées exposition (prénatale, pubertaire ou adulte)

aux PBDE 99 et 209 [6,284,285]. Des modifications des niveaux d’hormones ont également été
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observées : une exposition de rats adultes males au PBDE 99 a entrainé une diminution du poids des
testicules associée a une diminution des niveaux d’estradiol et de testostérone sanguins [286].
L’exposition prénatale au PBDE 99 a aussi entrainé une diminution des concentrations de ces mémes

hormones chez la progéniture a I'age adulte [285].

1.4.5.1. Etudes épidémiologiques
a. Expositions prénatales et anomalies a la naissance

» Anomalies de I'appareil génital du garcon

Les études épidémiologiques ayant évalué les effets de |’exposition prénatale aux PCB [122,287-290]
et au DTT et ses métabolites [122,202,288,291-293] sur le risque de malformations génitales
(cryptorchidie et hypospade) ne rapportent majoritairement pas d’association significative malgré
des risques légerement augmentés (Tableau 4). Certaines études portant sur d’autres pesticides
organochlorés ont rapporté des augmentations significatives du risque de malformation génitale en
association avec les niveaux d’hexachlorobenzene (HCB) [122,294], de lindane (y-HCH) et mirex [202]
et de B-HCH [295]. Cependant, ces résultats n‘ont pas été répliqués dans I'ensemble des études
[288,293,295]. Une méta-analyse publiée en 2009 rapporte une augmentation du risque
d’hypospade chez les enfants nés de parents exposés professionnellement aux pesticides (OR=1.4
[1.0; 1.8] pour I'exposition maternelle et OR=1.2 [1.0; 1.4] pour I'exposition paternelle) [199].
Cependant, la méthode d’évaluation de I'exposition ne permet pas de distinguer le type de pesticides
utilisés. Parmi les deux études ayant étudié I'impact de I'exposition aux PBDE, une étude [241]
rapporte une augmentation du risque de cryptorchidie a 3 mois en association avec la somme des
PBDE mesurés dans le lait (mais pas dans le placenta) et I'autre [288] n’observe pas d’association

avec le risque d’hypospade.
» Variations des concentrations d’hormones

Une seule étude a étudié les niveaux de testostérone et d’cestradiol dans le sang de cordon ombilical
en association avec I'exposition prénatale aux PCB [296]. Cette étude rapporte une diminution des
niveaux de testostérone chez les filles et une diminution des niveaux d’cestradiol chez les gargons.
Une étude a mesuré la distance anogénitale chez les garcons a la naissance et ne rapporte pas
d’association avec les niveaux de DDE mesurés dans le sang maternel apres I'accouchement [297].
Concernant les PBDE, une étude a mesuré les taux sériques de testostérone, LH, FSH, SHBG et
Inhibin B chez des garcons de 3 mois et n’observe pas d’association avec les concentrations de PBDE
mesurés dans le placenta mais rapporte une corrélation positive entre la somme des PBDE mesurés

dans le lait et les niveaux de LH [241].
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b. Expositions prénatales et effets a la puberté ou a I’age adulte
» Variations des concentrations d’hormones

Cing études [298-302] ont mesuré les niveaux d’hormones au cours de la puberté (8-17 ans) et deux
[303,304] chez les jeunes adultes (19-21 ans) en association avec les niveaux de PCB (parfois associés
aux dioxines), DDE, ou HCB mesurés dans le placenta, le sang de cordon ombilical ou le sang
maternel pendant la grossesse. Plusieurs d’entre elles rapportent des associations significatives mais
les résultats des différentes études sont hétérogenes (Tableau 4). On peut tout de méme mentionner
gue trois études rapportent une diminution des niveaux de LH avec I'exposition prénatale aux PCB
[302-304] et que deux d’entre elles suggerent une diminution des niveaux de testostérone
[302,304]. Une diminution du FAI avec I'exposition a I’'HCB [303] et des variations des niveaux d’E2
avec I'exposition aux PCB sont également rapportées [298,299,304]. L'exposition au DDE n’a pas été

associée a des modifications des niveaux d’hormones aux tranches d’age considérées [300,302—-304].

» Développement pubertaire

Neuf études ont porté sur I'apparition de la puberté, dont six chez les filles et trois chez les garcons,
en étudiant notamment les stades de développement avec le score de Tanner et I'dge des premieres
régles chez les filles. Chez les filles, un avancement de I'age des premieres régles a été suggéré en
association avec |'exposition prénatale aux PCB et au DDE [300,305] mais n’est pas confirmé dans
deux autres études [303,306,307]. Une étude rapporte également une diminution de la taille de
I'utérus chez les filles de 8 ans exposées aux PCB pendant la période prénatale [298]. Chez les
garcons, une étude suggere un retard de la puberté (diminution du score de Tanner) avec
I’exposition prénatale aux PCB et au DDE [302], tandis que les deux autres études ne rapportent pas

d’association avec I’exposition aux PCB [299,300].
» Fertilité féminine

Deux études chez la jeune adulte (16-20 ans) se sont intéressées a la durée des cycles menstruels et
I'une d’entre elle rapporte une proportion plus élevée de cycles courts chez les filles exposées in
utero lors de la catastrophe de Yucheng (intoxication alimentaire avec I'huile de riz contaminé aux
PCB et dioxines) [306]. La seconde étude rapporte une diminution du nombre de follicules en
association avec I'exposition au DDE et a I'HCB mais pas aux PCB [303]. Trois études ont étudié le
délai nécessaire a concevoir (DNC) des femmes en association avec I'exposition in utero aux PCB ou
au DDE (sang maternel prélevé dans les jours suivants I'accouchement ou modélisation a partir d’une

mesure pré-conception) [308—-310]. Une augmentation du DNC est suggérée avec |'exposition aux

PCB bien qu’une de ces études observe aussi une diminution du DNC avec la somme des PCB 99, 156
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et 187 [309,310]. L'exposition au DDE semble également associée a une diminution du DNC [308,310]

tandis que le DDT est associé a une augmentation du DNC [308].

c. Effets observés aux autres périodes d’exposition

De nombreuses autres études ont été publiées a ce jour concernant les effets des POP sur les
fonctions de reproduction. Nous ne les détaillerons pas ici puisqu’elles concernent des mesures
d’exposition réalisées en dehors la fenétre de susceptibilité qui nous intéresse (i.e., la période
prénatale). Brievement, des troubles de la fertilité féminine (altération des cycles menstruels,
allongement du DNC) et masculine (diminution de la mobilité des spermatozoides, altération de
I’ADN) ont été rapportées [40,311-314]). Chez les femmes, une augmentation du risque
d’endométriose est également suggérée avec I'exposition aux PCB [40]. Les études portant sur la
puberté et les modifications des niveaux d’hormones sexuelles (a la puberté ou a I'dge adulte) sont
limitées et non concordantes mais une diminution de la testostérone et une augmentation de la
SHBG ont été rapportées a plusieurs reprises en association avec I'exposition aux PCB [315-320].
L'exposition aux PCB, et dans une moindre mesure au DDE, a également été associée a une
augmentation du risque de cancers du sein [321-324] et de la prostate [325—-327]. Concernant le
cancer des testicules, I'exposition au DDE a été associée a une augmentation du risque tandis que

I’exposition aux PCB a été associée a une diminution du risque [328,329].
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Les polluants organiques persistants
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Chapitre 1. Contexte

1.5. LES ETHERS DE GLYCOL: DES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS
POTENTIELS ?

1.5.1. Définition, propriétés

Les éthers de glycol (EG) constituent une famille de solvants oxygénés largement utilisés depuis les
années 60. En 2004, la consommation de solvants oxygénés en France représentait plus de 280 000
tonnes, soit plus de la moitié des solvants utilisés, et dont 8% étaient des éthers de glycol [333]. Ce
sont des composés liquides, incolores, légérement visqueux, a l'odeur éthérée et faiblement
volatiles. Ils ont la propriété d’étre amphiphiles, c’est-a-dire a la fois solubles dans I'’eau (hydrophiles)
et dans les graisses (lipophiles) et sont de ce fait particulierement appréciés dans les produits dits « a
I’eau ». Les éthers de glycol sont présents dans de nombreux produits a usage professionnel ou
domestique incluant les peintures et vernis, les cosmétiques, les produits d’entretien mais aussi

certains médicaments ou biocides.

1.5.2. Structure chimique

Les éthers de glycol regroupent plus de 80 composés dont une trentaine sont ou ont été utilisés dans
I'industrie. On distingue deux familles d’éthers de glycol : les éthers de glycol dérivés de I'éthylene

glycol (série E) et les éthers de glycol dérivés du propylene glycol (série P).

Série E : R-(O-CH,-CH,),-O-R’
Série P : R-[0-CH,-CH(CH5)],-O-R’

lls comportent une fonction éthyléne ou propyléne mais peuvent aussi en posséder davantage (ex :
di- ou tri-éthylene glycol). Les éthers de glycol sont obtenus par réaction de I'oxyde d’éthyléne ou de

I’oxyde de propylene avec un alcool.

1.5.3. Source d’exposition et consommation en France

A la fin des années 1990, la consommation d’éthers de glycol en France était estimée a environ
30 000 tonnes dont 60% concernaient les dérivés de la série éthylénique. En 2006, le volume en
tonnage est resté stable mais la répartition entre la série éthylénique et la série propylénique s’est
inversée en raison de la classification de certains d’entre eux comme reprotoxiques [334].
L'utilisation des éthers de glycol classés reprotoxiques a ainsi largement diminué et atteint
aujourd’hui des volumes marginaux (<1% du marché francgais des éthers de glycol). En effet, ils sont
toujours utilisés pour quelques applications industrielles pour lesquelles aucun substitut n'a été

trouvé.
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Les éthers de glycol

Les éthers de glycol sont présents dans divers produits commerciaux et particulierement dans les
préparations dites « a I'eau ». On les retrouve ainsi dans les peintures, encres et vernis, les produits
d’entretien, les cosmétiques, les produits biocides et phytopharmaceutiques ou encore les
médicaments (Tableau 5) [334]. La population générale peut ainsi étre exposée aux éthers de glycol
via l'utilisation de ces produits et les voies d’exposition sont donc multiples (par exemple,
principalement respiratoire pour les peintures, cutanée pour les cosmétiques et oral pour les
médicaments). Plusieurs secteurs d’activité professionnelle sont également concernés par
I'utilisation d’éthers de glycol, notamment les industries qui fabriquent les produits mentionnés ci-
dessus mais également des secteurs utilisant les produits finis comme les cosmétiques ou les
peintures (Tableau 5). L’exposition professionnelle est donc une source d’exposition importante.

Tableau 5 : Sources d'exposition aux éthers de glycol (Afsset 2008)

Produits susceptibles de contenir des éthers de glycol

Les peintures (tous types : peintures d’avion, Les produits d’entretien ménagers et industriels
d’automobile, peinture en batiment...) (détergents, désinfectants, dégraissants...)

Les encres, teintures, et produits connexes (pour Les produits a usage métallurgique et mécanique
I'imprimerie, pour les meubles...) (fluides de coupes, décapants, agents de protection...)
Les vernis (pour meubles, métaux, automobiles...) Les colles, polyméres et produits connexes (produits
Les produits biocides et phytopharmaceutiques (produits | agglomérant, durcisseurs...)

de protection, antisalissure, fongicides...) Les produits cosmétiques et apparentés (teintures
Les médicaments (humains et vétérinaires) capillaires, produits corporels rincés ou non rincés...)

Secteurs d’activité utilisant des éthers de glycol

La fabrication de peintures, vernis ou encres La fabrication d’équipements de radio, télé,

La réparation automobile communication, d’appareils électriques

Les entreprises de nettoyage L'industrie des métaux

L’édition, I'imprimerie, la reproduction L'industrie du papier et du carton

L’industrie chimique, pharmaceutique et cosmétique La fabrication de meubles

L'industrie des matiéres plastiques et du caoutchouc La fabrication de produits céramiques

L'industrie automobile, aéronautique, ferroviaire, navale | La construction, batiments et travaux publics

La fabrication d’instruments médicaux, de précision, La pisciculture
d’optique et d’horlogerie Les activités de service (salon de coiffure)

L’'enquéte SUMER (Surveillance médicale des expositions aux risques professionnels) réalisée en 2010
en France rapporte que 323 300 salariés étaient exposés aux éthers de glycol non reprotoxiques de la
série E, 253 000 a ceux de la série P et 25800 a des éthers de glycol reprotoxiques [335]. Les
professionnels les plus exposés sont par ordre décroissant : les mécaniciens automobiles, les ouvriers
d’'imprimerie, presse et édition, les nettoyeurs, les ouvriers de production du travail des métaux et
les ouvriers du second ceuvre du batiment [336]. Chez les femmes enceintes, des corrélations entre
la détection de certains métabolites urinaires d’éthers de glycol et I'emploi de la femme au cours de
sa grossesse ont été observées [337]. Ces associations concernaient notamment les métiers

d’infirmiére et d’aide-soignante, d’agent d’entretien et de coiffeuse et esthéticienne [337].
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Chapitre 1. Contexte

1.5.4. Réglementation

Aujourd’hui, 7 éthers de glycol et leur acétate sont classés comme reprotoxiques de catégorie 1A ou
1B et un en catégorie 2, selon les critéres de la réglementation sur la classification, I'étiquetage et
I'emballage (CLP). Par conséquent, ces substances sont trés restreintes dans leurs usages
(interdiction dans les produits de consommation) et inscrite a I’Annexe XVII de la réglementation
REACH. Cependant, des dérogations existent en milieu professionnel lorsqu’aucun moyen de
substitution n’existe. Des mesures complémentaires de restriction sont également appliquées,
particulierement en France (Tableau 6) et concernent des restrictions d’usages dans les cosmétiques
pour 'EGBE, 'EGPhE, le DEGBE et le DEGEE, dans les médicaments pour 'EGME et I'EGEE et les
produits a usage vétérinaire pour I'EGDME, I'EGPhE, le DEGDME et le TEGDME. Pour les autres éthers
de glycol, il n'y a a priori pas de restriction particuliere dans les produits de consommation a

destination du grand public.

Tableau 6 : Réglementation actuelle des éthers de glycol en France et en Europe

Restriction de

Classification Année de . . .. . .
g e mise sur le Autres restrictions complémentaires
CLP classification L
marché
EGME/A Repro Cat. 1B 1993 Oui Interdiction médicaments (France)
EGEE/A Repro Cat. 1B 1993 Oui Interdiction médicaments (France)
EGDME Repro Cat. 1B 2004 Oui Interdiction mélanges vétérinaires (France)
EGDEE Repro Cat. 1A 2007 Oui -
EGBE Non classé - - Restriction cosmétiques (France)
. Interdiction biocides vétérinaires (UE)
EGPhE Non classé - - o .
Restriction cosmétiques (UE)

DEGME Repro Cat. 2 1998 Oui® -
DEGDME Repro Cat. 1B 2001 Oui Interdiction mélanges vétérinaires (France)
DEGEE Non classé - - Restriction cosmétiques (France)
DEGBE Non classé - oui® Restriction cosmétiques (France)
TEGDME Repro Cat. 1B 2004 Oui Interdiction mélanges vétérinaires (France)
1PG2ME/A  Repro Cat. 1B 1998 Oui -

EGME/A, éthyléne glycol méthyl éther et son acétate ; EGEE/A, éthyléne glycol éthyl éther et son
acétate ; EGDME, éthylene glycol diméthyl éther; EGDEE, éthylene glycol diéthyl éther; EGBE,
éthyléne glycol n-butyl éther; EGPhE, éthylene glycol phényl éther; DEGME, diéthyléne glycol
méthyl éther ; DEGDME, diéthylene glycol diméthyl éther ; DEGEE, diéthyléne glycol éthyl éther ;
DEGBE, diéthyléne glycol butyl éther ; TEGDME, triéthyléne glycol diméthyl éther; 1PG2ME/A, 1-
propyléne glycol 2-méthyl éther et son acétate

® Présents dans I’Annexe XVII de la réglementation REACH

®Restreint par I'annexe XVII depuis 2010 en raison de leur toxicité par inhalation et voie cutanée
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Les éthers de glycol

1.5.1. Toxicocinétique

Les éthers de glycol sont absorbés rapidement et de maniére importante principalement par voie
cutanée et respiratoire. Une fois dans l'organisme, les éthers de glycol accedent a tous les
compartiments en quelques minutes et apres quelques heures, on retrouve de fortes concentrations
dans certains tissus comme le foie, les reins et la graisse. Les éthers de glycol traversent également la
barriere feeto-placentaire. Le métabolisme des éthers de glycol est différent selon qu’ils sont dérivés
de la série E ou de la série P [338]. Les dérivés de I'éthylene glycol (qui possédent une fonction alcool
primaire) connaissent une série d’oxydations catalysées par I'alcool déshydrogénase puis I'aldéhyde
déshydrogénase et donnent lieu a la formation d’aldéhydes et d’acides alkoxy. Les dérivés du
propyléne glycol suivent des voies de métabolisation différentes selon qu’ils sont substitués sur le
premier (isomére majoritaire a) ou le second (isomere minoritaire B) carbone du propyléne glycol.
L'isomére B est métabolisé par le méme systéme alcool déshydrogénase/aldéhyde déshydrogénase
que les éthers de glycol de la série E alors que I'isomére a subit une désalkylation par des mono-
oxygénases a CYP450 libérant un alcool et le propyléne glycol. Cette derniére voie de métabolisation
est également une voie mineure pour métaboliser les éthers de glycol de la série E, notamment

lorsque la voie principale de métabolisation est saturée.

Tableau 7 : Métabolites d'éthers de glycol dosés et leurs éthers de glycols sources

Métabolite Ethers de glycol source
MAA, acide méthoxyacétique EGME, EGDME, DEGME, DEGDME, TEGME, TEGDME
MEAA, acide methoxyethoxyacétique DEGME, TEGME, DEGDME
EAA, acide éthoxyacétique EGEE, EGDEE, DEGEE, DEGDEE, TEGEE
EEAA, acide éthoxyéthoxyacétique DEGEE, TEGEE
BAA, acide 2-butoxyacétique EGBE, DEGBE, TEGBE
PhAA, acide phénoxyacétique EGPhE et autres substances
PrAA, acide n-propoxyacétique EGnPE
2-MPA, acide 2-méthoxyproprionique 1PG2ME (isomeére B du 2PG1ME).

La métabolisation des éthers de glycol est trés rapide (temps de demi-vie plasmatique de 20 a 30
minutes) et leur élimination se fait principalement par voie urinaire mais trés peu sous forme
inchangée. Plusieurs biomarqueurs urinaires spécifiques aux éthers de glycol ont été identifiés
(Tableau 7). Un méme métabolite peut étre issu de différents éthers de glycol (ex : MAA) et certains
éthers de glycol sont des précurseurs de plusieurs métabolites (ex : DEGDME). Contrairement aux
molécules meres, les métabolites alkoxyacides ont des cinétiques d’élimination plus lentes. Par
exemple, les temps de demi-vie des dérivés monosubstitués de I’éthyléne glycol varient de 6 a 80

heures chez I'homme proportionnellement a la longueur de la chaine alkyl du métabolite [338].
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1.5.2. Toxicité des éthers de glycol sur les fonctions reproductives

La problématique de la toxicité des éthers de glycol a fait 'objet de deux expertises scientifiques
menées par I'INSERM et publiées en 1999 et en 2006 [338,339]. Les résultats portant sur la toxicité
des éthers de glycol sur les fonctions de reproduction et le développement sont résumés ci-dessous
et complétés par la littérature récente (Tableau 8). Certains éthers de glycol comme 'EGME et I'EGEE
ont fait 'objet de nombreuses études mais ce n’est pas le cas pour la majorité des éthers de glycol.

Notons que les effets toxiques des éthers de glycol ont été attribués a leurs métabolites alkoxyacides

1.5.2.1. Etudes animales ou cultures cellulaires
> Effets au cours du développement

Les effets foetotoxique et tératogéne des éthers de glycol ont fait I'objet de nombreuses études chez
I'animal [338,339]. Chez la femelle gravide, diverses manifestations d’intolérance ont été observées
avec la plupart des éthers de glycol. Une mort foetale, un retard de croissance ainsi que des
malformations sont rapportées apres exposition prénatale aux éthers de glycol de la série
éthylénique. Ces malformations touchent de nombreux organes (systéme nerveux central, urinaire,
cardiaque, squelettique...) et apparaissent de facon variable selon I'espéce testée et les périodes
d’administration. En ce qui concerne les dérivés de la série propylénique, seul I'isomére B du PGME
(1PG2ME) — que I'on sait métabolisé en alkoxy acide comme les dérivés de la série éthylénique — est
associé a une toxicité foetale incluant des résorptions fcetales, des malformations et un retard

pubertaire.

» Gonades males

Dés le début des années 1980, de nombreuses études se sont intéressées a la toxicité des éthers de
glycol sur la gonade male [338,339]. Toutefois, leur nombre était tres variable selon I'éther de glycol
considéré et les mécanismes les plus étudiés concernent 'EGME et I'EGEE et leur métabolite le MAA
et 'EAA. Ces études ont permis de souligner la toxicité testiculaire de plusieurs éthers de glycol, en
particulier ceux de la série éthylénique de bas poids moléculaire, mais aussi celle de I'isomére B du
PGME, métabolisé en acide alkoxy. Cette toxicité est spécifique pour la lignée cellulaire germinale,
entrainant un arrét de la spermatogénese et par conséquent une diminution de la fertilité. Plus
précisément, cette toxicité se manifeste sur les spermatocytes (parfois les spermatides), aboutissant
a une mort cellulaire par apoptose qui va entrainer I'arrét de la méiose des cellules germinales et une
interruption de la production de spermatozoides. Ces effets, dont la gravité est fonction de la dose et

de la durée d’exposition, ont été retrouvés pour I'ensemble des espéces testées et selon les

88



Les éthers de glycol

différentes voies d’administration. En fonction de l'intensité de I'exposition, les effets testiculaires
peuvent étre réversibles mais cette réversibilité est compromise lorsque les spermatogonies sont

touchées en raison de la diminution du stock de cellules souches.
» Gonades femelles

Peu d‘études se sont intéressées aux effets des éthers de glycol sur les gonades femelles et la
fonction de reproduction. Chez les femelles rongeurs adultes, I’exposition a 'EGME (ou son principal
métabolite le MAA) a été associée a une diminution (voir suppression) de I'ovulation, une diminution
du nombre de follicules ovariens, et une augmentation des niveaux de progestérone résultant d’un
effet toxique au niveau des cellules lutéales (pas de modification des niveaux de LH, FSH et
prolactine) [340-342]. Cette augmentation de la production de progestérone a également été
observée a partir de culture de cellules lutéales humaines [343]. Cependant, ces effets ne se
traduisent pas forcément par une atteinte de la fertilité d’aprés les études animales I'ayant évaluée
[344,345]. A l'inverse, une atteinte de la fertilité a été rapportée chez les femelles rongeurs exposées
a I'EGEE, 'EGBE, I'EGPhE et le TEGDME [346—349]. Concernant le PGME, seul son isomeére minoritaire
(1PG2ME) a été associé a une atteinte de la fertilité ainsi qu’a une diminution du nombre
d’implantations foetales [350,351]. Les études portant sur le DEGEE, le DEGBE, et le DEGDME ne
rapportent pas d’atteinte de la fertilité ni de modification du poids des organes génitaux [348,352—
354].Aucune donnée n’est disponible dans la littérature concernant les effets des autres éthers de

glycol sur la fertilité des femelles.
» Activité endocrinienne

Les mécanismes impliqués dans la toxicité testiculaire des éthers de glycol ont été approfondis et a
ce jour, deux métabolites (MAA et PhAA) ont fait I'objet d’'une intention particuliere concernant leur
potentielle interaction avec le systeme endocrinien. Pour le MAA, il a notamment été montré qu’il
était associé a une altération de I'expression du récepteur AR et de 'ARNm de I’ABP (Androgen
binding protein) dans la cellule de Sertoli de rat [355], une augmentation de I'expression de ’ARNm
du récepteur ERP dans les spermatocytes pachytenes de rat et de souris [356,357] et une diminution
de l'expression de ERa dans les cellules MCF-7 et l'utérus de souris [358]. Le MAA atténue
I’expression des genes cibles des cestrogenes et cet effet est probablement di a la diminution de
I'expression des récepteurs aux ocestrogenes puisque le MAA n’est pas en compétition avec
I’cestradiol vis-a-vis de ces récepteurs [359,360]. Concernant le PhAA, seule une étude s’est

intéressée a son potentiel (anti-)oestrogénique et ne rapporte pas d’effet allant en ce sens [361].
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Tableau 8 : Synthése des effets reprotoxiques des éthers de glycol chez ’homme et I’animal
Source : adapté de Multigner et al. 2005 [362]

Fertilité Fertilité i
masculine féminine Développement
EGME/A " " B
EGEE/A " . .
EGDME . o .
DEGME 4/ iy .
DEGEE N iy \
DEGDME - o i
TEGDME . . n
EGDEE nd o .
DEGDEE R nd .
TEGME N i .
EGBE/A _ + .
DEGBE/A ) . -
EGPhE N . B
EGNPE o/ o .
1PG2ME/A nd o .
2PGIME ] ) -

++ trés toxique ; + toxique; +/- toxique suggéré; - non toxique; nd,

donnée non disponible.

1.5.2.2. Etudes épidémiologiques

Chez 'Homme, seules quelques études se sont intéressées aux effets des éthers de glycol sur la
fonction de reproduction et le développement. Elles concernent principalement des expositions
rencontrées en milieu professionnel et en particulier dans I'industrie de I’électronique et des semi-
conducteurs. Les principaux solvants présents dans ces secteurs sont les éthers de glycol mais
d’autres solvants sont également utilisés comme le xyléne, I'acétate de n-butyle, I'acétone, I'alcool
iso-propylique et le méthanol [197, 205]. La limite majeure de ces études réside dans leur caractére
majoritairement rétrospectif et dans I'évaluation indirecte de I'exposition aux éthers de glycol. En
effet, I'exposition est souvent caractérisée a partir d’'une description de I'emploi, recueillie par
guestionnaires et parfois affinée par expertise, mais tres rarement par une évaluation directe de

I’exposition par la mesure de biomarqueurs urinaires.
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» Fausses couches spontanées

A I'exclusion des études ne discriminant I'exposition que par le type de poste occupé (fabrication,
lithographie, gravure), cing études dans I'industrie des semi-conducteurs se sont plus spécifiquement
intéressées a l'impact de I’exposition aux éthers de glycol sur la survenue de fausse couche
spontanée. Les trois études de cohorte rétrospectives rapportaient une augmentation significative
du risque de fausse couche en association avec un score d’exposition aux éthers de glycol déterminé
par expertise [363—365]. Une étude de cohorte prospective avec un suivi quotidien de I'HCG chez 148
femmes rapportait également une augmentation du risque de fausse couche mais non significative
[366]. A l'inverse, une étude cas-témoins anglaise nichée dans une cohorte de 2207 femmes ne

retrouvait pas d’association [367].

» Malformations

Six études cas-témoins se sont intéressées au risque de malformations congénitales en association
avec l'exposition aux éthers de glycol définie a partir de la description de I'emploi pendant la
grossesse [368—373]. Deux d’entre elles ont étudié différents sous-groupes de malformations
[368,369], deux autres se sont intéressées aux fentes orales seulement [370,371], et les deux
derniéres aux malformations du systeme nerveux central [372,373]. Une augmentation significative
du risque de fente orale est rapporté par trois des quatre études s’y étant intéressé (dont deux
partageant la méme population d’étude) [368,370,371], ainsi qu’une augmentation significative du
risque de malformations du systeme nerveux central par deux études sur les quatre [368,372]. Bien
gue les associations ne soient pas significatives, une autre étude rapporte également des risques
augmentés pour ces deux types de malformations [369]. Une augmentation du risque de
malformations cardiaques est également suggérée dans deux études [368,369]. Une seule étude,
menée par notre groupe, a utilisé des biomarqueurs urinaires d’exposition aux éthers de glycol dans
le cadre d’une étude prospective de cohorte [207]. Des associations significatives ont été observées
entre la détection de métabolites alkoxy acides et le risque de malformations : EEAA et fentes orales
et malformations des membres, et 2-MPA et toutes malformations majeures confondues et
malformations urinaires [207]. Une augmentation du risque de malformations génitales du garcon
est également suggérée en association avec la détection d’EAA [207]. Hormis des études
épidémiologiques classiques, des séries de cas ont également été rapportées dans la littérature. Des
syndromes dysmorphiques (malformations faciales et réduction des membres), des retards mentaux
et des anomalies cytogénétiques ont été rapportés chez les enfants de femmes mexicaines travaillant
dans une fabrique de condensateurs pendant la grossesse et fortement exposées a un mélange
d’EGME et d’éthylene glycol [374,375]. Un rapport de 1990 fait également état d’'une mere exposée
professionnellement a 'EGMEA pendant ses grossesses (1980-83) et ayant donné naissance a deux

enfants nés avec un hypospade [376].
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> Fertilité masculine

Les premieres études s’étant intéressées a I'impact des éthers de glycol sur la fertilité masculine ont
été réalisées en milieu professionnel, chez des peintres de chantier naval et des ouvriers de fonderie
[377,378]. Chez les sujets exposés aux éthers de glycol, ces études ont rapporté une diminution
significative du nombre de spermatozoides [378] et ont suggéré une diminution de la concentration
spermatique [377]. Au sein des entreprises de fabrication de semi-conducteurs, le risque de fausse
couche spontanée n’est pas associé au poste de travail du pére mais le pourcentage d’homme
rapportant des difficultés a concevoir était plus élevé (mais non significatif) chez les ouvriers des
secteurs exposés aux éthers de glycol [365,379]. Bien que I'exposition aux éthers de glycol (EGEE,
EGME) soit importante dans ces secteurs, de nombreux autres solvants sont également utilisés et
leurs effets respectifs ne peuvent étre dissociés. Une étude cas-témoins conduite en Belgique a
évalué la présence d’EAA dans les urines d’hommes ayant eu un diagnostic d’infertilité ou de sous
fertilité et d’hommes fertiles et a observé une proportion significativement plus élevée d’échantillons
positifs chez les cas que chez les témoins [380]. Une étude réalisée au sein de travailleurs de la
municipalité de Paris rapporte une réduction du nombre de spermatozoides et du pourcentage de
spermatozoides morphologiqguement normaux en association avec les expositions antérieures a 1995
(période précédant l'interdiction des éthers de glycol reprotoxiques), mais pas pour les expositions
récentes, estimées par des biomarqueurs urinaires d’exposition [46]. Une diminution des niveaux de
FSH en association avec les expositions passées et une diminution des niveaux de testostérone en
association avec les niveaux urinaires de 2-MPA sont également suggérées [381]. Une étude cas-
témoins anglaise comparant des hommes avec une diminution de la mobilité des spermatozoides a
des hommes sans anomalies du sperme, rapporte une association avec I'exposition aux éthers de
glycol définie par expertise [382].
» Fertilité féminine

Quelques études se sont intéressées aux effets de I'exposition aux éthers de glycol sur les fonctions
de reproduction féminines en étudiant la durée et la régularité des cycles menstruels ainsi que le
délai nécessaire a concevoir. Au sein d’entreprises de fabrication de semi-conducteurs aux USA et a
Taiwan, une augmentation du risque de cycles longs (>35 jours) [383], un allongement du délai
nécessaire a concevoir [384,385] et une augmentation du risque sous-fertilité (délai >1 an) [365] ont
été rapportés chez les femmes exposées aux éthers de glycol. Une étude conduite a Singapour
observe une proportion légerement plus importante de femmes avec des cycles longs en association
avec I'exposition aux éthers de glycol déterminée par dosages urinaires d’'EGEEA [386]. En population
générale, un allongement du délai nécessaire a concevoir a été observé en association avec les

niveaux de PhAA urinaires (pas d’association pour les autres métabolites mesurés) [387].
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1.6. OBJECTIFS

L’'objectif général de cette thése porte sur I'étude d’indicateurs d’altération du développement du
systéme reproducteur en lien avec I'exposition prénatale a deux familles de polluants chimiques

différentes, mesurée a partir de biomarqueurs :

- les polluants organiques persistants, des substances lipophiles et bioaccumulables, connus
pour leur activité endocrinienne et interdits depuis plusieurs décennies

- Les éthers de glycol, des substances hydrosolubles a courtes demi-vies, dont certains connus
pour leur reprotoxicité et par conséquent restreints d’utilisation, mais dont [|'activité

endocrinienne a été peu étudiée

Ce travail de these repose sur I'analyse des données recueillies au sein de deux cohortes mere-enfant
francaises (2002-2006). L’exposition prénatale aux polluants mentionnés ci-dessus sera étudiée en
association avec les concentrations d’hormones sexuelles mesurées dans le sang de cordon ombilical

et le risque de malformations congénitales de I'appareil génital du garcon.

Au cours de ce travail de thése, trois études ont été menées :

1. Impact de I'exposition prénatale aux polluants organiques persistants sur les concentrations

d’hormones sexuelles mesurées dans le sang de cordon ombilical

2. Impact de l'exposition prénatale aux éthers de glycol sur le risque de malformations

congénitales de I'appareil génital du garcon

3. Impact de I'exposition prénatale aux éthers de glycol sur les concentrations d’hormones

sexuelles mesurées dans le sang de cordon ombilical
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Population d’étude

2.1. POPULATION D’ETUDE

Cette these repose sur les données issues de deux cohortes de naissances francaises : la cohorte
PELAGIE (Perturbateurs Endocriniens : Etude Longitudinale sur les Anomalies de la Grossesse,
I'Infertilité et I’Enfance) et la cohorte EDEN (Etude des Déterminants pré- et post-natals du
développement de la santé de I'ENfant). Ces deux cohortes se ressemblent de par leur période
d’inclusion, la disponibilité d’échantillons biologiques au cours de la grossesse et le type
d’informations recueillies, mais difféerent quelque peu dans leur recrutement. Un tableau
récapitulatif des différences de protocole entre ces deux cohortes est présenté en Annexe 1 (Tableau

12).

2.1.1. La cohorte PELAGIE

Les femmes enceintes de la cohorte PELAGIE ont été recrutées entre avril 2002 et février 2006, par
les gynécologues, échographistes et sages-femmes de trois départements en Bretagne (llle-et-
Vilaine, Cotes d’Armor, Finistére). La participation de ces professionnels de santé s’est faite sur la
base du volontariat et on estime qgu’environ 20% des praticiens ont accepté de participer. L'étude
était proposée aux femmes enceintes lors de leur 1% visite médicale survenant au cours du premier
trimestre de grossesse. A cette occasion, les professionnels remettaient aux femmes ayant accepté
de participer, le questionnaire d’inclusion ainsi qu’un kit de prélevement d’urines. Ce questionnaire
était rempli par la patiente a son domicile puis envoyé par voie postale a I'équipe de recherches,
accompagné d’un échantillon d’urines (premiéres urines du matin, recueillies chez >95% des
femmes). Au cours de la période d’inclusion, 3592 femmes ont donné leur accord de participation.

Les femmes ayant retourné le questionnaire et le prélevement d’urines aprés 19 semaines

d’aménorrhée (SA) ont été exclues. Au final, la cohorte est constituée de 3421 femmes enceintes.

A I'accouchement, 3399 (99%) des femmes incluses en début de grossesse ont été vues en maternité.
Les informations concernant le déroulement de la grossesse et I'état de santé du nouveau-né ont été
collectées par les sages-femmes et le pédiatre qui ont examiné I'enfant avant sa sortie de la
maternité. Un échantillon de sang de cordon a été prélevé chez 2138 (62%) femmes et
immédiatement centrifugé a la maternité puis stocké a -20°C au laboratoire. D’autres prélévements

tels qu’un fragment de placenta et une meche de cheveux de la mére étaient également recueillis.

Par la suite, des suivis ont été mis en place aux 2 ans et aux 6 ans de I'enfant, principalement par
guestionnaires afin de recueillir diverses informations sur les habitudes de vie, le développement et
la santé de I'enfant. Un sous-groupe d’enfants a bénéficié d’un suivi plus poussé a 6 ans incluant des

tests neurocognitifs et des prélevements biologiques. Le suivi a 12 ans est actuellement en cours.
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2.1.2. La cohorte EDEN

Les femmes de la cohorte EDEN ont été incluses entre avril 2003 et mars 2006 dans deux Centres
Hospitaliers Universitaires que sont les CHU de Nancy et de Poitiers. L'étude a été proposée a
I’ensemble des femmes (hormis en cas de grossesse multiple, diabéte maternel préexistant, intention
de déménager dans les 3 ans et de non maitrise de la langue francaise) venant en consultation pour
le suivi de leur grossesse, avant 24 SA, dans I'un de ces deux CHU. Parmi les 3758 femmes éligibles,
2002 (53%) ont accepté de participer a I'étude et ont rempli un premier auto-questionnaire distribué
lors de cette visite. Les femmes étaient ensuite revues pour un examen spécifique entre 24 et 28 SA,
incluant entre autres un examen clinique, des questionnaires maternel et paternel et un prélevement

urinaire.

A I'accouchement, seules les femmes ayant donné naissance a un enfant vivant dans 'une des deux
maternités des CHU de Nancy et Poitiers ont finalement été incluses dans la cohorte, portant ainsi le
nombre final de couples mere-enfant a 1894 (95%). Un nouveau questionnaire était administré aux
femmes et les informations concernant le déroulement de la grossesse et I'état de santé du nouveau-
né ont été collectées par les sages-femmes et le pédiatre qui ont examiné I’enfant avant sa sortie de
la maternité. Des échantillons biologiques ont également été recueillis a la maternité (sang de

cordon, placenta, cheveux, lait, méconium).

Pour le suivi de ces enfants, plusieurs questionnaires ont été remplis par la mére a 4, 8 et 12 mois,
puis tous les ans jusqu’a 5 ans et enfin a 8 ans, afin de recueillir diverses informations sur les
habitudes de vie, le développement et la santé de I'enfant. Des examens cliniques de I'’enfant ont
également été réalisés a I'age de 1, 3 et 5 ans, incluant notamment des mesures anthropométriques,
un examen des organes génitaux du garcon (a 1 an) et des tests cognitifs et moteurs. Le suivi a 12 ans

est également en cours.
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2.2. MESURE DES EXPOSITIONS PRENATALES

2.2.1. Mesure de I’exposition aux PCB, pesticides organochlorés et PBDE

Les dosages de polluants organiques persistants ont été réalisés dans le sang de cordon ombilical
recueilli a 'accouchement chez un sous-groupe d’enfants de la cohorte PELAGIE. Les POP étant des
composés lipophiles et persistants, le sang est une matrice de choix pour évaluer |'exposition et le
sang de cordon ombilical I'est d’autant plus pour évaluer I'exposition du foetus et se restreindre ainsi

aux molécules qui traversent le placenta [388].

Le choix des polluants organiques persistants a mesurer s’est fait a partir des données de la
littérature. Les composés sélectionnés sont ceux suggérés comme possiblement toxiques pour la
reproduction et le développement de I'enfant, ayant des niveaux détectés dans la population
humaine, et/ou susceptibles de pouvoir étre retrouvés dans la région Bretagne (anciennement
utilisés, traces de contamination environnementale, etc...). La liste des composés recherchés est
présentée dans le Tableau 9, cependant, seuls les composés détectés dans au moins 5% des
échantillons analysés (molécules en gras) et la somme totale des PCB, seront retenus dans les

analyses qui vont suivre.

Tableau 9 : Liste des polluants organiques persistants recherchés dans les échantillons de sang de cordon ombilical

Familles de composés Molécules sélectionnées Limites de détection

Pesticides organochlorés alpha-hexachlorocyclohexane (a-HCH)
béta-hexachlorocyclohexane (B-HCH)
gamma-hexachlorocyclohexane (y-HCH ou Lindane)
hexachlorobenzéne (HCB)
heptachlor
heptachlor epoxide (HCE) 0.01-0.02 pg/!
aldrine
dieldrine
alpha-endosulfan
béta-endosulfan
p,p’-DDE, p,p’-DDT, o,p’-DDE, o,p’-DDT

Polychlorobiphényles (PCB) 74, 99, 101, 118, 138, 153, 170, 180, 183, 187, 194, 203 0.01-0.02 pg/I
Polybromodiphényléthers 0.01-0.02 pg/!
(PBDE) 28,47, 66, 99, 100, 153, 154, 183, 209 (sauf PBDE209 = 0.05
He/1)

Polybromobiphényle (PBB) 153 0.02 pg/l
Hexabromocyclododecane

HBCD 0.1 g/l
(HBCD)

En gras, les composés détectés dans plus de 5% des échantillons.
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Ces dosages de polluants organiques persistants ont été réalisés par le Centre de Toxicologie de
Québec (CTQ) de I'Institut National de Santé Publique de Québec. Le CTQ répond aux exigences

qualité de la norme ISO/CEI 17025 et participe a des programmes de comparaison inter-laboratoires.

A partir de 2ml de sérum, le CTQ a réalisé les dosages de ces composés simultanément par
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. Les concentrations sont rapportées
en masse volumique (pg/l) et les limites de détection variant entre 0.01 pg/l pour la plupart des
composés a 0.05 g/l pour le PBDE209. Le profil lipidique a également été mesuré par une méthode
enzymatique: les niveaux de cholestérol total (TC) et libre (FC), de triglycérides (TG) et de
phospholipides (PL) dosés ont permis de calculer le taux de lipides totaux via la formule suivante :

1.677 x (TC2 FC) + FC+ TG + PL [389] .

2.2.1. Mesure de I'exposition aux éthers de glycol

Les dosages de métabolites des éthers de glycol ont été réalisés a partir des urines maternelles
(1eres urines du matin) recueillies chez un sous-groupe de femmes des cohortes PELAGIE et EDEN.
Quelques différences dans le protocole de prélevement existent entre les deux cohortes. Pour les
femmes PELAGIE, le prélevement urinaire était effectué avant 19SA et renvoyé par voie postale a
I’équipe Inserm (un stabilisateur était utilisé pour éviter la dégradation des urines: acide
chlorhydrique ou nitrique). A réception, les échantillons étaient stockés a -20°C jusqu’a analyse. Pour
les femmes EDEN, le préléevement urinaire était réalisé entre 24 et 28 SA, puis apporté le jour méme

au laboratoire lors de I’'examen spécifique. Les prélévements étaient ensuite stockés a -80°C.

Les métabolites d’'EG ont été dosés par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS). La détection était faite en mode d’ionisation chimique négative
avec du méthane comme gaz réactant. L’acquisition était réalisée en mode full scan de 85 a 152 m/z.
Cette méthode permet le dosage de 8 acides alkoxycarboxiliques, métabolites urinaires des EG les
plus utilisés en France au moment du recrutement des femmes (Tableau 10) : [l'acide
méthoxyacétique (MAA), I'acide méthoxyéthoxyacétique (MEAA), I'acide éthoxyacétique (EAA),
I'acide éthoxy-éthoxyacétique (EEAA), I'acide 2-butoxyacétique (BAA), I'acide n-propoxyacétique
(PrAA), I'acide phénoxyacétique (PhAA) et I'acide 2-méthoxypropionique (2-MPA). Cette méthode
permet d’obtenir des coefficients de variation (CV) inférieurs a 10% a 0,10 mg/L [309]. La méthode
est linéaire (r?=0.99) entre 0,05 et 2,0 mg/L pour tous les acides alkoxycarboxyliques avec une limite

de détection (LD) égale a 0,05 mg/L.
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Tableau 10 : Principaux produits contenant des éthers de glycol en 2000-2006 en France et leurs métabolites associés.
Sources : Afsset 2008 [334]

Produits Ethers de glycol Métabolites
Peintures, encres et vernis PGME 2-MPA
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
TEGEE EEAA, EAA
EGnPE PAA
Cosmétiques EGPhE PhAA
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
Produits d’entretien DEGEE EEAA, EAA
DEGBE BEAA, BAA
EGBE BAA
PGME 2-MPA
DEGME MEAA, MAA
TEGME MEAA, MAA
TEGDME MAA
Biocides PGME 2-MPA
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA
Médicaments DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA

Les dosages de métabolite d’EG ont été réalisés par le laboratoire de toxicologie et de génopathie du
CHRU de Lille pour les échantillons de la cohorte PELAGIE, et par le LABOCEA a Ploufragan
(Laboratoire public, Conseil, Expertise et Analyse en Bretagne) pour les échantillons de la cohorte
EDEN. Une trentaine d’échantillons prélevés chez des femmes PELAGIE ont été envoyés pour dosages

a ces deux laboratoires afin d’en assurer la comparabilité.
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2.3. EVALUATION DES EVENEMENTS DE SANTE D’INTERET

2.3.1. Mesure des niveaux de stéroides dans le sang de cordon ombilical

Les dosages d’hormones stéroidiennes ont été réalisés dans le sang de cordon ombilical des enfants
inclus dans la cohorte PELAGIE. Deux stéroides ont été mesurés : la testostérone et I'cestradiol. Les
concentrations de SHBG et d’AMH ont également été mesurées (AMH chez les gargons seulement). A
partir de ces mesures, deux indices composites ont été calculés: la testostérone libre
(Testostérone/SHBG) qui représente la fraction active de la testostérone, et I'indice aromatase

(Testostérone/CEstradiol) qui traduit de I'activité de I'aromatase (cf section 1.1.2, page 19).

Deux séries de dosages ont été réalisées dont les méthodes analytiques utilisées pour mesurer les
stéroides different (Tableau 11). La 1% série de dosages, utilisée en association avec les niveaux de
POP, a été réalisée en 2009 par le Centre Hospitalier Universitaire de Rennes. Des méthodes radio
immunologiques ont été utilisées pour mesurer les niveaux de testostérone, cestradiol, SHBG et
AMH. La 2" série de dosages, utilisée en association avec les métabolites d’EG, a été réalisée en 2013
par I'Institut Mondor de Recherche Biomédicale. La testostérone et |'cestradiol ont été mesurées a
partir de méthodes de spectrométrie de masse (GC-MS). La SHBG et 'AMH étaient dosées par

méthodes radio immunologiques.

Tableau 11 : Méthodes analytiques utilisées pour mesurer les niveaux de stéroides ainsi que de SHBG et d’AMH dans le
sang de cordon.

1% série de dosage (POP) 2" série de dosage (EG)
Testostérone et cestradiol Spectrométrie de masse (GS-MS)
Radio immunologique (RIA)
SHBG et AMH Radio immunologique (RIA)

Comme mentionné précédemment (cf section 1.3.2.3, page 50), des études ont montré que
I'utilisation de méthodes radio immunologiques pour mesurer les stéroides dans le sang de cordon
n’était pas optimale, en particulier pour mesurer la testostérone [69]. Cette observation,

relativement récente, a été rapportée aprés la réalisation de notre 1°° série de dosages, c’est
pourquoi la méthode de choix qui est celle de la spectrométrie de masse n’a été employée que pour

la 2™ série.

Certains échantillons de sang de cordon étaient hémolysés et le degré d’hémolyse a été évalué

visuellement et retranscrit en 3 catégories : pas d’hémolyse, hémolyse moyenne, hémolyse élevée.
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2.3.2. Evaluation des malformations congénitales de I'appareil génital du
gargon

A la naissance, les enfants PELAGIE et EDEN étaient examinés par la sage-femme ou le pédiatre
avant leur sortie de la maternité. Au cours de cet examen, la présence de malformations
congénitales, et plus particulierement de malformations de I'appareil génital (hypospade et
cryptorchidie), a été évaluée. Pour la cohorte EDEN, il était demandé a I'évaluateur de préciser la

position du testicule et celle du méat urinaire.

Dans un premier temps, tous les cas de cryptorchidies et d’hypospades identifiés a la naissance ont
été retenus. La cryptorchidie est définie comme I'absence d’un ou des deux testicules en position
scrotale (que le testicule soit palpé ou non), et I'’hypospade est définie comme la position anormale

du méat urinaire (soit en position antérieure, moyenne ou postérieure ; cf Figure 8, page 54).

Dans un second temps, puisque I'on connait les difficultés quant au diagnostic des malformations
génitales a la naissance (en particulier la cryptorchidie), nous avons utilisé les données recueillies au
cours du suivi des enfants pour confirmer ou non ces malformations repérées a la naissance. Les
cryptorchidies confirmées concernaient les enfants ayant subi une opération chirurgicale ou pour
lesquels le ou les testicules n’étaient pas présents dans les bourses a 1 an. Les hypospades

confirmées concernent celles qui ont été confirmées lors d’un second examen ou ayant été opérées.

Les procédures de confirmation des cas étaient différentes entre les deux cohortes mais la période
de suivi couverte est comparable. Pour la cohorte EDEN, deux sources d’information ont été
utilisées : I'examen clinique de I'appareil génital a 1 an et les données recueillies par questionnaire a
4, 8, 12, et 24 mois qui portaient notamment sur les consultations et hospitalisations depuis la
naissance et la présence de malformation congénitale. Pour la cohorte PELAGIE, il n'y a pas eu
d’examen clinique a 1 an. De ce fait, les cas de malformations génitales ont été confirmés en
contactant I'ensemble des chirurgiens pédiatriques de la région Bretagne pour savoir s’ils avaient vu
en consultation (ou non) les enfants que nous avions identifiés a la naissance. Les comptes-rendus de
consultation ou de chirurgie nous ont ainsi été transmis. Comme pour la cohorte EDEN, les données
recueillies par questionnaire aux 2 ans de I'enfant ont également été utilisées comme source

d’informations complémentaires.

Bien que les procédures de suivi soient différentes entre les deux cohortes, les cas confirmés de
cryptorchidies concernent tous des enfants pour lesquels une descente spontanée du testicule n’a
ére

pas été observée au cours de la 1° année de vie et dont le diagnostic a été confirmé lors d’'un

second examen.
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2.4. ANALYSE STATISTIQUE

2.4.1. Sélection des groupes d’études

Pour une question de colt des dosages biologiques et de disponibilité des prélevements, il n’était
pas possible de réaliser des mesures de biomarqueurs d’exposition et d’effet dans I'ensemble des
échantillons collectés. De plus, cela permet de conserver une partie des échantillons pour de futurs
projets. Les analyses portant sur l'impact des expositions prénatales (polluants organiques
persistants et éthers de glycol) sur les niveaux d’hormones a la naissance ont été réalisées a partir de
deux sous-groupes de femmes incluses dans la cohorte PELAGIE. L'étude du risque de malformation
congénitale de I'appareil génitale du gargcon en association avec I'exposition prénatale aux EG a été

réalisée a partir d’un design d’étude cas-témoin nichée dans les cohortes EDEN et PELAGIE.
» POP et hormones sexuelles

Un premier sous-groupe de 601 (18%) femmes sélectionnées aléatoirement parmi les 3322
naissances vivantes et uniques de la cohorte PELAGIE a été constitué. Parmi ces 601 femmes, 394
(66%) prélevements de sang cordon ombilical étaient disponibles et ont été utilisés pour mesurer les
concentrations de POP. Un deuxieme échantillon de sang de cordon ombilical était ensuite
nécessaire pour réaliser les mesures de concentrations d’hormones. Ainsi, la population finale
d’étude permettant d’évaluer les associations entre les niveaux d’exposition aux POP et les
concentrations d’hormones dans le sang de cordon est composée de 282 enfants, soit 47% des

enfants inclus dans ce sous-groupe.
» EG et hormones sexuelles.

Un second sous-groupe de 609 (18%) femmes sélectionnées aléatoirement parmi les 3421 femmes
incluses dans la cohorte PELAGIE a été constitué. Parmi ces 609 femmes, toutes bénéficiaient d’un
échantillon urinaire dans lequel les niveaux d’éthers de glycol ont été mesurés. Cependant, seules
361 (59%) échantillons de sang de cordon ombilical étaient disponibles pour y mesurer les
concentrations d’hormones. Ainsi, aprés exclusion de 11 enfants (pour causes de grossesse multiple,
malformation majeure ou age gestationnel <35 SA), la population d’étude permettant d’évaluer les
associations entre les niveaux d’exposition aux EG et les concentrations d’hormones dans le sang de

cordon est composée de 350 enfants, soit 57% des enfants inclus dans ce sous-groupe.
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» EG et malformations de "appareil génital du gargon

Un design d’étude cas-témoin nichée dans les cohortes EDEN et PELAGIE a été mis en place pour
I’étude du risque de malformation congénitale de I'appareil génital du garcon en association avec
I’exposition prénatale aux EG. Chaque cas a été apparié a trois témoins selon la région d’inclusion
(Bretagne, Poitiers, Nancy) et I’age gestationnel au moment du prélévement urinaire. La population

d’étude inclut 70 cas et 209 témoins.

Une premiére analyse portant sur I'exposition aux éthers de glycol pendant la grossesse et le risque
de malformations congénitales a déja été publiée a partir des données de la cohorte PELAGIE [207].
Cette étude suggérait une augmentation du risque de malformations de I'appareil génital du garcon
en association avec certains métabolites d’'EG. Cependant, cette étude était limitée par son effectif
ne permettant pas ainsi d’évaluer les associations avec I'ensemble des métabolites d’EG mesurées
(probleme de convergence statistique) ni méme d’étudier le risque d’hypospades et de
cryptorchidies pris indépendamment. De ce fait, afin d’augmenter la puissance statistique, nous
avons choisi de combiner les données des cohortes PELAGIE et EDEN, comme cela a déja été fait

auparavant [390].

2.4.2. Traitement des données de biomarqueurs d’exposition

Les données de biomarqueurs d’exposition sont des variables quantitatives particulieres puisque
dans certains cas, on ne connait pas la concentration exacte du polluant mesuré mais on sait
simplement qu’elle ne dépasse pas la limite de détection (LD) inhérente a la méthode analytique
employée. Or, plus le pourcentage de données <LD augmente et plus il sera difficile de traiter
I'information sous sa forme continue. Ainsi, lorsque le pourcentage de donnée <LD était inférieur a
60%, une méthode d’imputation aléatoire reposant sur le maximum de vraisemblance a été utilisée.
Cette méthode consiste a estimer les paramétres de la distribution attendue a partir de la
distribution observée (%<LD + distribution des données >LD) puis, d’'imputer une valeur, tirée
aléatoirement dans la distribution attendue (et <LD), a chaque individu ayant une données <LD.
Lorsque le pourcentage de données <LD était trop important, I'exposition a été catégorisée (<LD vs

>LD ; <LD vs <médiane des valeurs détectées vs > médiane des valeurs détectées).
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2.4.3. Modélisation multivariée

Des modeles de régressions linéaires multivariés ont été utilisés pour étudier les associations entre
les expositions d’intérét et les concentrations d’hormones sexuelles mesurées dans le sang de cordon
ombilical (variables continues). Des transformations de variables ont été appliquées pour normaliser
les distributions des concentrations d’hormones. De par les différences existantes dans le
développement du systéeme reproducteur et les fonctions endocriniennes entre les sexes masculin et
féminin, I'ensemble des analyses statistiques portant sur les niveaux d’hormones sexuelles dans le
sang de cordon ombilical ont été stratifiées sur le sexe de I'enfant. Il est de plus suggéré que le
placenta s’adapterait de maniére différente a une modification de I’environnement maternel selon le
sexe du feetus ce qui justifie d’autant plus cette stratification [391]. Cependant, I'effet des polluants
sur les niveaux d’hormones sexuelles peut également s’avérer identique dans les deux sexes, c’est
pourquoi des analyses conjointes sont également réalisées, ce qui permet d’augmenter la puissance

statistique de I'association testée.

Le risque de malformations de I'appareil génital du garcon en association avec I'exposition aux EG a
été étudié a partir de modeéles de régression logistique conditionnelle afin de tenir compte de
|"appariement entre les cas et les témoins. Une pénalisation de Firth a été appliquée a ces modeéles
de régression logistique afin de réduire le biais inhérent aux petits échantillons (small- and sparse-
data bias) [392]. Les analyses ont dans un premier temps été réalisées a partir de I'ensemble des cas
de malformation congénitale de I'appareil génital du gargon identifié a la naissance puis, restreint

aux cas confirmés lors du suivi postnatal.

Les stratégies d’ajustement propres a chacune des études sont détaillées dans les articles ci-aprés.

2.4.4. Evaluation de la forme de la relation

Comme évoqué précédemment, la relation observée entre I'exposition aux perturbateurs
endocriniens et |'effet étudié peut étre non-linéaire et non-monotone (cf section 1.2.5.3, page 45).
Hors, les modeles de régression classiques supposent I'hypothése de linéarité du risque lorsque
I’exposition est introduite dans le modele sous forme continue. Les expositions ont donc été
systématiquement catégorisées pour permettre une évaluation de la forme de la relation a travers
des terciles ou quartiles d’exposition. En complément, lorsque le pourcentage de détection était
suffisant pour traiter les données d’exposition en continu, une visualisation de la forme de la relation
a été obtenue a I'aide de splines. Un test de non-linéarité et un test d’association globale ont été
réalisés. Lorsque la linéarité était respectée, un modele de régression classique dans lequel la

variable d’exposition était traitée sous sa forme continue a été réalisé.
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2.4.5. Comparaisons multiples

Au vu du nombre de polluants chimiques étudiés, la problématique de la multiplicité des tests
statistiques peut se poser. Brievement, un test statistique repose sur deux types d’erreur : I'erreur de
1% espéce (risque a) qui consiste a fixer la probabilité de conclure a tort & une association et I'erreur
de 2 espece (risque B) qui consiste a fixer la probabilité de conclure a tort a une absence
d’association. Lorsque plusieurs tests statistiques sont réalisés en association avec un méme

ere

évenement, le risque global d’erreur de 1°° espéce, et donc de conclure a tort a une association,
augmente. Pour contrdler cette augmentation du risque a, des méthodes existent pour corriger le
seuil de significativité du test (la p-value) telles que la correction de Bonferroni ou le calcul du False
Discovery Rate (FDR). Cependant, la correction du risque o entraine inéluctablement une

nde

augmentation du risque de 2™ espéece et donc une diminution de la puissance statistique (1-B). Pour
plusieurs raisons, nous avons fait le choix de préserver la puissance statistique au détriment de
'augmentation du risque a. Premiérement, parce que nos études ont été réalisées a titre
exploratoire et non confirmatoire mais également du fait du non-respect de ['hypothése
d’indépendance entre les tests (fortes corrélations entre les expositions testées, stratification des
analyses selon le sexe) sur laquelle repose les méthodes de correction de la p-value, et de la subtilité
des effets attendus [393—395]. Comme il est recommandé, la stratégie d’analyse statistique a été

définie a priori, les décisions prises sont systématiquement justifiées et I'ensemble des résultats sont

rapportés (pas de data-fishing) [393,395].
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Article 1 : POP et hormones sexuelles

3.1. ARTICLE 1: EXPOSITIONS PRENATALES AUX POLLUANTS ORGANIQUES
PERSISTANTS ET NIVEAUX D’'HORMONES SEXUELLES DANS LE SANG DE
CORDON OMBILICAL

3.1.1. Résumé en francais

Introduction

Plusieurs polluants organiques persistants sont des perturbateurs endocriniens connus chez I’animal,
capables de modifier la synthése ou le métabolisme des hormones stéroidiennes et d’interférer avec
leurs récepteurs. Diverses études épidémiologiques ont rapporté des anomalies de la reproduction
en association avec I'exposition aux POP et suggerent I'implication de mécanismes de perturbation
endocrinienne. Les stéroides sexuels sont impliqués dans la différenciation sexuelle du foetus et une
modification de I'équilibre hormonal pendant la grossesse pourrait avoir des conséquences sur la

santé reproductive a I’age adulte.

Obijectif

Cette étude a pour objectif d’évaluer les variations des concentrations d’hormones sexuelles a la

naissance en association avec |’exposition prénatale a divers POP mesurée a partir de biomarqueurs.
Méthodes

La population d’étude comprend 282 nouveau-nés inclus dans la cohorte PELAGIE. Les
concentrations d’hormones sexuelles incluant la testostérone (T), I'cestradiol (E2), ’hormone anti-
Millerian (AMH) et la sex hormone binding globulin (SHBG) ont été mesurées par radio-immunologie
dans le sang de cordon ombilical et la fraction de testostérone libre (fT=T/SHBG) et I'index aromatase
(AI=T/E2) ont été calculés. Les niveaux de POP suivants ont également été mesurés dans le sang de
cordon ombilical : a-endosulfan, B-hexachlorocyclohexane (B-HCH), y-HCH, dieldrine, pp'-
dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p’-DDE), hexachlorobenzene (HCB), heptachlor époxyde (HCE),
ainsi que des PCBs (congénéres 153, 187 et la somme des PCB anti-cestrogéniques PCB 118, 138, et
170) et un polybromodiphényléther (PBDE209). Les associations entre les niveaux de POP, traités en
catégories, et les concentrations d’hormones ont été évaluées a partir de régressions linéaires

multivariées. Ces analyses ont été stratifiées sur le sexe de I'enfant.
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Résultats

L’augmentation des niveaux d’exposition aux PCB et a I'HCB est associée a une augmentation des
concentrations de SHBG et une diminution de la fT. L’exposition aux PCB est également associée a
une augmentation de I'’AMH et une diminution de I'Al. La détection d’HCE est associée a une
augmentation de la SHBG et une diminution de la fT chez les garcons et a une augmentation de I'E2
et une diminution de I'Al chez les filles. La détection d’ a-endosulfan est également associée a une
augmentation de la SHBG et de I'E2 et une diminution de I’Al. La détection de PBDE 209 est associée

a une diminution de la T. Ces associations sont robustes d’aprées les analyses de sensibilité réalisées.
Conclusion

Ces résultats suggérent que l'exposition a des substances, connues pour interférer avec les
récepteurs des stéroides tels les POP, peut se traduire par une modification de I'équilibre hormonal a
la naissance. L'impact de I'exposition prénatale aux POP et des modifications d’hormones observées,

sur le développement des fonctions reproductives, devra étre confirmé.
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3.1.2. Exposure of pregnant women to persistent organic pollutants and cord
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Abstract

Study question: Is prenatal exposure to persistent organic pollutants (POPs) associated with
variations of sex hormone levels in cord blood?

Summary answer: Prenatal exposure to a number of POPs is associated with a disruption of hormone
levels in cord blood, with sex specificities.

What is known already: Epidemiological studies have reported disorders of reproductive health, in
relation with POPs exposure during early life and the endocrine disruption properties of these
chemicals have been suggested as possible mechanisms.

Study design, size, duration: A subset of 282 mother-child pairs was selected from the prospective
population-based PELAGIE birth cohort (n=3421, 2002-2006, Brittany, France). Pregnant women
were recruited before 19 weeks of gestation and followed until delivery.

Participants/materials, setting, methods: Sex hormone levels including sex hormone-binding
globulin (SHBG), estradiol (E2), total testosterone (T), free testosterone (fT=T/SHBG) and the
aromatase index (AI=T/E2) were measured in 282 cord blood samples Anti-Millerian hormone
(AMH) was measured in male newborns only. Pesticide concentrations of a-endosulfan, beta-
hexachlorocyclohexane (B-HCH), gamma-HCH, dieldrin, pp’-dichlorodiphenyldichloroethylene (p,p’-
DDE), hexachlorobenzene (HCB), heptachlor epoxide (HCE), as well as PCBs (congeners 153, 187 and
the sum of anti-estrogenic PCBs 118, 138, and 170) and decabrominated diphenyl ether (BDE209)
were also measured in cord blood. Associations between sex hormones and POPs exposure were
explored using multiple linear regressions adjusted for potential confounders.

Main results and the role of chance: High PCB levels were associated with an increase of SHBG (p-
trend<0.01 up to 0.002) and AMH (p-trend up to< 0.053) and a decrease of fT (p-trend< up to 0.052)
and Al (p-trend up to <0.0102). High pesticide levels, particularly a-endosulfan and HCE, were
associated with an increase of SHBG (p-trend up to< 0.053) and E2 (p-trend< up to 0.0105) and a
decrease of fT (p-trend< up to 0.054) and Al (p<-trend up to 0.0102). Several of these associations
were stronger, or specific, among male or female newborns. The associations were not altered in the
sensitivity analyses.

Limitations, reasons for caution: The study population was of relatively small sample size, and some
compounds rarely detected in cord blood. The high level of correlation between POPs makes it
difficult to identify the most contributing POPs. Hormone measurements were performed at birth (in
cord blood) and may not adequately represent the infant endocrine system. Multiple statistical
testing may have led to false-positive associations.

Wider implications of the findings: Our results are in discordance with those reported in the only

published study of the kind but in accordance with studies about prenatal exposure to other
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endocrine disruptors such as phthalates. These findings may help understanding the pathways
involved in adverse reproductive outcomes associated with POPs exposure.

Study funding/competing interest(s): The PELAGIE cohort is funded by Inserm, French Ministry of
Health, French Ministry of Labor, InVS, ANR, ANSES, and French Ministry of Ecology. None of the

authors has any competing interest to declare.

Keywords: Steroids; Hormones; Polychlorinated biphenyls; Organochlorine compounds; Newborns;

Cohort studies; Endocrine disruptors
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Introduction

Persistent organic pollutants (POPs), such as organochlorine pesticides, polychlorinated biphenyls
(PCBs) and polybrominated diphenyl ethers (PBDE), are widespread and known endocrine disruptors
(EDs). They are suspected to cause steroid-mediated health effects, and exposure during the period
of intrauterine development is suspected to cause irreversible effects by influencing the functions of
the endocrine and other physiological systems later in life (Grandjean et al., 2008; WHO and UNEP,
2012).

ED chemicals can interfere with endocrine systems by different mechanisms of action. They can act
directly, by mimicking (agonist) or blocking (antagonist) the action of natural hormones by binding to
their natural receptors, or indirectly by altering hormone production, transport or regulation. In the
case of steroid hormones, this indirect action can appear via a protein involved in hormone
production (e.g., aromatase, which synthetizes converts testosterone [T] in estradiol [E2]), via a
carrier protein (e.g., sex-hormone-binding-globulin [SHBG], which has a high affinity for T and E2

transportation) or by affecting feedback regulations.

Actually, the estrogenic activity of organochlorine pesticides (e.g., dichlorodiphenyldichloroethylene
[DDE], endosulfan) has been experimentally observed for quite some time (Kupfer, 1975), and it has
been confirmed in vitro in human estrogen sensitive cells (Soto et al., 1994). This activity has been
shown to have a direct impact on the enzymes (aromatase) involved in steroidogenesis (Letcher et
al., 1999; Wajtowicz et al., 2007). According to their structure, a weak estrogenic or anti-estrogenic
activity has also been demonstrated for PCBs (especially Arochlor mixtures) both in vivo, with a
uterotrophic assay in rats, and in vitro (Jansen et al., 1993; Wolff et al., 1997). Hypotheses of the
mechanisms behind these effects potentially include estrogen receptor binding to hydroxylated
metabolites, impact on aromatase activity (Woodhouse and Cooke, 2004) and, more recently, down-
regulation of a WNT gene involved in the development of the female reproductive tract and
subsequent adult function (Ma and Sassoon, 2006). PBDEs can also act on endocrine functions with
anti-androgenic properties, as was recently shown in some (Stoker et al., 2005; Lilienthal et al., 2006)
but not all studies (He et al., 2008). This suggests congener-dependent effects of these compounds.
Therefore, it is difficult to predict whether a compound or a mixture of compounds may or may not

induce an adverse health effect.

Several animal studies have suggested that exposure to PCBs and DDE might induce adverse
reproductive health outcomes that appear at all stages of life, including the modification of sex

hormone levels or reproductive organs, early/late puberty onset, reduced fertility capacities or
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hormone-related cancers (breast, prostate) (WHO and UNEP, 2012). In humans, exposure to POPs
(especially PCBs, organochlorine pesticides, dioxins and furans) has been associated with markers of
reproductive functions such as genital malformations (McGlynn et al., 2009), puberty onset (Toppari
and Juul, 2010), fecundability (Chevrier et al., 2013), semen quality or adult sex hormone levels
(Meeker and Hauser, 2010), but evidence is still inconclusive. Most of these studies did not assess

exposure during the critical windows of the developing systems (i.e., fetal and infant periods).

The modification of hormone levels at birth can reflect an alteration of the intrauterine development

and be predictive of future pathologies (Barker et al., 1993).

To our knowledge, only one study has investigated the sex-steroid hormone levels of newborns with
regard to prenatal POP exposures (Cao et al., 2008). More recently, associations between prenatal
exposure to PCB and sex hormone levels among 14-year-old boys in the Faroe cohort were reported

(Grandjean et al., 2012).

During gestation, the placenta is a major endocrine organ, but it is not fully functional in regards to
the mechanisms of steroidogenesis because it is devoid of the enzymatic complex necessary for the
conversion of pregnenolone to androgens (which are themselves substrates for the synthesis of
estrogens). Therefore, this step is performed by the fetal and maternal adrenal glands, and there is
perfect cooperation between the placenta and the fetus leading to the concept of the fetoplacental

unit.

The aim of this exploratory study was to investigate the possible effects of prenatal exposure to
various POPs on cord blood levels of sex hormones, which represent the fetoplacental unit, among a

French mother-child cohort (PELAGIE).

Materials and methods

Study population

The study population came from the PELAGIE mother-child cohort, which enrolled 3,421 pregnant
women (participation rate of 80%), at 19th weeks or less of gestation, living in Brittany (France)
between 2002 and 2006 (for more details, see (Chevrier et al., 2013)). The women completed a
guestionnaire at home, and medical data were obtained by midwives and pediatricians for 99% of
the women. At the time of delivery, cord blood samples were collected from 2138 (62%) women and

were immediately centrifuged at the maternity hospital and stored at -20 °C in our lab.
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A random sample of 601 births (18%) was obtained from the liveborn singleton cohort (n=3322) to
perform chemical measurements. Among these newborns, cord blood samples were available for
396 (66%) newborns, but only 282 (47%) samples had sufficient serum volumes to perform both

exposure and outcome assessments (see Supplementary Figure I).
Ethical approval

All participants provided informed written consent and the appropriate ethics committees approved
the study (Ethical board for human participation in research study on health, CCTIRS and the National

commission on informatics and liberty, CNIL).
Chemical analyses of persistent organic pollutants in the cord blood serum

The levels of POPs were determined from the cord blood samples of the subcohort of participants at
the Centre de Toxicologie de Québec of the National Institute of Public Health of Québec. Details
about the 36 compounds measured and the GC/MS methods used (2 ml serum samples) were

described elsewhere (Chevrier et al., 2013) and in the Supplementary Section I.

Only compounds detected in more than 5% of the samples were retained for the present study. They
included 9 PCBs (congeners 118, 138, 153, 170, 180, 183, 187, 194 and 203), 7 organochlorine
pesticides (p,p’-DDE, beta-hexachlorocyclohexane [BHCH], dieldrin, gamma-hexachlorocyclohexane
[yHCH], hexachlorobenzene [HCB], heptachlor epoxide [HCE], and alpha-endosulfan) and 1 PBDE
(congener 209). Because PCBs are highly correlated (see Supplementary Table 1), we chose to study
the congener 153 as a marker of the total exposure to PCBs, the congener 187, which is suspected to
have estrogenic activity, and the sum of congeners 118, 138 and 170, which are suspected to have

anti-estrogenic activities (Wolff et al., 1997).

The concentrations are reported as wet weight (units of micrograms per liter), and the limits of
detection ranged from 0.01 pg/L for the majority of the compounds to 0.05 ug/L for PBDE209. The
total cholesterol (TC), free cholesterol (FC), triglyceride (TG), and phospholipid (PL) levels were also
measured in these samples by an enzymatic method (in g/L), which allowed us to calculate the total

lipid level as 1.677*(TC-FC)+FC+TG+PL (Patterson et al., 1991).
Hormone level assessments in the cord blood serum

Assays were performed in the cord blood at the Hormonal Laboratory of the Hospital of Rennes
(France). E2 and T levels were determined by chemiluminescent assays on the automated ADVIA-
Centaur XP (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown NY, USA). SHBG and AMH were measured

using the IRMA or ELISA kits from Beckman-Coulter, Villepinte, France. The intra- and inter-assay
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coefficients of variation were <8% and <9%, <6% and <9%, <6.1% and <8%, and <12.3% and <14.2%
for E2, T, SHBG and AMH, respectively. Hemolysis was present in several samples, and the degree of

hemolysis was ranked by visual inspection according to three levels (none, moderate, or high).

In addition, we calculated the free testosterone index [fT=(T*100)/SHBG] and the aromatase index

(AI=T/E2).
Statistical analysis

To evaluate possible nonlinear relations, we categorized exposure according to the frequency of
detection: Pollutants that were detected in less than 50% of the samples were categorized into 2
classes, detected and undetected. Pollutants that were detected in 50 to 75% of the samples were
categorized into 3 classes; either into terciles or in whichso that the 1st class was undetetected
(<LOD) and the 2nd and 3rd classes less than or greater than the median concentration of the
samples where the pollutant was detected — except for heptachlor epoxide which was detected in
51% of samples and was categorized into 2 classes, (i.e., detected and /undetected). Finally,
pollutants that were detected in more than 75% of the samples were categorized into 4 classes (i.e.,

in quartiles).

To reach normality of the hormone level distributions, some variable transformations were used (log
transformation for E2, SHBG and fT; inverse transformation for T), and some outliers, defined as +/- 4

sd, were excluded (n=2 for E2, n=5 for SHBG, n=6 for T, n=4 for Al, and n=3 for fT).

The associations between each hormone and each pollutant were estimated using multivariate linear
regressions. Tests for linear trends were performed in which each categorized exposure of interest
was entered as an ordinal variable. Estimate coefficients and 95% confidence intervals are presented

in figures (see Supplementary tables Il and Il for detailed results).

All the models were a priori adjusted for gestational age at birth (continuous), maternal age
(continuous), parity (nulliparous; primiparous) and total lipids (continuous). We also adjusted for
maternal pre-pregnancy body mass index (BMI; <25 vs 225 kg/m?) when studying SHBG and fT. In
addition, we explored whether hormone levels were impacted by sample characteristics (i.e., storage
duration and hemolysis level), and we therefore adjusted all the models for hemolysis levels (none;
moderate; high). Interactions with newborn sex were tested, and stratified analyses were
systematically performed. Missing values of covariates were replaced by the mode (n=3 for BMI) or
the median (n=6 for total lipids). The statistical analyses were performed using SAS software

(SAS/STAT version 9.3; SAS Institute Inc., Cary, NC).
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Due to the semi-exploratory goal of our study (no evident expected results but statistical strategy
guided by biological considerations), we did not proposed p-value corrections and accepted the
possibility of false discoveries. All statistical tests were pre-specified in advance (not post-hoc) and all
results were reported as recommended (Rothman, 1990; Bender and Lange, 2001; Goeman and

Solari, 2011).
Sensitivity analyses

Three sets of sensitivity analyses were performed. The first excluded 12 women with diseases during
pregnancy (i.e., gestational diabetes or high blood pressure). The second used the full-adjusted
models including, in addition to those mentioned above, the following covariates: smoking status
during pregnancy (no; yes), birth weight (continuous), maternal educational level (< post-secondary;
> post-secondary), maternal pre-pregnancy body mass index (<25; >25 kg/m?), gestational diabetes
(no; yes) and high blood pressure (no; yes). The missing values were replaced by the mode (n=4 for

smoking status, n=3 for diabetes and n=1 for high blood pressure).

The last set of sensitivity analyses was a multi-pollutant approach. POPs, which were associated with
at least one hormone in the single-pollutant approach, were introduced simultaneously in the model.
We chose not to include highly correlated pollutants (rho[Spearman]>0.70), assuming that linear

models cannot disentangle associations in highly correlated data.

Results

Description of the study population

Table | shows the main characteristics of the pregnant women and their newborns. We can notice a
highly educated population with a low prevalence of risk factors for adverse pregnancy outcomes
(e.g., tobacco, obesity, pathologies of pregnancy). Most of the newborns were born at term, with a

mean birth weight of 3379 g (SD=+ 470 g).

Characteristics associated with hormone levels

We observed significant variations in hormone levels associated with some maternal and newborn
characteristics (data not shown): maternal age and parity were negatively correlated with E2 and
SHBG and positively correlated with Al. Gestational age was negatively correlated with T, fT and
SHBG, and BMI was associated with a decrease in SHBG and an increase in fT. There was no

difference in hormone levels by newborn sex.
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Table I. Maternal and newborn characteristics (N=282)

N (%) or
median (Q1; Q3)

Maternal characteristics

Maternal age (years)

<25 33 (11.7)
25-30 116 (41.1)
30-35 101 (35.8)
>35 32 (11.4)
Continuous 29.8 (27.2; 32.5)
Education level

Primary/secondary 48 (17.0)
Passed baccalaureate examination 49 (17.4)
Post-secondary 185 (65.6)
Maternal pre-pregnancy body mass index (kg/m2) ®

<185 25 (9.0)
18.5-25 216 (77.4)
>25 38 (13.6)
Continuous 21.5(19.9; 23.4)
Smoking status

Non smoker 202 (72.7)
Stopped smoking at the beginning of the pregnancy 34 (12.2)
Smoker at inclusion 42 (15.1)
Alcohol consumption #

Never 236 (85.5)
Occasionally 36 (13.0)
Regularly (once a day) 4 (1.5)
Parity

0 122 (43.3)
1 105 (37.2)
>2 55 (19.5)
Gestational high blood pressure *

No 266 (94.7)
Yes 15 (5.3)
Gestational diabetes *

No 267 (95.7)
Yes 12 (4.3)
Newborn characteristics

Sex

Boy 141 (50.0)
Girl 141 (50.0)
Gestational age (week) 40 (39; 40)

Birth weight (g)

Z-score of birth weight

Testosterone (ug/l)

Sex hormone binding globulin (nmol/I)
Free Testosterone

Anti-Millerian hormone (pg/l)
Estradiol (ug/l)

Aromatase Index

3,395 (3,100; 3,680)

0.15 (-0.53; 0.77)
1.99 (1.69; 2.53)
33.6 (26.7; 40.8)
21.7 (16.3; 31.6)
34.7 (23.9; 43.2)
6.14 (4.74; 11.63)
0.33 (0.24; 0.41)

# Missing data on body mass index (n=3), smoking status (n=4), alcohol

consumption (n=6), high blood pressure (n=1) and diabetes (n=3).
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Description of POPs exposure

PCB153, PCB187, the sum of the anti-estrogenic PCBs, B-HCH, p,p’-DDE, and HCE were detected in
most of the cord blood samples (75—100%) (see Table Il). The highest median concentrations were
observed for p,p’-DDE (0.19 pg/L) and PCB153 (0.11 pg/L). Several POP levels were highly correlated
(rho[Spearman]>0.7) (see Supplementary Table I). The main characteristics associated with higher
POP levels were older maternal age and an earlier year of inclusion. Higher levels of PCB were also
observed among women with lower BMI and higher education level, whereas higher levels of
organochlorine pesticides were observed among women with higher maternal BMI and nulliparous

women.

Table I1. Persistent organic pollutants levels measured in cord blood samples (N=282).

Cord blood concentration Lipid-Adjusted concentration
(ug/L) (ng/g lipid)”
Cord blood biomarkers | LOD N (%) > Median  p75 p90 Max | Median  p75 p90 Max
LOD
PCB 153 0.01 282(100.0) 0.110 0.150 0.210 0.730 28.06 4484  70.00 331.82
PCB 187 0.01 206(73.1) 0.013 0.019 0.026 0.200 3.02 492 8.97 90.91
Sum of PCB° 0.01 282(100.0) | 0.115 0.164 0.214 0.825 3042 49.86 76.80 375.00
p-p’-DDE 0.02 229(81.2) 0.185 0300 0.480 12.000 | 44.41 83.23 155.56 1137.93
Beta HCH 0.01 279(98.9 0.041 0.062 0.088 0.260 11.27 1794 30.00 108.33

)
Hexachlorobenzene 0.02 219(77.7) 0.033 0051 0.067 0.200 8.14 15.00 23.68 83.33
Heptachlor epoxide 0.01 142(50.5) 0.010 0.010 0.020 0.040 333 4.76 7.41 12.50

Dieldrin 0.01 45 (16.0) <LOD <LOD 0.022 0.081 <LOD <LOD 5.88 44.12
Gamma HCH 0.01 33(11.7) <lOD <LOD 0.011 0.140 <LOD <LOD 5.65 17.95
Alpha endosulfan 0.01 16 (5.7) <LOD <LOD <LOD 0.046 <LOD <LOD <LOD 21.90
PBDE 209 0.05 84(32.3) <lOD 0.075 0.200 1.200 <lOD 1731 56.14 537.50

HCH, hexachlorocyclohexane; LOD, limit of detection; PBDE 209, polybrominated diphenyl ether; PCB,
polychlorinated biphenyl; p-p’-DDE, p-p’-dichlorodiphenyldichloroethylene

® 1 missing concentration for heptachlor epoxide, 1 for dieldrin, gamma HCH and alpha endosulfan, 22 for
PBDE209 and 6 for total lipids level

® Sum of congeners 118, 138, 170. Concentrations below the LOD for PCB118 (n=6) and PCB170 (n=14) were
replaced by LOD/2

POPs exposure and T, SHBG, fT, and AMH

Figure | shows the associations between POP exposures and T, SHBG, fT and AMH for male and
female newborns combined and separately (except for AMH, which was only measured in males).
The most common association observed was the significant increase in SHBG levels with several
POPs, the strongest being for PCBs, followed by HCB, HCE and a-endosulfan. In parallel, we observed
a significant decrease in fT levels with exposure to PCBs and HCB but not to HCE or a-endosulfan. We
also found an increase in AMH levels with exposure to PCB187 and the sum of the anti-estrogenic

PCBs among boys. No significant association was found for T levels.
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Figure I. Estimate coefficient and 95% confidence interval between prenatal exposures to persistent organic
pollutants (in pg/l) and Testosterone (T), SHBG, free Testosterone (fT), and AMH. Adjusted for gestational age
(continuous), maternal age (continuous), total lipid level (continuous), parity (2 categories), and hemolysis level (3
categories). Additionally adjusted for body mass index (2 categories) for SHBG and fT. Both sexes in black (n=282),
boys in blue (n=141), and girls in pink (n=141). Levels of exposure were categorized according to the frequency of
detection: in quartiles (>75% detected), in terciles (50-75% detected) or detected/undetected (<50% detected). DDE,
dichlorodiphenyldichloroethylene; HCB, hexachlorobenzene; HCE, heptachlor epoxide; HCH, hexachlorocyclohexane;
PBDE, polybrominated diphenyl ether ; PCB, polychlorinated biphenyl; *p-trend < 0.05, **p-trend < 0.01
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When we examined the associations by newborn sex, we primarily observed similar associations in
both sexes, but we also observed some specificities. The increase in SHBG and the decrease in fT
associated with exposure to HCE were specific to male newborns, whereas the increase in SHBG
associated with exposure to PCB187 was specific to female newborns (see Figure 1). Among boys, we
can additionally mention a significant decrease in T with exposure to PBDE209 (see Figure |; inverse

transformation of T leads to inverse interpretation).

POPs exposure and E2, and Al

Figure Il shows the associations between POP exposures and E2 and Al levels for male and female
newborns combined. We observed a significant increase in E2 with exposure to a-endosulfan and
HCE but not with exposure to PCBs, even if a slight increase in E2 could be suggested for the highest
categories of exposure. When we explored the associations with Al levels, significant decreases were

observed for PCBs, HCE and a-endosulfan.

From the analysis stratified by newborn sex, we can note that the increases in E2 observed with
exposure to HCE and a-endosulfan and the decrease in Al with exposure to HCE were specific to

female newborns (see Figure ).

Sensitivity analyses

The first two sets of sensitivity analyses only marginally modified the results with a slight decrease in
statistical power but no variation in the estimates (data not shown). When we excluded women with
diabetes or high blood pressure, we additionally observed a significant increase in AMH with
exposure to p,p’-DDE (data not shown). Finally, additional models that included PCB153, HCE, a-
endosulfan and PBDE209 were tested simultaneously. Conclusions were similar to those from the
single-pollutant approach except for the association between PCB153 and Al which was no longer
significant (see Supplementary Tables IV and V). We chose not to include HCB in the model due to
the high level of correlation with PCBs (see Supplementary Table I) but if we replace PCB153 by HCB,
associations between HCB and hormone levels were somewhat weaker to those observed in the

single-pollutant approach (data not shown).
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Figure Il. Estimate coefficient and 95% confidence interval between prenatal exposures to persistent
organic pollutants (in pug/l) and Estradiol (E2) and Aromatase Index (Al). Adjusted for gestational age
(continuous), maternal age (continuous), total lipid level (continuous), parity (2 categories), and hemolysis
level (3 categories). Both sexes in black (n=282), boys in blue (n=141), and girls in pink (n=141). Levels of
exposure were categorized according to the frequency of detection: in quartiles (>75% detected), in terciles
(50-75% detected) or detected/undetected (<50% detected). DDE, dichlorodiphenyldichloroethylene; HCB,
hexachlorobenzene; HCE, heptachlor epoxide; HCH, hexachlorocyclohexane; PBDE, polybrominated
diphenyl ether ; PCB, polychlorinated biphenyl; *p-trend < 0.05, **p-trend < 0.01.

Discussion

The most consistent findings observed were that higher prenatal exposures to several POPs were
linked to higher levels of SHBG and lower levels of fT and Al measured in the cord blood. Increases in
AMH — measured among male newborns only - were also observed with exposure to PCBs and p,p’-
DDE. Most of the associations were observed in both sexes, but some POPs were specifically
associated with hormonal levels in one sex, such as PCB187, HCE and a-endosulfan. No association

was found with exposure to B-HCH, dieldrin or y-HCH.

To our knowledge, only one study has explored the associations between prenatal exposure to PCBs

(sum of congeners 28, 52, 101, 138, 153, and 180 measured in maternal blood) and sex hormones (T
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and E2 measured in cord blood) from the Duisburg cohort in Germany (Cao et al., 2008). Contrary to
our results, they observed a reduction of Tamong girls and a reduction of E2 among boys with similar

levels of PCB exposure as that in our study (Cao et al., 2008).

One study evaluated the impact of prenatal exposures to PCB and p,p’-DDE and reproductive
hormone levels in 14-year-old boys (Grandjean et al.,, 2012). They observed that an increase in
prenatal PCB and p,p’-DDE exposures was associated with an increase in SHBG levels, a decrease in fT
and a suggestive decrease in T. These results are in accordance with ours for PCB exposure but not

for p,p’-DDE.

Some studies have evaluated the impact of prenatal exposures to ED compounds other than POPs on
the sex hormones of newborns. They have been mainly concerned with prenatal exposure to
phthalates, for which animal studies have shown anti-androgenic effects (Fisher, 2004). Main et al.
(Main et al., 2006) explored the correlations between six phthalate monoesters measured in breast
milk and the reproductive hormone levels of boys at 3 months of age. They observed patterns of
modifications in hormone levels that were similar to ours: increasing levels of two phthalate
monoesters were associated with increased levels of SHBG (positive correlations) and decreased
levels of fT (negative correlations), but no association with T was present (Main et al., 2006). Lin et al.
(Lin et al., 2011) also explored the correlations between several phthalate metabolites measured in
maternal urine samples (third trimester of pregnancy) and reproductive hormones measured in cord
blood. Among girls, they reported negative correlations with fT and the fT:E2 ratio but no correlation
with E2. No association was observed among boys (Lin et al., 2011). More recently, a study from the
Sapporo cohort in Japan reported a decrease in Al with prenatal exposure to di(2-ethylhexyl)

phthalates (Araki et al., 2014).

Compared to other European birth cohorts, the median level of POP exposures in the PELAGIE cohort
was similar for PCB153 (PELAGIE=110 ng/L; combined cohorts=140 ng/L) but was among the lowest
for p,p’-DDE (PELAGIE=180 ng/L; combined cohorts=528 ng/L) (Govarts et al., 2012). This lower level
of exposure to p,p’-DDE could explain the lack of concordance of our results with those observed in

the Faroes cohort (Grandjean et al., 2012).

In our analysis, we adjusted for potential confounding factors based on biological considerations and
those previously reported in the literature, including gestational age, maternal age, parity and BMI
(Troisi et al., 2003; Keelan et al., 2012; Thompson and Lampl, 2013; Hickey et al., 2014). Variations in
hormone levels with these selected factors were also observed from our sample. We chose not to
adjust for birthweight in our first analysis because it could be on the causal pathway between POP

exposures and steroid hormone levels. Finally, we did not take into account other potential
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confounding factors such as the type of labor or placental weight because of the large amount of

missing data (>50%).

One weakness of our study is that the hormone measurements were performed at birth (cord blood)
and may not adequately represent the infant endocrine system because the hypothalamic—pituitary—
gonadal (HPG) axis is inhibited at the end of gestation, due to negative feedbacks controlled by
placental hormones. After delivery, the HPG axis is and not reactivated after birth until 6 months of
age, with. aA peak of sex steroid concentrations appears at approximately 3 months of age,
representing the “mini-puberty” of infancy, and it is a recommended period for hormone
measurements (Arbuckle et al., 2008). However, Tthe modifications in hormone levels observed in
the cord blood can be interpreted as an alteration of the placental endocrine functions rather than

an alteration in the HPG axis of the newborn (Hill et al., 2014).

Despite the rather small sample size, the associations were robust because they were not altered in
the sensitivity analysis, but we are aware that multiple testing could be a problem in our study and
could lead to false positive discoveries. However, the goal of this study is more to provide clues to be
confirmed in further studies rather than make definite conclusion. In this respect, and also because
of the complexity of the data structure (i.e., high correlations, composite variables), we made the

decision not to control for multiple testing (Goeman and Solari, 2011).

E2 and T were measured with an immunoassay method, but the validity of the measurement could
be questionable, particularly for T, because of possible cross-reacting substances (Hollier et al.,
2014). The comparison of the cord blood levels of T and E2 reported by several studies have shown
lower concentrations of T with mass spectrometry than with an immunoassay, but the E2 levels did
not differ dramatically between the two methods (Hollier et al., 2014). The possible measurement
error of the T levels could explain the lack of association with POP exposures in our study with T and

may influence the associations with fT and Al.

We must acknowledge that the compounds a-endosulfan, HCE, y-HCH, dieldrin, and BDE209 were
rarely detected in our study and that interpretation of observations related to these compounds are
only tentative. Circulating hormone levels are regulated by a number of cascade reactions and
feedback loops and because of species-, tissues- and timing-specificity of endocrine signaling, it is
difficult from our observational study to provide evidence about the mechanistic pathways involved
in the observed associations. Nonetheless, the decrease in Al observed with several prenatal POP
exposures and the increase in E2 observed among samples with detected values of a-endosulfan and
HCE can be interpreted as the result of induction of the aromatase enzyme (in placental or fetal

compartment). The variations in SHBG could be secondary to an increase in E2 levels (Rosner, 1990)
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or could reflect a direct effect of the compounds on SHBG synthesis by the fetal liver (potentially
though the interaction with aryl hydrocarbon receptor) (Borlak et al., 2002; Hammond, 2011). Finally,
the increase in AMH levels with prenatal exposures to PCBs and, to a lesser extent, p,p’-DDE, and the
decrease in T with BDE209, can be the consequence of an alteration of Sertoli and Leydig cells
functions respectively (Josso et al., 1993). All of these mechanistic hypotheses are only suggestive
and we cannot exclude that other unmeasured hormones (steroids but also insulin, gonadotropin or
thyroid hormones) or binding proteins (albumin, transcortin) could also been involved in the

observed associations.

Conclusion

Prenatal exposure to a number of POPs is associated with a disruption of hormone levels in cord
blood with sex specificities. These findings may help understanding the pathways involved in
disorders of human reproductive health associated with prenatal exposure to POPs. They support the

necessity of a follow-up of puberty onset or adult reproductive functions in the PELAGIE cohort.
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Supplementary data

Supplementary Figure I. Flow diagram of the study sample. PELAGIE cohort, Brittany,
France, 2002-2006
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Supplementary Section I. Chemical analyses of POP in cord blood serum samples

Plasma samples (2 mL) were extracted on a Strata-X 100 m (100 mg/ 3 mL; Phenomenex;
Torrance, California, USA) solid phase extraction (SPE) column. A mixture of 13C-labeled
internal standards, plasma sample, formic acid and deionized water was slowly applied to
the column. After drying the column with pressurized nitrogen, the sample was extracted
using 3 mL of dichloromethane. The extracts (taken up in 0.5 mL hexane) were cleaned up
through a column containing activated florisil (1 g) and the compounds were eluted using a
mixture of hexane/dichloromethane (3:1) and dichloromethane. The solvent was
evaporated, taken up in 20 pL of hexane and analyzed for PCBs and organochlorine
pesticides on an Agilent 6890 Network gas chromatograph (GC) coupled with an Agilent
5973 Network mass spectrometer (MS) (Agilent Technologies; Mississauga, Ontario,
Canada). The GC was fitted with an Agilent 60 m DB-XLB column (0.25 mm i.d., 0.25 pum film
thickness). We added 125 pL of hexane to the fraction analyzed for the PCBs and
organochlorine pesticides to measure all PBDEs including PBDE209 on an Agilent 6890
Network GC coupled with an Agilent 5975 Inert XL MS. The GC was fitted with an Agilent 15
m DB-XLB column (0.25 mm i.d., 0.1 um film thickness). For both analytical instruments, the
carrier gas was helium, and all injections were in splitless mode. The MS was operated in
single ion monitoring (SIM), using negative chemical ionization (NCI) with methane (99.97 %)

as the reagent gas.
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POP et hormones sexuelles

Article 1
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Chapitre 3. Résultats

Supplementary Table I11. Associations between prenatal exposures to persistent organic

pollutants and Estradiol (E2) and Aromatase Index (Al).

Ln(Estradiol)

Al

N LSmeans Beta (95% Cl) ° N LSmeans Beta (95% Cl) °
(ug/l) (no unit)

PCB153
Overall P-trend=0.15 P-trend=0.02
<0.076 pg/L 73 8.77 0 73 0.33 0
0.076 —0.10 pg/L 63 8.31 -0.05 (-0.24; 0.14) 63 0.34 0.004 (-0.04; 0.04)
0.10-0.15 pg/L 78 8.72 -0.01 (-0.19; 0.18) 78 0.31 -0.02 (-0.06; 0.02)
>0.15 pg/L 66 10.29 0.16 (-0.04; 0.36) 64 0.28 -0.05 (-0.09; -0.01)
Boys P-trend=0.38 P-trend=0.14
<0.076 pg/L 39 10.14 0 39 0.33 0
0.076 — 0.10 pg/L 32 10.07 -0.01 (-0.26 ; 0.25) 32 0.32 -0.01 (-0.06 ; 0.04)
0.10-0.15 pg/L 40 10.38 0.02 (-0.23; 0.28) 40 0.31 -0.02 (-0.07 ; 0.04)
>0.15 pg/L 29 11.59 0.13(-0.15; 0.41) 29 0.28 -0.05 (-0.11; 0.01)
Girls P-trend=0.36 P-trend=0.17
<0.076 pg/L 34 7.88 0 34 0.34 0
0.076 — 0.10 pg/L 31 6.92 -0.13 (-0.42; 0.16) 31 0.36 0.03 (-0.03; 0.09)
0.10-0.15 pg/L 38 7.51 -0.05 (-0.33; 0.23) 38 0.32 -0.01 (-0.07 ; 0.04)
>0.15 pg/L 37 9.07 0.14 (-0.16 ; 0.44) 35 0.30 -0.04 (-0.10; 0.02)
P-interaction Sex p=0.87 p=0.64
PCB187
Overall P-trend=0.18 P-trend=0.002
<0.01 pg/L 135 8.69 0 135 0.34 0
0.01-0.018 pg/L 71 8.66 -0.003 (-0.17; 0.17) 70 0.32 -0.02 (-0.05; 0.02)
>0.018 pg/L 74 9.86 0.13 (-0.05; 0.30) 73 0.28 -0.06 (-0.09; -0.02)
Boys P-trend=0.62 P-trend=0.05
<0.01 pg/L 73 10.39 0 73 0.33 0
0.01-0.018 pg/L 34 10.14 -0.02 (-0.25; 0.20) 34 0.32 -0.01 (-0.06 ; 0.04)
>0.018 pg/L 33 11.14 0.07 (-0.17; 0.31) 33 0.27 -0.05 (-0.10; -0.002)
Girls P-trend=0.28 P-trend=0.05
<0.01 pg/L 62 7.51 0 62 0.35 0
0.01-0.018 pg/L 37 7.51 0.001 (-0.25; 0.25) 36 0.33 -0.02 (-0.07 ; 0.03)
>0.018 pg/L 41 8.70 0.15(-0.11; 0.41) 40 0.30 -0.05 (-0.11; -0.001)
P-interaction Sex p=0.96 p=0.72
Sum of PCB (118, 138,170)
Overall P-trend=0.22 P-trend=0.03
<0.08 ug/L 70 8.89 0 70 0.33 0
0.08-0.114 pg/L 70 8.41 -0.06 (-0.24; 0.13) 69 0.34 0.01 (-0.03; 0.05)
0.114-0.164 pg/L 71 8.78 -0.01 (-0.20; 0.18) 71 0.31 -0.02 (-0.06; 0.02)
>0.164 pg/L 69 10.06 0.12 (-0.08; 0.32) 68 0.29 -0.04 (-0.08; 0.001)
Boys P-trend=0.64 P-trend=0.11
<0.08 pg/L 39 10.17 0 39 0.33 0
0.08 —0.114 pg/L 35 10.80 0.06 (-0.19; 0.31) 35 0.32 -0.01 (-0.06 ; 0.04)
0.114-0.164 pg/L 38 10.00 -0.02 (-0.27; 0.23) 38 0.30 -0.03 (-0.08 ; 0.03)
>0.164 pg/L 28 11.30 0.10(-0.18; 0.39) 28 0.28 -0.05 (-0.11; 0.01)
Girls P-trend=0.33 P-trend=0.23
<0.08 pg/L 31 8.05 0 31 0.33 0
0.08—0.114 pg/L 35 6.71 -0.18 (-0.46; 0.10) 34 0.37 0.04 (-0.02 ; 0.10)
0.114-0.164 pg/L 33 7.92 -0.02 (-0.31; 0.28) 33 0.32 -0.01 (-0.07 ; 0.05)
>0.164 pg/L a1 8.84 0.09 (-0.20; 0.39) 40 0.30 -0.02 (-0.08 ; 0.04)
P-interaction Sex p=0.46 p=0.45
p-p’-DDE
Overall P-trend=0.26 P-trend=0.31
<0.10 pg/L 73 8.53 0 72 0.32 0
0.10-0.18 pg/L 67 8.97 0.05 (-0.14; 0.24) 67 0.32 0.002 (-0.04; 0.04)
0.18 - 0.29 pg/L 70 9.69 0.13 (-0.06; 0.32) 68 0.30 -0.02 (-0.06; 0.02)
>0.29 pg/L 70 9.32 0.09 (-0.10; 0.28) 71 0.31 -0.01 (-0.05; 0.03)
Boys P-trend=0.35 P-trend=0.24
<0.10 pg/L a1 10.10 0 40 0.32 0
0.10-0.18 pg/L 31 10.93 0.08 (-0.18; 0.33) 31 0.31 -0.01 (-0.07 ; 0.04)
0.18 - 0.29 pg/L 33 9.87 -0.02 (-0.27; 0.23) 33 0.31 -0.01 (-0.07 ; 0.04)
>0.29 pg/L 35 11.81 0.16 (-0.09 ; 0.40) 36 0.29 -0.03 (-0.09; 0.02)

P-trend=0.64
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Ln(Estradiol)

Al

N LSmeans Beta (95% Cl) ° N LSmeans Beta (95% Cl) °
(ng/1) (no unit)

Girls
<0.10 pg/L 32 7.33 0 32 0.33 0
0.10-0.18 pg/L 36 7.71 0.05 (-0.24; 0.34) 36 0.34 0.01 (-0.05 ; 0.07)
0.18-0.29 ug/L 37 9.48 0.26 (-0.03; 0.55) 35 0.30 -0.03 (-0.09; 0.03)
>0.29 pg/L 35 7.43 0.01 (-0.28; 0.30) 35 0.34 0.01 (-0.05 ; 0.07)
P-interaction Sex p=0.14 p=0.44
Beta HCH
Overall P-trend=0.64 P-trend=0.76
<0.029 pg/L 68 8.80 0 68 0.31 0
0.029 - 0.04 pg/L 69 9.60 0.09 (-0.10; 0.28) 68 0.32 0.02 (-0.03; 0.06)
0.04 - 0.062 pg/L 74 10.05 0.13 (-0.06; 0.32) 73 0.30 -0.01 (-0.05; 0.03)
>0.062 pg/L 69 8.25 -0.06 (-0.26; 0.13) 69 0.32 0.02 (-0.03; 0.06)
Boys P-trend=0.36 P-trend=0.82
<0.029 pg/L 36 10.63 0 36 0.30 0
0.029 - 0.04 pg/L 38 11.35 0.07 (-0.18; 0.31) 38 0.31 0.02 (-0.03 ; 0.07)
0.04 -0.062 pg/L 35 11.64 0.09 (-0.17; 0.35) 35 0.29 -0.002 (-0.06 ; 0.05)
>0.062 pg/L 31 9.14 -0.15(-0.42; 0.12) 31 0.31 0.01 (-0.05 ; 0.07)
Girls P-trend=0.99 P-trend=0.61
<0.029 pg/L 32 7.43 0 32 0.32 0
0.029 - 0.04 pg/L 31 8.28 0.11(-0.19; 0.41) 30 0.33 0.01 (-0.05 ; 0.08)
0.04 -0.062 pg/L 39 8.97 0.19 (-0.10; 0.47) 38 0.31 -0.01 (-0.07 ; 0.05)
>0.062 pg/L 38 7.31 -0.02 (-0.31;0.28) 38 0.34 0.02 (-0.04 ; 0.09)
P-interaction Sex p=0.94 p=0.76
Hexachlorobenzene
Overall P-trend=0.58 P-trend=0.32
<0.021 pg/L 71 8.79 0 70 0.32 0
0.021-0.032 pg/L 66 9.07 0.03 (-0.16; 0.22) 67 0.34 0.02 (-0.02; 0.06)
0.033-0.05 pg/L 71 9.46 0.07 (-0.11; 0.26) 71 0.29 -0.02 (-0.06; 0.02)
>0.05 pg/L 72 9.16 0.04 (-0.15; 0.23) 70 0.31 -0.01 (-0.05; 0.03)
Boys P-trend=0.64 P-trend=0.91
<0.021 pg/L 41 10.75 0 41 0.29 0
0.021-0.032 pg/L 34 10.84 0.01(-0.24; 0.26) 34 0.33 0.04 (-0.02 ; 0.09)
0.033-0.05 pg/L 33 10.26 -0.05 (-0.30; 0.20) 33 0.28 -0.02 (-0.07; 0.03)
>0.05 pg/L 32 10.22 -0.05 (-0.31; 0.21) 32 0.31 0.01 (-0.04 ; 0.07)
Girls P-trend=0.33 P-trend=0.33
<0.021 pg/L 30 7.18 0 29 0.34 0
0.021-0.032 pg/L 32 7.75 0.08 (-0.22; 0.37) 33 0.34 0.002 (-0.06 ; 0.06)
0.033-0.05 pg/L 38 8.89 0.21 (-0.07 ; 0.50) 38 0.31 -0.03 (-0.09; 0.03)
>0.05 pg/L 40 8.00 0.11(-0.17; 0.39) 38 0.32 -0.02 (-0.08; 0.04)
P-interaction Sex p=0.69 p=0.78
Heptachlorepoxide
Overall p=0.01 p=0.002
Undetected 138 8.39 0 137 0.34 0
Detected 141 9.95 0.17 (0.04; 0.30) 140 0.29 -0.04 (-0.07; -0.02)
Boys p=0.75 p=0.32
Undetected 74 10.41 0 74 0.32 0
Detected 66 10.72 0.03 (-0.15; 0.21) 66 0.30 -0.02 (-0.06; 0.02)
Girls p=0.007 p=0.005
Undetected 64 6.98 0 63 0.36 0
Detected 75 9.16 0.27 (0.08 ; 0.47) 74 0.30 -0.06 (-0.10 ; -0.02)
P-interaction Sex p=0.08 p=0.19
Dieldrin
Overall p=0.55 p=0.99
Undetected 234 9.21 0 232 0.31 0
Detected 45 8.71 -0.06 (-0.24; 0.13) 45 0.31 -0.0003 (-0.04; 0.04)
Boys p=0.60 p=0.21
Undetected 119 10.47 0 119 0.31 0
Detected 21 11.19 0.07 (-0.18; 0.32) 21 0.28 -0.03 (-0.09; 0.02)
Girls p=0.37 p=0.40
Undetected 115 8.21 0 113 0.32 0
Detected 24 7.26 -0.12 (-0.39; 0.15) 24 0.34 0.02 (-0.03 ; 0.08)
P-interaction Sex p=0.29 p=0.16
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Ln(Estradiol)

Al

N LSmeans Beta (95% Cl) ° N LSmeans Beta (95% Cl) °
(ug/l) (no unit)

Gamma HCH
Overall p=0.43 p=0.99
Undetected 246 9.04 0 244 0.31 0
Detected 33 9.84 0.08 (-0.13; 0.30) 33 0.31 0.0004 (-0.04; 0.05)
Boys p=0.60 p=0.78
Undetected 124 10.62 0 124 0.30 0
Detected 16 9.83 -0.08 (-0.37; 0.22) 16 0.31 0.01 (-0.05 ; 0.07)
Girls p=0.12 p=0.76
Undetected 122 7.73 0 120 0.33 0
Detected 17 9.89 0.25 (-0.07 ; 0.56) 17 0.32 -0.01 (-0.07 ; 0.05)
P-interaction Sex p=0.25 p=0.78
Alpha endosulfan
Overall p=0.005 p=0.02
Undetected 263 8.74 0 261 0.32 0
Detected 16 13.13 0.41 (0.12; 0.69) 16 0.25 -0.07 (-0.13; -0.01)
Boys p=0.34 p=0.09
Undetected 132 10.44 0 132 0.31 0
Detected 8 12.60 0.19 (-0.20; 0.58) 8 0.24 -0.07 (-0.15; 0.01)
Girls p=0.004 p=0.17
Undetected 131 7.42 0 129 0.33 0
Detected 8 13.99 0.63 (0.21 ; 1.06) 8 0.27 -0.06 (-0.15; 0.03)
P-interaction Sex p=0.37 p=0.58
PBDE209
Overall p=0.93 p=0.45
Undetected 174 9.23 0 174 0.31 0
Detected 84 9.17 -0.01 (-0.15; 0.14) 83 0.30 -0.01 (-0.04; 0.02)
Boys p=0.51 p=0.40
Undetected 82 10.86 0 82 0.31 0
Detected 50 10.17 -0.07 (-0.26; 0.13) 50 0.29 -0.02 (-0.06 ; 0.02)
Girls p=0.46 p=0.57
Undetected 92 7.89 0 92 0.33 0
Detected 34 8.65 0.09 (-0.15; 0.33) 33 0.31 -0.01 (-0.07 ; 0.04)
P-interaction Sex p=0.56 p=0.64

Cl, confidence interval; HCH, hexachlorocyclohexane; LSmeans, least-squares means; PBDE, polybrominated diphenyl ether; PCB,

polychlorinated biphenyl; p-p’-DDE, p-p’-dichlorodiphenyldichloroethylene

® Adjusted for gestational age (continuous), maternal age (continuous), total lipid level (continuous), parity (2 categories), hemolysis level (3

categories)
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Supplementary Table V. Associations between prenatal exposures to POP, with a multi-

pollutant approach, and Estradiol (E2) and Aromatase Index (Al).

Ln(Estradiol) Al
N LSmeans Beta (95% Cl) ° N LSmeans Beta (95% Cl) °
(ug/1) (no unit)

PCB153
Overall p-trend=0.75 p-trend=0.33
<0.076 pg/L 70 10.67 0 70 0.29 0
0.076 — 0.10 pg/L 61 10.49 -0.02 (-0.21; 0.17) 61 0.29 0.002 (-0.04 ; 0.04)
0.10-0.15 pg/L 74 10.69 0.001 (-0.19; 0.20) 74 0.27 -0.02 (-0.06 ; 0.02)
>0.15 pg/L 52 11.14 0.04 (-0.19 ; 0.28) 51 0.27 -0.02 (-0.07 ; 0.03)
Boys p-trend=0.23 p-trend=0.13
<0.076 pg/L 37 10.89 0 37 0.29 0
0.076 — 0.10 pg/L 31 11.66 0.07 (-0.19; 0.33) 31 0.27 -0.01 (-0.07 ; 0.04)
0.10-0.15 pg/L 40 11.91 0.09 (-0.19; 0.37) 40 0.26 -0.02 (-0.08 ; 0.04)
>0.15 pg/L 24 13.45 0.21(-0.12; 0.54) 24 0.23 -0.06 (-0.13; 0.01)
Girls p-trend=0.47 p-trend=0.87
<0.076 pg/L 33 11.11 0 33 0.29 0
0.076 - 0.10 pg/L 30 9.89 -0.12 (-0.40; 0.17) 30 0.31 0.02 (-0.04 ; 0.08)
0.10-0.15 pg/L 34 10.77 -0.03 (-0.32; 0.26) 34 0.27 -0.02 (-0.08 ; 0.04)
>0.15 pg/L 28 9.44 -0.16 (-0.51; 0.19) 27 0.31 0.02 (-0.05; 0.10)
Heptachlorepoxide
Overall p=0.02 p=0.02
Undetected 132 9.85 0 131 0.30 0
Detected 125 11.72 0.17 (0.02; 0.32) 125 0.26 -0.04 (-0.07 ; -0.01)
Boys p=0.91 p=0.62
Undetected 70 11.87 0 70 0.27 0
Detected 62 12.01 0.01(-0.21; 0.23) 62 0.26 -0.01 (-0.06 ; 0.04)
Girls p=0.009 p=0.01
Undetected 62 8.85 0 61 0.32 0
Detected 63 11.95 0.30 (0.08 ; 0.52) 63 0.26 -0.06 (-0.11 ; -0.02)
Alpha endosulfan
Overall p=0.01 p=0.01
Undetected 242 8.85 0 241 0.32 0
Detected 15 13.05 0.39 (0.09 ; 0.69) 15 0.24 -0.08 (-0.14 ; -0.02)
Boys p=0.20 p=0.07
Undetected 124 10.43 0 124 0.30 0
Detected 8 13.67 0.27 (-0.14; 0.68) 8 0.22 -0.08 (-0.17; 0.01)
Girls p=0.02 p=0.16
Undetected 118 7.85 0 117 0.33 0
Detected 7 13.47 0.54 (0.07 ; 1.01) 7 0.26 -0.07 (-0.17; 0.03)
PBDE209
Overall p=0.68 p=0.67
Undetected 173 10.91 0 173 0.28 0
Detected 84 10.58 -0.03 (-0.18; 0.12) 83 0.27 -0.01 (-0.04 ; 0.02)
Boys p=0.38 p=0.62
Undetected 82 12.48 0 82 0.27 0
Detected 50 11.42 -0.09 (-0.29; 0.11) 50 0.26 -0.01 (-0.05 ; 0.03)
Girls p=0.44 p=0.58
Undetected 91 9.81 0 91 0.30 0
Detected 34 10.78 0.09 (-0.14 ; 0.33) 33 0.29 -0.01 (-0.06 ; 0.04)

Cl, confidence interval; LSmeans, least-squares means; PBDE, polybrominated diphenyl ether; PCB, polychlorinated biphenyl
? Adjusted for co-exposures, gestational age (continuous), maternal age (continuous), total lipid level (continuous), parity (2 categories),

hemolysis level (3 categories)
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3.2. ARTICLE 2: EXPOSITIONS PRENATALES AUX ETHERS DE GLYCOL ET
RISQUES DE CRYPTORCHIDIES ET D’HYPOSPADES

3.2.1. Résumé en francais
Introduction

Les éthers de glycol (EG) sont des solvants oxygénés utilisés dans de nombreux produits a usages
professionnel ou domestique. Plusieurs d’entre eux, et plus particulierement leurs métabolites, sont
connus pour étre toxique pour la reproduction et le développement. Des études épidémiologiques
suggerent également des effets sur les fonctions de reproduction de 'lhomme mais peu se sont

intéressées au risque de malformation de I'appareil génital en cas d’expositions prénatales.

Obijectif

Cette étude a pour objectif d’évaluer le risque de cryptorchidie et d’hypospade en association avec

I’exposition prénatale aux éthers de glycol mesurée a partir de biomarqueurs urinaires.
Méthodes

Une étude cas-témoins nichée dans deux cohortes de naissances frangaises (n=5300 femmes
enceintes) a été mise en ceuvre. Les concentrations de cinqg métabolites d’EG ont été mesurées dans
les urines maternelles collectées pendant la grossesse (<28 semaines d’aménorrhée). A la naissance,
70 cas de malformations génitales ont été identifiés, dont 28 ont été confirmés au cours du suivi des
enfants jusqu’a 2 ans. Chaque cas a été apparié, sur la région d’inclusion et I'age gestationnel au
moment du prélévement d’urines, a trois témoins. Les odds ratio (OR) et leurs intervalles de
confiance (IC) ont été estimés a partir de régressions logistiques conditionnelles multivariées

auxquelles une pénalisation de Firth a été appliquée pour réduire le biais lié aux petits échantillons.
Résultats

Le pourcentage de détection des métabolites d’EG varient de 8% pour |'acide éthoxyacétique (EAA) a
93% pour I'acide phénoxyacétique (PhAA). Parmi les malformations confirmées, une augmentation
significative du risque d’hypospade est observée en association avec les concentrations d’acide
méthoxyacétique (MAA) supérieures a 0.15mg/l en comparaison aux concentrations inférieures a
0.05mg/I (OR [IC 95%]=7.5 [1.1, 121.5]). La détection d’acide 2-méthoxypropionique (2-MPA) semble
également associée a une augmentation du risque d’hypospade (OR [IC 95%]=4.5 [1.0, 28.1]) et la

détection d’EAA a une augmentation du risque des deux malformations combinées (OR [IC 95%]=6.5
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[1.0, 68.8]). Les associations obtenues en incluant I'ensemble des cas identifiés a la naissance sont
plus atténuées et une diminution du risque de malformations génitales est observée avec la

détection d’acide éthoxyéthoxyacétique.

Conclusion

Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature animale. Une augmentation du risque
de malformations génitales, en particulier d’hypospade, est observée en association avec les trois
métabolites d’EG connus pour leur toxicité testiculaire et leurs effets tératogenes chez I'animal. Nous
ne pouvons cependant pas exclure que ces associations résultent de co-expositions a d’autres
substances chimiques miscibles aux EG. Des études permettant l'identification des sources
d’expositions aux EG précurseurs de MAA, EEA et 2-MPA (en tant que métabolites minoritaires) sont
nécessaires afin d’envisager la mise en place de recommandations permettant de réduire I'exposition

des femmes enceintes.
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3.2.2. Prenatal exposure to glycol ethers and cryptorchidism and hypospadias:

a nested case-control study

Statut : En révision dans Human Reproduction
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Abstract

Study question: Is prenatal exposure to glycol ethers (GE) associated with the occurrence of
hypospadias and cryptorchidism?

Summary answer: Three of the five GE metabolites studied were associated with an increased risk of
male genital anomalies.

What is known already: Glycol ethers (GE) are oxygenated solvents frequently found in occupational
and consumer products. Some of them are well-known testicular toxicants but few human studies
have considered the possible effect of GE exposure on the risk of congenital anomalies of the male
genital tract, and those studies rarely used exposure biomarkers.

Study design, size, duration: We conducted a case-control study nested in two joint mother—child
cohorts (5303 pregnant women). Cases of cryptorchidism (n=50) and hypospadias (n=21) were
identified at birth, and confirmation was sought during a 2-year follow-up period. Each case was
matched to three randomly selected controls within the cohorts for region of inclusion and
gestational age at urine sampling.

Participants/materials, setting, methods: Concentrations of five GE acidic metabolites were
measured in spot maternal urine samples collected during pregnancy. Odds ratios (OR) were
estimated with multivariate conditional logistic regressions including a Firth’s penalization.

Main results and the role of chance: Detection rates of urinary GE metabolites ranged from 8% for
ethoxyacetic acid (EAA) to 93% for phenoxyacetic acid (PhAA). Among confirmed cases, a significantly
higher risk of hypospadias was associated with a urinary concentration of methoxyacetic acid (MAA)
greater than 0.15 mg/l compared to less than 0.05 mg/l (OR [95% confidence interval, Cl]=7.5[1.1,
121.5]). A higher risk of male genital anomalies was weakly associated with detection of 2-
methoxypropionic acid (2-MPA) (OR [95% ClI]=4.5[1.0, 28.1]) and a higher risk of hypospadias with
detection of EAA (OR[95% Cl]=6.5[1.0, 68.8]). Results obtained with all cases identified at birth were
weaker. We observed no evidence of increased risk for cryptorchidism alone.

Limitations, reasons for caution: Exposure to GE was assessed prospectively, but from spot urine
samples, which may have resulted in exposure misclassification. GE may be correlated with other
chemicals, including other solvents,that could explain the observed associations.

Wider implications of the findings: The three GE metabolites associated with an increased risk of
male genital anomalies were those known for their developmental and testicular toxicity from animal
studies. In view of the toxicological plausibility of our results, this study raises concern about the
potential developmental toxicity of GE on the male genital system.

Study funding/competing interest(s): This study was funded by the French Agency for Medicines and
Health Products Safety (ANSM).

Key words: Cryptorchidism; Hypospadias; Maternal exposure; Glycol Ether; Solvents
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Introduction

Cryptorchidism and hypospadias are congenital anomalies of the male genitalia, the first
characterized by unilateral or bilateral undescended testis and the second by a misplaced urethral
opening. The incidence of these genital anomalies may have increased during the 20th century in
some geographic areas (Skakkebaek et al., 2016). The involvement of prenatal exposure to chemicals
including some endocrine disruptors (e.g. some pesticides or phthalates) in the occurrence of these
birth defects has been suggested (Skakkebaek, 2002; Sharpe, 2003). These anomalies are, however,

multifactorial and associated with known genetic factors (Skakkebaek et al., 2016).

Organic solvents are chemicals widely present in occupational and consumer products. Prenatal
exposure to organic solvents has been associated with both spontaneous abortion and congenital
anomalies (especially oral cleft and central nervous system anomalies) (Lindbohm, 1995; McMartin
et al., 1998). Only a few studies have assessed the risk of male genital anomalies at birth in relation
to prenatal exposure to organic solvents (Garcia and Fletcher, 1998; Pierik et al., 2004; Garlantézec et
al., 2009; Vaktskjold et al., 2011; Cordier et al., 2012). They all reported higher risks of male genital
anomalies associated with maternal solvent exposure, although this risk was statistically significant in
only one study (Garlantézec et al., 2009). Most published studies have not focused on specific
chemical classes of solvents and used indirect exposure assessment methods, such as job exposure

matrices (Pierik et al., 2004; Garlantézec et al., 2009; Vaktskjold et al., 2011).

Solvents of specific concern are glycol ethers (GE), a family of oxygenated solvents that includes
more than 80 ethylene and propylene glycols. They are low volatiles and highly miscible in water and
oil. These properties and their low level of acute toxicity has favoured their inclusion in numerous
products used occupationally and domestically, including water-based paints, cleaning products,
cosmetics, and even some pharmaceutical products. Several GE are wellknown to cause
developmental and testicular toxicity (Inserm, 1999, 2006; Multigner et al., 2005). The toxic effects of
GE are thought to be mediated by their alkoxy acid metabolites, which are excreted in urine and can

be used as exposure biomarkers (Table 1) (Johanson, 1996).

Only one previous prospective study has used alkoxy acid metabolites as a specific urinary biomarker
to evaluate associations between prenatal exposure to GE and the risk of male genital anomalies
(Cordier et al., 2012): it showed an association close to significance with detectable level of
ethoxyacetic acid (EAA). Due to its small sample size, however, it had limited statistical power and did

not allow subtypes of genital anomalies (i.e., cryptorchidism and hypospadias) to be studied.

Our aim was to evaluate the associations between prenatal exposure to GE assessed by urinary
biomarkers and male genital anomalies by combining data from the earlier study (Cordier et al.,
2012) with results from another French cohort, to increase statistical power and limit the random

sampling fluctuation.
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Methods

Study population

We conducted a nested case-control study within the EDEN (Etude des Déterminants pré et
postnatals du développement et de la santé de I'ENfant) and PELAGIE (Perturbateurs Endocriniens:
Etude Longitudinale sur les Anomalies de la Grossesse, I'Infertilité et I'Enfance) French mother-child
cohorts, both established to study pre- and post-natal determinants of child health and development
(Garlantézec et al.,, 2009; Heude et al., 2015). In the EDEN cohort, 2002 pregnant women were
enrolled before the end of 24 weeks of gestation (WG) at two university hospitals, one located in
central France (Poitiers) and the other in eastern France (Nancy), from April 2003 to March 2006. The
PELAGIE cohort enrolled 3421 pregnant women in three districts of Brittany, in western France, from
April 2002 to February 2006, before the end of 19 WG. Women completed a questionnaire about
their socio-demographic characteristics, occupation, and lifestyle and provided a urinary sample (first
morning void requested, 90% obtained) at inclusion in the PELAGIE cohort and between 24 and 28
WG for the EDEN cohort. Most women (96% for EDEN and 99% for PELAGIE) were followed up
through delivery. Trained medical staff collected data about the health of the women and their
babies. Data according to both cohorts are provided in the Supplemental file including, prevalence of
male genital anomalies (see Supplemental Table ), maternal and newborn characteristics (see

Supplemental Table Il), and levels of exposure (see Supplemental Table IIl).

Assessment of male genital anomalies

Staff paediatricians of the maternity wards completed forms reporting the results of the routine
clinical examination for congenital anomalies among the live births, paying specific attention to male
genital anomalies. A first step was to consider all cases identified at birth of cryptorchidism, defined
by the absence of one or both testes in a scrotal position (palpated or not), and hypospadias, in
anterior (glanular or subcoronal), middle (ventral surface), or posterior (penoscrotal, scrotal, or
perineal) locations. In a second step, we used postnatal data to define the confirmed cases:
cryptorchidism for which the teste were still undescended at 1 year of age or that required
orchiopexy, and hypospadias confirmed by a medical consultation or requiring surgery (see
Supplemental Material). Among 5303 newborns in the two cohorts, 70 (1.3%) boys had a male
genital anomaly (i.e., cryptorchidism or hypospadias) identified at birth and 29 of these were
subsequently confirmed with postnatal data. The confirmed cases in the PELAGIE cohort (n=12) are

those included in the previously published study (Cordier et al., 2012).
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Nested case-control design

Chemical analyses of the urinary samples were carried out with a nested case-control design. Each
case of male genital anomalies was randomly matched to three male controls without congenital
anomalies, by region of inclusion (Poitiers, Nancy, and Brittany) and gestational age at urinary
sampling (in gestational weeks). Because the urine for one control was unusable, the study

population included 70 cases and 209 controls.

Exposure assessment

Chemical analyses were performed at the Toxicology and Genopathy Laboratory at the Lille
University Hospital for the PELAGIE samples and at the LABOCEA (Laboratoire public Conselil,
Expertise et Analyse en Bretagne) for EDEN samples; both laboratories followed the same method
(Labat et al., 2008). GE metabolites (i.e. alkoxy acids) were analysed by gas chromatography-mass
spectrometry. This method allowed the simultaneous measurement of eight alkoxy acids of the main
GE in use in France at the time of urine collection (Table 1) (Afsset, 2008). The method is linear (r? =
0.99) from 0.05 to 2.0 mg/| for all the alkoxy acids and yields coefficients of variation <10% at 0.10
mg/L with a limit of detection (LD) of 0.05 mg/Il. After a duplicate analysis of 29 PELAGIE urine
samples in both laboratories, we retained only five of the eight metabolites for the pooled analysis —
those with good concordance between laboratories for quantification (>70%): methoxyacetic acid
(MAA), ethoxyacetic acid (EAA), ethoxyethoxyacetic acid (EEAA), phenoxyacetic acid (PhAA), and 2-

methoxypropionic acid (2-MPA).

Statistical analyses

Levels of exposure were treated in categories according to their detection rate: metabolites detected
in less than 50% of the samples were categorized in two classes (<LD; >LD), those detected in half to
two thirds of the samples into three classes (<LD; from LD to median level among detected values; >
median level among detected values), and those detected in more than two thirds of the samples in
concentration tertiles.

Male genital anomalies were studied first as a whole (i.e. both cryptorchidism and hypospadias) and
then distinguishing cryptorchidism and hypospadias; finally, we restricted analyses to anomalies
confirmed during follow-up. Because of the small sample size, we used exact conditional logistic
regressions for univariate analyses and Firth’s penalization applied to the multivariate conditional
logistic regressions to calculate adjusted odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals (Cl),
estimated from profile likelihoods (Firth, 1993; Greenland et al., 2000). These methods tend to
reduce the small-sample bias (which generally leads to overestimating the true value) encountered
with maximum likelihood methods in cases with small samples and sparse data (Greenland et al.,

2000).
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Table I. Products that contain GE in France 2000-2006* and their main metabolites (Sources:
AFSSET 2008).

GE*® Metabolites
Paints, varnishes, inks PGME 2-MPA®
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
TEGEE EEAA, EAA
EGnPE PAA
Biocides PGME 2-MPA"
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA
Cleaning agents DEGEE EEAA, EAA
DEGBE BEAA, BAA
EGBE BAA
PGME 2-MPA"°
DEGME MEAA, MAA
TEGME MEAA, MAA
TEGDME MAA
Cosmetics EGPhE PhAA
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
EGDME MAA
DEGDME MAA
Drugs DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA
EGDME MAA
DEGDME MAA

Bold text corresponds to metabolites included in the present study.

DEGBE, diethylene glycol butylether; DEGDME, diethylene glycol dimethyl ether; DEGEE, diethylene glycol
ethylether; DEGME, diethylene glycol methylether; EGBE, ethylene glycol butylether; EGDME, ethylene glycol
dimethyl ether; EGnPE, ethylene glycol n-propylether; EGPhE, ethylene glycol phenylether; PGME, propylene
glycol methylether; TEGDME, triethylene glycol dimethylether; TEGEE, triethylene glycol ethylether; TEGME,
triethylene glycol methylether. 2-MPA, 2-methoxyproprionic acid; BAA, 2-butoxyacetic acid; EAA,
ethoxyacetic acid; EEAA, ethoxyethoxyacetic acid; MAA, methoxyacetic acid; MEAA, methoxyethoxyacetic
acid; PAA, n-propoxyacetic acid; PhAA, phenoxyacetic acid;

*Ethylene glycol methylether (EGME) and ethylene glycol ethylether (EGEE), mainly metabolized in MAA and
EAA respectively, have been banned in France before the initiation of the cohorts. EGDME and DEGDME have
been regulated in 2004.

® GEs are presented for products by most to least frequently used.

® Metabolite derived from minor B isomer of PGME.
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The following covariates were tested as potential risk factors for male genital anomalies: preterm
birth (<37 vs 237 weeks of gestation), maternal age (<25; 25-35; >35 years), maternal pre-pregnancy
body mass index (BMI; continuous coding), educational level (from none through completion of high
school; post-secondary), smoking status (no; yes) and alcohol consumption (no; yes) at the beginning
of pregnancy, folic acid supplementation (no; yes), and maternal gestational or pre-existing diabetes
(no; yes). In addition, sampling and storage conditions were tested for their association with GE
metabolites, including creatinine level (continuous), storage duration at -20° (PELAGIE) or -80°C
(EDEN) (continuous), transportation time before freezing (0, 1 or at least 2 days), and the day of the
week (Monday to Sunday) and time of sampling (<7; 7-8; 8-10; >10 am). Multivariate models were
adjusted for 1) covariates associated with the risk of male genital anomalies at an exact P-value <0.20

and 2) sampling conditions associated with GE metabolites at P<0.20.

Statistical analyses were performed with SAS software (SAS® Institute Inc. 9.3) and, for conditional
logistic regressions with Firth’s penalized likelihood logistic regression, with LogXact (LogXact® 10

Cytel Inc.).
Ethics

All women provided informed consent for the collection of data and biological samples, and the

appropriate ethics committee approved the establishment of each cohort.

Results

Description of the study population

Table Il presents the characteristics of mothers included in the study according to case status.
Women were 30 years old on average, mainly of French origin, and had a high educational level. We
observed no significant differences between maternal or newborn characteristics between all cases
and controls; however, the mothers of confirmed cases had a higher educational level than mothers
of controls and unconfirmed cases (P<0.05). Among the 70 boys with genital anomalies reported at
birth, 49 had a cryptorchidism, 20 had hypospadias and one had both anomalies; 29 (41%) of these
anomalies were confirmed, including 14 (28%) of the cases of cryptorchidism and 15 (71%) of the
cases of hypospadias. For cryptorchidism, we observed a slightly higher proportion of confirmed
cases among boys whose testes were not palpated at birth (43% compared to 23% for cases with
palpated testes); for hypospadias, confirmed cases were more frequent for cases with middle

hypospadias (100%), compared to anterior hypospadias (70%).
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Table II. Description of the study population (n=279)

All controls | A" cases . Confirmed
(N=209) identified at birth cases (n=29)
(N=70)
Maternal characteristics Percent or Percent or Percent or
Mean = SD Mean = SD Mean = SD
Maternal age (years)
<25 27 (12.9) 4 (5.7) 1(3.5)
25-35 143 (68.4) 57 (81.4) 26 (89.7)
235 39 (18.7) 9(12.9) 2 (6.9)
Mean + SD 29.8+4.8 29.9+4.2 29.0+34
Maternal birth country *
France 196 (95.2) 68 (98.6) 29 (100.0)
Other 10 (4.9) 1(1.5) 0 (0.0)
Educational level
High school or less 92 (45.1) 31 (44.3) 7 (24.1)
Postsecondary school 112 (54.9) 39 (55.7) 22 (75.9)
Body mass index (kg/m?) °
<25 149 (72.3) 54 (78.3) 22 (78.6)
225 57 (27.7) 15 (21.7) 6(21.4)
Mean £ SD 23.4+5.0 22.5+43 223+4.6
Smoking status during pregnancy
No smoker 157 (75.1) 49 (70.0) 20 (69.0)
Smoker 52 (24.9) 21 (30.0) 9 (31.0)
Alcohol  consumption  during
pregnancy °
Never 134 (66.7) 39 (57.4) 16 (59.3)
Occasional or regular 67 (33.3) 29 (42.7) 11 (40.7)
Parity ®
Primiparous 103 (49.3) 28 (40.0) 15 (51.7)
Multiparous 106 (50.7) 42 (60.0) 14 (48.3)
Folic acid supplementation °
Never 181 (86.6) 58 (82.9) 23 (79.3)
Before or at the beginning of the 28 (13.4) 12 (17.1) 6 (20.7)
pregnancy
Diabetes °
No 200 (97.1) 67 (95.7) 29 (100.0)
Yes 6 (2.9) 3(4.3) 0(0.0)
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High blood pressure *

No 188 (91.3) 63 (91.3) 26 (89.7)
Yes 18 (8.7) 6 (8.7) 3(10.3)
Newborn characteristics

Gestational age (weeks of

gestation)

<37 (preterm birth) 17 (8.1) 6 (8.6) 2 (6.9)
>37 192 (91.9) 64 (91.4) 27 (93.1)
Mean £ SD 39.1+2.1 39.1+1.9 39.3+2.1
Mode of delivery?®

Vaginal 169 (81.6) 54 (78.3) 24 (82.8)
Caesarean 38 (18.4) 15 (21.7) 5(17.2)
Birth weight ®

Mean + SD 3281.8 +451.6 3257.1 £489.9 3255.7 £443.8

NA, not applicable.

 Missing values on educational level (n=5), body mass index (n=4), alcohol consumption
(n=10), maternal birth country (n=4), diabetes (n=3), high blood pressure (n=4), Mode of

delivery (n=3), birth weight (n=14).

Levels of exposure

As shown in Table Ill, the detection rates of GE metabolites in urine varied widely, ranging from 8%

for EAA to 94% for PhAA. PhAA was the metabolite with the highest median concentration (0.36

mg/l). Levels of the different metabolites were weakly correlated (Spearman’s rho ranged from 0.1 to

0.3).

Table Ill. Levels of glycol ether metabolites among controls (n=209).

mg/| LD N(%)>LD P25 P50 P75 P90 Max
MAA 0.05 145(69.4)  <0.05 0.10 0.20 0.31 0.96
EAA 0.05 17(8.1) <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 0.17
EEAA 0.05 88(42.1)  <0.05 <0.05 0.09 0.31 7.60
PhAA 0.05 196(93.8) 0.14 0.36 1.17 5.00 91.75
2-MPA  0.05 34(163)  <0.05 <0.05 <0.05 0.07 0.48
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GE metabolites and male genital anomalies (identified at birth)

The multivariate analyses of all cases identified at birth showed significantly lower risks of male
genital anomalies, especially hypospadias, associated with detectable levels of EEAA (Table IV). No

other association reached statistical significance.

GE metabolites and confirmed male genital anomalies

When only confirmed cases and their controls were included in the analysis, we observed an
association of borderline significance between detected 2-MPA and any male genital anomalies
(Table V). We observed a significantly higher risk of hypospadias with the highest level of MAA, with
a dose-response trend. A higher risk of hypospadias was also observed with detected EAA but this
association was of borderline significance. No evidence of an association was observed between the

different metabolites and the risk of cryptorchidism.

When we compared both sets of results (i.e. all cases vs. confirmed cases only), we found that the
risk estimates observed with MAA, EAA, and 2-MPA pointed in the same direction in both but were
notably stronger for the confirmed cases. In opposite, the estimates for EEAA metabolites were

unstable.
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Discussion

In our prospective study based on urinary assessment of exposure, the detection of MAA, EAA, and
2-MPA, but not PhAA and EEAA, were associated with higher risks of confirmed male genital

anomalies, especially hypospadias.

The study population came from two birth cohorts both designed in part to evaluate the effect of
prenatal exposure to environmental contaminants on developmental anomalies. The women
enrolled were fairly homogenous, mostly white, highly educated, and with few risk factors for
adverse pregnancy outcomes. However, the study designs of the initial cohorts differ in some ways,
including in their recruitment and the timing of urine sampling. We attempted to reduce these
differences by matching cases and their controls for region of inclusion and gestational age at urine
sampling. The accurate assessment of male genital anomalies with a follow-up covering the preferred
period for surgery and the most likely period for spontaneous descent of testis justifies confidence
about the identification of the confirmed cases. The diagnosis of cryptorchidism is clinically difficult
to make with certainty at birth, since the testis might be in a high scrotal position or might be
retractile, both situations that could result in misdiagnosis (Kolon et al., 2014). Similarly,
overestimation of hypospadias is possible when diagnosis is only based on neonatal examination
(borderline between incomplete prepuce and hypospadias) and is not confirmed by a specialist (Dolk
et al., 2004). A higher proportion of misdiagnosis among the cases defined at birth might well have
decreased the specificity of the case definition and may explain the generally weaker associations

observed.

The method of choice for monitoring occupational exposure to GE is the use of urinary alkoxy acids,
which capture all routes of exposure (Laitinen and Pulkkinen, 2005; Multigner et al., 2005). This
method can be extended to the general population to capture all sources of exposure, including
domestic. Nonetheless, measurement of the metabolites in a first-morning spot urine sample is a
limitation: because they have half-lives that range from less than 24 to 80 hours, the sample
represents exposure only over the previous few days or weeks. Furthermore, the timing of urinary
sampling did not fully correspond to the critical window for male genital tract development (i.e., 8-12
WG for abdominal testis descent and genital tubercule development and third trimester for
inguinoscrotal testis descent), especially for the EDEN cohort (median gestational age at urinary
sampling = 26 WG) (Klonisch et al., 2004; Hughes and Acerini, 2008). However, these measurements
may represent regular exposure when products are used daily in the workplace or at home (e.g.,
personal care products). Accordingly, a previous study in the PELAGIE cohort showed that GE

metabolite levels or detection were associated with the occupations most strongly linked to solvent
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exposure (healthcare workers, cleaners, and hairdressers) and with self-reported use of occupational
products containing solvents (Garlantézec et al., 2012). We could therefore assume that the levels of
occupational exposure did not vary substantially through the pregnancy (at least until maternity

leave starts, generally around 32 WG in France).

We observed a dose-response trend between exposure to MAA and hypospadias and apparently
higher risks of male genital anomalies, especially hypospadias, associated with detection of EAA and
2-MPA, among confirmed cases only. In the previous PELAGIE study, including some of the cases in
this study, the risk estimates observed with MAA and EAA pointed in the same direction; the small
number of cases prevented analysis for 2-MPA and EEAA and by subtypes of male genital anomalies
(Cordier et al.,, 2012). The only other epidemiological studies that have studied the risk of male
genital anomalies in relation to solvents have used indirect assessment of exposure to solvents
overall (rather than analysis by chemical classes of solvent); they also suggested higher risks with
solvent exposure (Garcia and Fletcher, 1998; Pierik et al., 2004; Garlantézec et al., 2009; Vaktskjold et
al., 2011).

To our knowledge and despite evidence of developmental toxicity of some GE in animal toxicology
studies in species ranging from rodents to nonhuman primates, neither cryptorchidism nor
hypospadias have been documented in these animal studies. However, unilateral testicular
hypoplasia has been reported in rodents exposed to MAA and delay in preputial separation in those

exposed to 2-MPA (NIOSH, 1983; Carney et al., 1999).

The main toxic effects of GE, including teratogenicity, have been related to alkoxy acid metabolites
(Inserm, 1999, 2006). Alkoxy acid metabolites do not present the same degree of toxicity: among
ethylene GE derivatives, short-chained alkoxy acid metabolites (MAA, EAA) are reported to present
greater developmental and reproductive toxicity than those with long chains (Inserm, 1999, 2006).
Among propylene GE derivatives, developmental and reproductive toxicity has been identified for 2-
MPA, the acidic metabolite of 1-propylene glycol 2-methyl ether (1PG2ME), a minor isomer of

propylene glycol monomethyl ether (PGME) (Inserm, 1999, 2006).

The mechanisms of GE toxicity are not fully understood. Various modes of action have been
proposed (mostly based on studies dealing with MAA and EAA), involving interference with DNA
synthesis, the Krebs cycle, core histone acetylation, and apoptosis (Inserm, 1999, 2006; Wade et al.,
2008; Dayan and Hales, 2014). Alkoxies are also reported to disrupt nuclear receptor signalling, as by
reducing endogenous oestrogen receptor alpha (ERE) and attenuating oestrogen-stimulated
endogenous gene expression in MCF-7 cells and the mouse uterus (Henley et al., 2009) and by

increasing expression of oestrogen-receptor beta (ERE) in rat and mouse pachytene spermatocytes
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(Selva et al., 2004; Tirado et al., 2004) and of androgen receptor (AR) in rat Sertoli cells (Tirado et al.,
2003). More recently, microarray analysis of a Leydig cell line that stably expresses AR has shown
that MAA affects the expression of androgen-responsive genes via complex interactions, both
positive and negative, between testosterone- and MAA-responsive genes, including HOX
developmental genes (Bagchi et al., 2011). Although these studies were conducted to explain adult-
testis GE toxicity, they offer an interesting complementary hypothesis about alkoxy acid-induced
male genital anomalies, given that both androgens and HOX transcription factor genes are believed
to play a major role in testis descent and male differentiation of the genital tubercle (Wang et al.,,

2007; Kalfa et al., 2009).

In our study, we did not observe a higher risk of male genital anomalies (but rather lower risk)
associated with PhAA or EEAA, two metabolites for which animal studies report conflicting results
concerning reproductive and developmental toxicity (Inserm, 1999, 2006). One limitation of our
study is the imprecision of the estimates, for both the significant and some nonsignifcant
associations (e.g. OR>2 among confirmed cases of cryptorchidism), due to the rarity of the event. To
reduce the small-sample and sparse-data bias, estimates were obtained from Firth penalized
regression, and confidence intervals were calculated from profile likelihood function. Because we did
not correct for multiple testing, there is a risk of significant associations due to chance. However, the
biological plausibility of the associations we observed, reinforced among the confirmed cases justifies

confidence in the results.

Because of their recognized reproductive and developmental toxicity, several GE were strictly
regulated by the European Union and France before (EGME, EGEE) or during (EGDME, DEGDME,
TEGDME) the establishment of the cohorts, from the mid-1990s to 2004 (Afsset, 2008). All of these
were important sources of MAA and EAA exposures and are no longer authorized in consumer
products. Nonetheless, the MAA and EAA urinary concentrations observed in this study may reflect
exposure from still authorized GE that also produce these alkoxy acid metabolites such as,
respectively, TEGME and DEGME, and TEGEE and DEGEE. In 2008, the French Agency for Food,
Environmental and Occupational Health & Safety (ANSES) assessed human exposure to GE in France
(Afsset, 2008). They reported the presence of GE that generate MAA as a minor metabolite in
industrial cleaning agents (TEGME and DEGME) but also in consumer car cleaning products (DEGME).
For the GE that generate EAA as a minor metabolite, they identified DEGEE in several consumer
products (paint, inks, cleaning agents, cosmetics, and drugs) and TEGEE in one consumer paint. On
the other hand, 2-MPA urinary concentrations only reflect exposure to 1PG2ME, which is a minor

isomer of PGME, a GE used in various industrial and consumer products including paint, inks and

165



Chapitre 3. Résultats

varnishes, cleaning agents, biocides, and drugs (Afsset, 2008). According to EU regulations, 1PG2ME

should not exceed 0.5% in consumer products.

Conclusion

Our results provide some further evidence in favour of an association between prenatal exposure to
some GE and congenital anomalies of the male genital tract, especially hypospadias. Nevertheless,
although the associations observed in our study between GE and hypospadias are biologically
plausible, they may also be surrogates of exposure to chemical mixtures, including other solvents.
This point calls for work to identify the sources of GE exposure and co-exposure and to promote large

scale studies with objective exposure assessment in the general population.
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Supplementary data

Supplemental material: Post-natal data collected during the 2-year follow-up period to confirm
cases of male genital anomalies

The follow-up procedures used to confirm the cases of genital anomalies differed slightly in each
cohort. For the children enrolled in the EDEN cohort, a clinical examination of the position of the
testis was performed at the age of 1 year. In addition, we used data collected by questionnaires (at 4,
8, 12, and 24 months of age) that asked specifically about consultations and hospitalizations since
birth and about male genital anomalies. For the children enrolled in the PELAGIE cohort, we
contacted paediatric surgeons of the Brittany region about cases identified at birth and collected
surgical reports. Additional data were obtained by questionnaire at 2 years of age (same type of

guestions as in the EDEN cohort).

Supplemental Table I. Prevalence of male genital anomalies in each cohort.

Any male genital
g . Cryptorchidism Hypospadias

anomaly
N (%) identified at birth
EDEN 48 (2.5%) 39 (2.1%) 10 (0.5%)
PELAGIE 22 (0.6%) 11 (0.3%) 11 (0.3%)
TOTAL 70 (1.3%) 50 (0.9%) 21 (0.4%)
N (%) of confirmed cases
EDEN 17 (0.9%) 11 (0.6%) 6 (0.3%)
PELAGIE 12 (0.4%) 3 (0.1%) 9 (0.3%)
TOTAL 29 (0.3%) 14 (0.3%) 15 (0.3%)
% of confirmed cases among cases identified at birth
EDEN 35% 28% 60%
PELAGIE 55% 27% 82%
TOTAL 41% 28% 71%
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Supplemental Table Il. Comparison of maternal and newborn characteristics among control

included in the EDEN and the PELAGIE cohorts.

EDEN PELAGIE p-value

Percent or Percent or
Mean £ SD Mean = SD

Maternal characteristics

Maternal age (years)

<25 22 (15.4) 5(7.6) 0.21
25-35 93 (65.0) 50 (75.8)

>35 28 (19.6) 11 (16.7)

Mean + SD 29.6 £5.2 30.2+4.0 0.31
Maternal birth country *

France 132 (93.6) 64 (98.5) 0.13
Other 9 (6.4) 1(1.5)

Educational level ®

High school or less 64 (46.4) 28 (42.4) 0.60
Postsecondary school 74 (53.6) 38 (57.6)

Body mass index (kg/m?) ®

<25 98 (70.0) 51 (77.3) 0.28
>25 42 (30.0) 15 (22.7)

Mean £ SD 23.5+4.4 23.2+6.1 0.25
Smoking status during pregnancy

No smoker 115 (80.4) 42 (63.6) 0.01
Smoker 28 (19.6) 24 (36.4)

Alcohol consumption during pregnancy *

Never 83 (61.5) 51 (77.3) 0.03
Occasional or regular 52 (38.5) 15 (22.7)

Parity *

Primiparous 66 (46.2) 37 (56.1) 0.18
Multiparous 77 (53.8) 29 (43.9)

Folic acid supplementation ®

Never 127 (88.8) 54 (81.8) 0.17
Before or at the beginning of the pregnancy 16 (11.2) 12 (18.2)

Diabetes °

No 138 (96.5) 62 (98.4) 0.45
Yes 5 (3.5) 1(1.6)

High blood pressure *

No 132 (92.3) 56 (88.9) 0.42
Yes 11(7.7) 7 (11.1)
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Newborn characteristics

Gestational age (weeks of gestation)

<37 (preterm birth) 131 (91.6) 61 (92.4) 0.84
237 12 (8.4) 5(7.6)

Mean + SD 39.0+2.3 39.2+1.6 0.93
Mode of delivery?®

Vaginal 118 (82.5) 51 (79.7) 0.63
Caesarean 25 (17.5) 13 (20.3)

Birth weight ®

Mean + SD 3273.7 £397.7 3297.5 +544.9 0.64

Supplemental Table Ill. Distributions of GE metabolites among controls included in the EDEN

(n=143) and PELAGIE (n=66) cohorts.

N(%)>LD Q1 Q2 Q3 P95

MAA EDEN 131(92%)  0.08 0.14 0.24 0.42
PELAGIE 14 (21%) <LD <LD <LD 0.20

EAA EDEN 15 (10%) <LD <LD <LD 0.08
PELAGIE 2 (3%) <LD <LD <LD <LD

EEAA EDEN 77 (54%) <LD 0.06 0.12 0.62
PELAGIE 11 (17%) <LD <LD <LD 0.13

PhAA EDEN 136 (95%)  0.15 0.46 1.72 8.93
PELAGIE 60 (91%) 0.11 0.28 0.74 2.38

2-MPA EDEN 32 (22%) <LD <LD <LD 0.17
PELAGIE 2 (3%) <LD <LD <LD <LD
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3.3. ARTICLE 3: EXPOSITIONS PRENATALES AUX ETHERS DE GLYCOL ET
NIVEAUX D’HORMONES SEXUELLES DANS LE SANG DE CORDON
OMBILICAL

3.3.1. Résumé en francais
Introduction

Les éthers de glycol (EG) sont des solvants oxygénés utilisés dans de nombreux produits a usages
professionnel ou domestique. Plusieurs EG, et plus particulierement leurs métabolites, sont connus
pour leur toxicité testiculaire et leurs effets sur la fertilité et le développement. Des études récentes
chez l'animal rapportent que I'acide méthoxyacétique (MAA) altére I'expression de certains
récepteurs des hormones stéroidiennes suggérant un potentiel mécanisme d’action de perturbation

endocrinienne.

Obijectif

Cette étude a pour objectif d’évaluer les variations des concentrations d’hormones sexuelles a la
naissance en association avec I'exposition prénatale aux EG mesurée a partir de biomarqueurs

urinaires.
Méthodes

La population d’étude comprend 350 nouveau-nés inclus dans la cohorte PELAGIE. Les
concentrations de testostérone (T) et d’cestradiol (E2) ont été mesurées dans le sang de cordon
ombilical par spectrométrie de masse, et ’hormone anti-Miillerian (AMH) et la sex hormone binding
globulin (SHBG) par radio-immunologie. La fraction de testostérone libre (fT) et I'index aromatase
(AI=T/E2) ont été calculés. Les concentrations de huit métabolites d’EG ont été mesurées dans les
urines maternelles collectées pendant la grossesse (<19 semaines d’aménorrhée). Les associations
entre les niveaux d’EG et les concentrations d’hormones ont été évaluées a partir de régressions

linéaires multivariées. Ces analyses ont été stratifiées sur le sexe de I'enfant.
Résultats

Le pourcentage de détection des métabolites d’EG varient de 4% pour |'acide éthoxyacétique (EAA) a
98% pour l'acide butoxyacétique (BAA). Des relations non monotones sont observées entre les
concentrations d’acide méthoxyétoxyacétique (MEAA) et les concentrations d’E2 et I'Al. Une

diminution de la testostérone est observée avec la détection de MAA. Les concentrations d’acide
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phenoxyacetic (PhAA) sont associées a une diminution de la SHBG et de I’Al chez les gargons et une
augmentation de la SHBG chez les filles, comme la détection d’acide éthoxyéthoxyacétique (EEAA).

Ces associations sont robustes d’apreés les analyses de sensibilité réalisées.

Conclusion

Ces résultats suggerent que lI'exposition prénatale a certains éthers de glycol, notamment aux
précurseurs de MAA, MEAA, EEAA et PhAA, modifie I'équilibre hormonal du foetus, de facon
différente selon le sexe du feetus. Les études sur la toxicité des éthers de glycol, et leurs potentielles
capacités a interférer avec le systeme endocrinien, méritent d’étre poursuivies, particulierement
pour le PhAA qui est mesuré chez la quasi-totalité des femmes incluses (son précurseur est

largement utilisé dans les cosmétiques).
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Introduction

Glycol ethers (GE) are oxygenated solvents. They are low volatilesand highly miscible in water and
oils and these properties explained their presence in a large number of products used occupationally
and domestically, including water-based paints, cleaning agents, cosmetics, and drugs. Several GE are
well-known reproductive and developmental toxicants and their toxic effects are thought to be

mediated by their alkoxy acid metabolites.

Animal studies reported adverse effects on the male and female gonads, resulting in decreased
fertility, and increased rate of fetal deaths and congenital anomalies. In addition, it was
demonstrated that ethylene glycol methyl ether (EGME), and especially its metabolite
(methoxyacetic acid, MAA), can disrupt nuclear receptor signaling of steroid hormones in adult rat
testis (Tirado et al., 2003, 2004). Studies in humans are limited but reported similar effects:
occupational exposures to GE, mainly in the semiconductor industry, have been associated with
lower semen quality and decrease fertility among men (Welch et al.,, 1988; Ratcliffe et al., 1989;
Veulemans et al., 1993; Samuels et al., 1995; Multigner et al., 2007), menstrual cycle disorders and
increased time-to-pregnancy among women (Eskenazi et al., 1995; Chen et al., 2002; Hsieh et al.,
2005; Garlantézec et al., 2013), and increased risk of miscarriages and congenital anomalies
(Schenker et al., 1995; Correa et al., 1996; Cordier et al., 1997, 2012; Lorente et al., 2000; Brender et
al., 2002; Chevrier et al., 2006) including a suggesting risk of male genital anomalies (Cordier et al

2012)

It is now established that the fetal environment play a crucial role in the origins of diseases and it has
been suggested that variations in hormonal levels during this critical period of development can
affect the programming of endocrine signaling pathways and result in irreversible effects that may
appear later in life (Zambrano et al., 2014). From the last decades, there is growing concern about
the role of prenatal exposure to chemicals in the occurrence of hormonally-mediated reproductive
health outcomes (e.g., sexual differentiation, male genital malformations, fertility, and cancer) but
only a few studies have used sex hormone levels at birth as an early marker of effect. The accurate
measurement of the fetal hormonal levels presents ethical challenge but umbilical cord blood has
been suggested as a promising biological matrix, with the advantage to be easily collected at birth

and representative of late gestation circulating fetal hormones (Hollier et al., 2014).

The aim of this study was to explore the associations between prenatal exposure to GE, measured by
urinary biomarkers, and levels of sex hormones measured in cord blood of newborns enrolled in a

prospective mother-child cohort.
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Methods

Study population

The study population came from the PELAGIE mother-child cohort which enrolled 3,421 pregnant
women (participation rate of 80%) at the beginning of their pregnancy from three district of Brittany
(western France) between 2002 and 2006. Women were recruited by gynecologists and
ultrasonographers at prenatal care visit and were invited to complete a questionnaire at home about
sociodemographic characteristics, lifestyle and reproductive history. They sent to our lab the
completed questionnaire together with a first-morning-void urinary sample (before 19 weeks of
gestation) in a 10mL test tube (95x16mm polypropylene, with wing plug) including a stabilizer
(hydrochloric acid [HCI] or nitric acid [HNO3]). Upon arrival at the laboratory, urine samples were
frozen at —20°C. At the time of delivery, staff pediatricians of the maternity wards completed forms
reporting medical data about the pregnancy and the newborn health (n=3399 [99%]) and a cord
blood samples was collected from 2138 (62%) women and immediately centrifuged before storage at

-20°Cin our lab.

A random sample of 609 (18%) births was selected from the entire cohort (n=3421) to performed
chemical measurements. Among these newborns, cord blood samples were available for 361 (59%)
of them and we additionally excluded newborns from multiple pregnancy (n=3), with a major
congenital anomaly (n=6), or gestational age <35 weeks (n=2) leading to a final study population of

n=350 newborns.
Exposure assessment

GE metabolites in maternal urine were measured by gas chromatography coupled to mass
spectrometry, and detection was performed in negative ionization mode with methane in full-scan
acquisition between 85 and 152 m/z. These measurements were performed by the Toxicology and
Genopathy Laboratory at the university hospital of Lille (France). We focused on eight
alkoxycarboxylic acids as the main metabolites of GE in use in Europe at the time of sampling:
methoxyacetic acid (MAA), methoxyethoxyacetic acid (MEAA), ethoxyacetic acid (EAA),
ethoxyethoxyacetic acid (EEAA), 2-butoxyacetic acid (BAA), n-propoxyacetic acid (PAA),
phenoxyacetic acid (PhAA), and 2-methoxypropionic acid (2 MPA). The method is linear (r? = 0.99)
from 0.05 to 2.0 mg/L for all of the alkoxycarboxylic acids, yields coefficients of variation < 10% at
0.10 mg/L, and had a limit of detection (LOD) of 0.05 mg/L (Labat et al., 2008). We explored whether

the levels of GE metabolites were affected by sampling characteristics including creatinine level
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(continuous), gestational age at sampling (continuous), transportation time at room temperature (0;
1 or at least 2 days), duration of storage at -20°C (continuous) and the type of stabilizer (HCI or
HNO3). The BAA detection rate decreased with the number of days at room temperature when HCI
was used as stabilizer and we therefore presented BAA results only for women whose samples were

stabilized by HNO:..
Hormone measurements

Assays were performed in the cord blood at the Surgery Research Center of the Medical School of
Creteil (France). Estradiol (E2) and testosterone (T) levels were determined by gas-chromatography
and mass-spectrometry. Sex hormone binding protein (SHBG) and Anti-Midillerian hormone (AMH)
were measured using the IRMA kits from Beckman-Coulter, Villepinte, France. The limits of detection

were 0.002ng/ml for E2, 0.02ng/ml for T, 0.28ug/ml for SHBG, and 0.08ng/ml for AMH.

Calculated free testosterone (fT) were determined with theoretical association constants of
testosterone for SHBG (Ks = 1 x 10(9) L/mol) and albumin (Ka = 3.6 x 10(4) L/mol) (Giton et al., 2007),
and a constant mean value of albumin 30g/| (Keelan et al., 2012). In addition, we calculated the

aromatase index (Al) as T/E2 ratio.

AMH and SHBG (and therefore fT) could not be measured because of insufficient volume for n=11
and n=8 samples, respectively. Hemolysis was present in some samples, and the degree of hemolysis

was ranked by visual inspection according to three levels (none, moderate or high).
Statistical analyses

A log-transformation was applied to all hormone distributions to reach normality. To evaluate
possible nonlinear relation between GE metabolites and hormone levels, each metabolite was
categorized according to the detection rate: those detected in less than 50% were treated in two
categories (i.e., undetected vs detected) whereas those detected in more than 50% were treated in

three categories (i.e., terciles).

Multivariate linear regressions were used to estimate the associations between GE metabolites and
hormones levels. All models were a priori adjusted for gestational age at birth (continuous), newborn
sex, maternal age (continuous), and parity (nulliparous, primiparous). We also adjusted for pre-
pregnancy body mass index (BMI; <25 versus =25 kg/m?) for SHBG and fT. Because we observed
variations in GE metabolites and hormone levels according to some sampling characteristics we

additionally adjusted all models for creatinine level, the type of stabilizer (HCI or HNO3) and the

178



Article 3 : EG et hormones sexuelles

degree of hemolysis of the cord blood sample (none, moderate, high). Interactions with newborn sex

were tested and stratified analyses were systematically performed.

For the most detected GE metabolites (i.e., >60%), we additionally evaluated the dose-response
relation using restricted cubic spline regressions, adjusted for the same covariates, to produce
graphical representation and test for both overall association and nonlinear component of the
association (Desquilbet and Mariotti, 2010). Levels of exposure were log-transformed and
concentrations under the LOD were imputed by a simple distribution based imputation method (Jin
et al.,, 2011). Statistical analyses were performed with SAS software (SAS/STAT version 9.4; SAS

Institute Inc., Cary, NC).

Due to the semi-exploratory goal of our study, we did not propose p-value corrections and accepted
the possibility of false discoveries. As recommended, all statistical tests were pre-specified in
advance (not post hoc) and all results were reported (Rothman, 1990; Bender and Lange, 2001;

Goeman and Solari, 2011).
Sensitivity analyses

Three sets of sensitivity analyses were performed. The first used fully-adjusted models including, in
addition to those mentioned above, the following covariates: smoking status at the beginning of the
pregnancy (no; yes), birthweight (continuous), maternal education (<post-secondary; > post-
secondary), maternal pre-pregnancy BMI (<25 versus 225), gestational diabetes (no; yes), and high
gestational or preexisting blood pressure (no; yes). The second excluded outliers, defined as + 4SD, of
the normalized hormone distribution. And finally, the third excluded all cord blood samples with a

high degree of hemolysis (n=33) and all urinary samples with HCl used as stabilizer (n=88).

Results

Description of the study population

Table 1 shows the main characteristics of the pregnant women and their newborns. At the beginning
of their pregnancy, women were on average 30 years old, most of them had a high level of education
(i.e., 63% post-secondary school), 28% were smoking at the beginning of their pregnancy and 10%
drank alcohol occasionally or regularly. Few women had gestational or preexisting diabetes and high

blood pressure.
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Table 1. Characteristics of the study population (n=350)

N (%)
Maternal characteristics
Maternal age
<25 33(9.4)
25-30 136 (38.9)
30-35 138 (39.4)
>35 43 (12.3)
Mean = SD 30.2+4.0
Maternal pre-pregnancy BMI °
<18.5 28 (8.0)
18.5-25 263 (75.4)
>25 58 (16.6)
Mean + SD 22.3+35
Educational level °
High school or less 131 (37.5)
Postsecondary school 218 (62.5)
Parity
Primiparous 149 (42.6)
Multiparous 201 (57.4)
Smoking status at inclusion *
No smoker 251 (71.9)
Smoker 98 (28.1)
Alcohol consumption at inclusion *
Never 309 (89.6)
Occasional or regular 36 (10.4)
Diabetes (gestational or preexisting)®
No 332 (96.2)
Yes 13 (3.8)
High blood pressure (gestational or preexisting)®
No 326 (93.9)
Yes 21(6.1)
Newborn characteristics
Sex
Boys 168 (48.0)
Girls 182 (52.0)
Gestational age (weeks of gestation)
<37 (preterm birth) 1(0.3)
>37 349 (99.7)
Mean + SD 39.6+1.1
Birth weight
Mean + SD 34743 +414.7

BMI, body mass index
? Missing values on body mass index (n=1), educational level (n=1), smoking status (n=1), alcohol

consumption (n=5), diabetes (n=5) and high blood pressure (n=3)
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Levels of exposure

From Table 2, we observed that the detection rates of GE metabolites ranged from 4% for EAA to

98% for BAA. The highest median concentration was observed for PhAA with around 0.5 mg/L.

Table 2. Detection rates and distributions of GE metabolites (mg/L).

N mesuré N (%) >LD Q1 Q2 Q3 Max
MAA 350 111 (31.7) <LD <LD 0.07 0.55
MEAA 350 223 (63.7) <LD 0.09 0.30 3.90
EAA 350 13 (3.7) <LD <LD <LD 0.62
EEAA 350 67 (19.1) <LD <LD <LD 30.0
PhAA 350 330 (94.3) 0.16 0.49 1.45 26.8
2-MPA 350 23 (6.6) <LD <LD <LD 0.55
BAA 262 257 (98.1) 0.09 0.12 0.16 0.52
PrAA 350 41 (11.7) <LD <LD <LD 0.24

2-MPA, 2-methoxyproprionic acid; BAA, 2-butoxyacetic acid; EAA, ethoxyacetic acid; EEAA, ethoxyethoxyacetic
acid; MAA, methoxyacetic acid; MEAA, methoxyethoxyacetic acid; PhAA, phenoxyacetic acid; PrAA, n-
propoxyacetic acid

Hormone distribution

Overall, levels of E2 and AMH were 10-fold higher than the levels of testosterone (Table 3). As
expected, we observed significant differences in androgen hormone levels according to the newborn
sex (i.e., higher concentrations for T and fT among boys). No significant differences were observed

for E2| or SHBG.

Table 3. Detection rates and distributions of steroids (n=168 boys and n=182 girls).

N (%) >LD Q1 Q2 Q3 Max
T (ng/ml) Boys 168 (100) 0.28 0.38 0.55 3.50
Girls 182 (100) 0.17 0.21 0.31 2.77
SHBG (pg/ml)  Boys 162 (100) 2.38 2.82 4.15 21.65
Girls 180 (100) 2.29 2.72 3.49 34.23
fT (pg/ml) Boys 162 (100) 2.96 4.24 6.61 39.12
Girls 180 (100) 1.91 2.49 3.58 27.04
E2 (ng/ml) Boys 168 (100) 14.52 22.91 32.84 281.53
Girls 182 (100) 14.98 22.91 38.03 317.55
AMH (ng/ml) Boys 162 (100) 26.5 35.43 48.55 106.50

AMH, anti-Mdllerian Hormone; E2, Estradiol; fT, Free testosterone; SHBG, Sex hormone binding
protein; T, Testosterone
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GE metabolites and hormone levels

In overall, all GE metabolites, except PrAA, were associated with a significant (p<0.05) or a suggested
(p<0.10) variation in at least one hormone (Figure 1). The detection of MAA was associated with a
significant decrease in T. The detection of EEAA was associated with a significant increase in SHBG
and a suggested increase in E2, among girls only. A U-shape and an inverse-U shape associations
were observed between categories of exposure to MEAA and levels of Al and E2 respectively, more
pronounced among girls. There was an interaction between level of exposure to PhAA and newborn
sex resulting in a significant dose-response increase in SHBG levels among girls in opposite to a
suggested decrease among boys. Decrease in T and Al are also suggested in association with levels of
PhAA among boys only. Additional suggested associations can be reported: a decrease in fT with
detection of EAA among boys, an increase in T and E2 with detection of 2-MPA, and an increase in E2

and AMH with increasing levels of BAA among boys.

Nonlinear associations

Results from the splines visualization and the nonlinear test are presented in supplemental Figures 1
to 3. A highly significant inverse U-shape was observed between continuous levels of MEAA and
concentrations of E2 (p<0.001), alike among boys and girls (see supplemental Figure 1). U-shape
relations between MEAA and Al were also observed, especially among girls. Significant associations
between continuous levels of PhAA and concentrations of SHBG were also reported but in opposite
direction according to the sex of newborn: PhAA level was associated with a linear increase in SHBG
among girls and a decrease among boys (see supplemental Figure 2). Among boys, a nonlinear
decrease, which seems to reach a plateau at higher dose of PhAA, was suggested as well as for Al. No

significant associations were observed with continuous levels of BAA (see supplemental Figure 3).

Sensitivity analyses

All the significant associations mentioned above remained significant in the three sets of sensitivity
analyses (data not shown). In addition, when excluding serum hemolysis sample or urinary sample
with Hcl as a stabilizer, we observed a significant decrease of SHBG with MAA detection and a

significant increase of AMH with BAA urinary levels.

Figure I. Estimate coefficient and 95% confidence interval between prenatal exposures to glycol ethers (in mg/l)
and Testosterone (T), Sex hormone binding globulin (SHBG), free Testosterone (fT), Esatrdiol (E2), Aromatase
Index (Al) and Anti-Miillerian hormone (AMH). Adjusted for gestational age (continuous), maternal age
(continuous), creatinine levels (continuous), parity (2 categories), type of stabilizer (Hcl, HNO3) and hemolysis level (3
categories). Additionally adjusted for body mass index (2 categories) for SHBG and fT. Both sexes in black (n=350),
boys in blue (n=168), and girls in pink (n=182). Levels of exposure were categorized according to the frequency of
detection: in terciles (reference=1St tercile, dotted line=2" tercile, bold line=3" tercile) or in two categories
(reference=undetected, bold line=detected). 2-MPA, 2-methoxyproprionic acid; BAA, 2-butoxyacetic acid; EAA,
ethoxyacetic acid; EEAA, ethoxyethoxyacetic acid; MAA, methoxyacetic acid; MEAA, methoxyethoxyacetic acid;
PhAA, phenoxyacetic acid; PrAA, n-propoxyacetic acid; *p-value < 0.10, **p-value < 0.05
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Discussion

From our prospective birth cohort study with biomarker-based exposure assessment, we observed
significant associations between prenatal exposure to GE and cord sex hormones. In both sexes,
nonlinear relations were observed for E2 and Al with levels of MEAA as well as a significant decrease
of T with detection of MAA. Among girls, we observed significant increase in E2 concentrations in
association with exposure to EEAA and PhAA. Among boys, a decrease in both SHBG and Al were
observed with levels of exposure to PhAA, and this association seems to reach a plateau at higher

dose.

The urinary measurement of alkoxy acid metabolites is the measure of choice to evaluate GE
exposure and capture all sources and routes of exposure. GE with primary OH groups in the
molecule, are readily metabolized by aldehyde and alcohol dehydrogenase to alkoxy acid metabolites
(Johanson 1996). Nonetheless, the half-life of these metabolites ranged from less than 24 to 80 hours
and measuring them on a spot urine sample may represent GE exposure during the past few days or
weeks only and therefore may lead to exposure misclassification. However, we observed, from the
PELAGIE cohort, a good concordance between levels or detection of GE metabolites and occupational
exposure to solvents assessed by job-exposure matrix or self-reported by questionnaire (Garlantézec
et al.,, 2012). We therefore assume that the levels of exposure to GE do not vary substantially
through the pregnancy because these measurements may represent regular exposure when products

are used daily in the workplace or at home.

Steroids were measured by mass spectrometry, which is the actual gold-standard method for the
measurement of circulating hormones in cord blood, to ensure that cross-reacting substances were
not measured in errors, especially in case of low levels of circulating testosterone (Hollier et al.,
2014). Sex hormones measured in cord blood are likely to represent the late gestational circulating
fetal hormones (Kuijper et al., 2013). However, these circulating hormones are regulated by a
number of cascade reactions and feedback loops, it is difficult from our observational study to
provide evidence about the mechanistic pathways involved in the observed associations. In addition,
it remains unclear whether such changes in circulating sex hormone levels are predictive of the

subsequent occurrence of disease.

We observed that some associations were sex-specific and even in opposite direction according to
the sex of the fetus and this may reflect a toxic effect of GE on the gonads or on the placenta. Indeed,
it has been suggested that the placenta functions in a sex specific manner, including on steroid

pathways, and that males and females institute different strategies to cope with the same adverse
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maternal environment (Clifton, 2010). We did not explain the inverted U-shape association we
observed between the levels of MEAA and E2 concentrations, in both sexes, and consistently in all
sensitivity analyses. The relevant modes of action that explain nonmonotonic dose-response
relations are still poorly investigated but several mechanisms were proposed including opposing
effects induced by multiple receptors, receptor desensitization, negative feedback, or metabolism
modulation (Vandenberg et al., 2012; Lagarde et al., 2015). For most of them only hypotheses were
proposed and their biological basis could not be fully assessed (Vandenberg et al., 2012; Lagarde et

al., 2015).

To our knowledge, this is the first study that evaluated the variation in sex hormone concentrations
at birth in association with prenatal exposure to GE in humans. Only one study among adult men in
occupational setting gives some results concerning exposure to GE and sex hormones levels. This
study reported a decrease in T in association with urinary levels of 2-MPA but not BAA and suggested

a decrease in FSH in association with past exposure to MAA (Multigner et al., 2007).

Several GE are well-known reproductive and developmental toxicants and are therefore classified as
toxic for reproduction by the Classification, Labelling and Packaging (CLP) regulation: category 1A for
EGDEE, category 1B for EGME, EGEE, EGDME, DEGDME, TEGDME and 1PG2ME, and category 2 for
DEGME. The main toxic effects of GE have been unambiguously related to their alkoxy acid
metabolites but the mechanism of toxicity are not fully understood and experimental studies have
mainly focused on precursors of MAA, EAA and 2-MPA. Various modes of action have been proposed
involving interference with DNA synthesis, Krebs cycle, core histone acetylation, and apoptosis
(Inserm, 1999, 2006; Wade et al., 2008; Dayan and Hales, 2014). In addition for MAA, disruption of
nuclear receptor signaling has also been reported such as reduction of endogenous estrogen
receptor alpha (ERa) and attenuation of estrogen-stimulated endogenous gene expression in MCF-7
cells and mouse uterus (Henley et al., 2009), increased expression of estrogen-receptor beta (ERB) in
rat and mouse pachytenes spermatocytes (Selva et al., 2004; Tirado et al., 2004), and increased
expression of androgen receptor (AR) in rat Sertoli cells (Tirado et al., 2003). More recently,
microarray analysis of a Leydig cell line that stably expresses AR has shown that MAA impact the
expression of androgen-responsive genes with complex interactions, both positive and negative,
between testosterone- and MAA-responsive genes (Bagchi et al., 2009, 2011). Although these studies
were conducted to explain adult-testis GE toxicity, they represent interesting complementary
hypothesis regarding the decrease in testosterone observed in the present study with detected levels
of MAA. From our previous work on the PELAGIE cohort, an increased risk of male genital anomalies

was suggested with the detection of EAA (Cordier et al., 2012).
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Concerning the other metabolites, including those we observed significantly associated with variation
in hormones (MEAA, EEAA, and PhAA), their reproductive and developmental toxicity in both animals
and humans is poorly documented (Inserm, 1999, 2006). It is therefore difficult to explain our results
regarding the potential mode of actions of these compounds, especially for MEAA and EEAA which
are metabolized from GE which also produce MAA and EAA as minor metabolites (see supplemental
table 1). In the same way, animal studies about the reprotoxicity of EGPhE and its metabolites PhAA
are limited: conflicting results about male toxicity have been reported and only one study evaluated
its toxicity on female mice and reported a decrease in fertility (Nagano et al., 1984; Heindel et al.,
1990; ECETOC, 2005). This last study performed among two generations, also reported an increase in
mortality rate at birth and at weaning, and a decrease in testicular weight of pups (Heindel et al.,
1990). In addition, one study evaluated the potential estrogenic activity of PhAA and reported no
effect (androgenic activity not tested) (Morohoshi et al., 2005). In Humans, we have previously
observed, from the PELAGIE cohort, a decrease in female fertility (i,e,. increased time-to-pregnancy)

with PhAA levels (Garlantézec et al., 2013).

Based on their recognized reproductive and developmental toxicity, several GE were strictly
regulated by EU between the mid-1990s and early 2000s. These restrictions explain the lower
detection rate of their metabolites (e.g., MAA, EAA, 2-MPA) in opposite to the high detection rate of
MEAA, PhAA and BAA, which are metabolites of still authorized and largely used GE in EU. MEAA is
the primary metabolite of two glycol ethers used in cleaning agents (Afsset, 2008). PhAA is the
primary metabolite of 2-phenoxyethanol (EGPhE), used as a preservative in at least half of perfumes,
creams, lotions, makeup, and hair products (except dyes) on the market in France (at concentrations
up to 1%) and which can also be found in pharmaceutical products and biocides (Afsset, 2008). BAA is
the primary metabolite of EGBE and also one of DEGBE and TEGBE, three glycol ethers used in
various products including paint and varnishes, cosmetics, biocides, and cleaning agents (Afsset,
2008). All of these GE are present in both occupational and domestic products that lead to a
widespread exposure for the general population to compounds for which experimental data are

clearly lacking.

In accordance with the explanatory goal of this study, we decided to not correct for multiple
comparison. Indeed, no previous studies have been published on this subject despite its relevance
regarding the well-known developmental and testicular toxicity of several GE metabolites. We
therefore preferred to protect against type Il error rather than to correct p-value for type | error and
therefore give the possibility to highlight further hypothesis which will need to be confirmed from

both experimental and observational studies. Finally, we cannot exclude that other unmeasured
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hormones or binding proteins could also been involved in the observed associations and that glycol

ether biomarkers could represent other co-exposure that we did not trace.

Conclusion

This study provides suggestion of sex hormone variation at birth with prenatal exposure to GE
through their alkoxy acid metabolites. These findings need to be replicated and support the need for
experimental studies to evaluate the reproductive toxicity and the endocrine effects of GE, especially
for those still in used in EU and frequently found in consumer products such as cleaning agents and

cosmetics.
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Supplementary data

Supplemental Table I. Products that contain GE in France 2000-2006* and their main
metabolites (Sources: AFSSET 2008).

GE® Metabolites
Paints, varnishes, inks PGME 2-MPA®
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
TEGEE EEAA, EAA
EGnPE PAA
Biocides PGME 2-MPA®
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA
Cleaning agents DEGEE EEAA, EAA
DEGBE BEAA, BAA
EGBE BAA
PGME 2-MPA°
DEGME MEAA, MAA
TEGME MEAA, MAA
TEGDME MAA
Cosmetics EGPhE PhAA
EGBE BAA
DEGBE BEAA, BAA
DEGEE EEAA, EAA
EGDME MAA
DEGDME MAA
Drugs DEGEE EEAA, EAA
EGPhE PhAA
EGDME MAA
DEGDME MAA

Bold text corresponds to metabolites included in the present study.

DEGBE, diethylene glycol butylether; DEGDME, diethylene glycol dimethyl ether; DEGEE, diethylene glycol
ethylether; DEGME, diethylene glycol methylether; EGBE, ethylene glycol butylether; EGDME, ethylene glycol
dimethyl ether; EGnPE, ethylene glycol n-propylether; EGPhE, ethylene glycol phenylether; PGME, propylene
glycol methylether; TEGDME, triethylene glycol dimethylether; TEGEE, triethylene glycol ethylether; TEGME,
triethylene glycol methylether. 2-MPA, 2-methoxyproprionic acid; BAA, 2-butoxyacetic acid; EAA,
ethoxyacetic acid; EEAA, ethoxyethoxyacetic acid; MAA, methoxyacetic acid; MEAA, methoxyethoxyacetic
acid; PAA, n-propoxyacetic acid; PhAA, phenoxyacetic acid;

*Ethylene glycol methylether (EGME) and ethylene glycol ethylether (EGEE), mainly metabolized in MAA and
EAA respectively, have been banned in France before the initiation of the cohorts. EGDME and DEGDME have
been regulated in 2004.

® GEs are presented for products by most to least frequently used.

® Metabolite derived from minor B isomer of PGME.
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Chapitre 4. Discussion générale

4.1. SYNTHESE DES RESULTATS

En utilisant un schéma d’étude prospectif et des mesures par biomarqueurs de |'exposition prénatale
a des polluants chimiques, définies a proximité de la fenétre de vulnérabilité, nous avons observé des
associations significatives entre I'exposition maternelle aux POP et aux EG et la survenue
d’indicateurs d’anomalie du développement du systéme reproducteur a la naissance et impliquant le

systéme endocrinien.

Dans notre premiere étude portant sur I'exposition aux POP, des modifications des concentrations
d’hormones dans le sang de cordon ombilical ont été observées. L’exposition aux PCB et certains
pesticides organochlorés (HCB, HCE et a-endosulfan) a notamment été associée a une augmentation
des concentrations de SHBG (et d’E2 pour I'HCE et l'a-endosulfan) et des diminutions des
concentrations de testostérone libre et de I'Index Aromatase (Al). Certaines de ces associations
étaient plus marquées, ou spécifiques, chez les garcons ou les filles. Une augmentation des
concentrations d’AMH est également observée pour les niveaux d’exposition aux PCB les plus élevés
ainsi qu’une diminution des concentrations de testostérone avec la détection de PBDE209 (chez les
garcons). Nous n’avons pas rapporté d’association statistiquement significative avec I'exposition
prénatale aux autres POP incluant le p,p’-DDE, le B- HCH, le y- HCH et la dieldrine. Bien que nos
résultats ne soient pas concordants avec la seule autre étude s’étant intéressée aux niveaux
d’hormones sexuelles dans le sang de cordon [296], ils le sont avec les études montrant une
diminution de I’Al et une augmentation de la SHBG a un age plus avancé (8-20 ans) aprés exposition
prénatale aux PCB [299,302—-304].

Chez I’'animal, les mécanismes de perturbation endocrinienne de plusieurs POP ont été démontrés
mais leurs effets chez 'Homme sont encore controversés. Du fait de la cascade de réactions
enzymatiques impliquée dans la stéroidogénése et du potentiel de compensation de I'organisme vis-
a-vis d’'une modification physiologique, il est difficile d’établir un lien entre I’activité endocrinienne
d’une substance observée in vitro et une modification des niveaux d’hormones circulantes.
Cependant, les résultats présentés dans cette premiere étude suggérent que I'exposition aux POP
pendant la gestation affecterait les fonctions du systéme endocrinien dés la période foetale et se
traduirait par une modification de I’équilibre hormonal. Les conséquences de telles modifications sur

la santé reproductive a la puberté et a I’dge adulte devront étre confirmées.

Concernant I'exposition prénatale aux éthers de glycol, nous avons observé pour le MAA et I'EAA, qui
sont les deux métabolites pour lesquels la toxicité testiculaire est la mieux documentée, une
augmentation du risque d’hypospade et une diminution des concentrations de testostérone (totale
ou libre) a la naissance. L’exposition au 2-MPA a également été associée a une augmentation du

risque de malformations de I'appareil génital du garcon et des augmentations des concentrations de
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testostérone et d’cestradiol ont été suggérées. Pour I'exposition a 'EEAA et au PhAA, il n'y a pas
d’évidence d’une augmentation du risque de malformations génitales (une diminution du risque est
méme rapportée) mais, pour le PhAA, une diminution des concentrations de testostérone et de
SHBG ainsi qu’une variation non monotone de I'Al sont suggérées chez le garcon. A l'inverse, chez les
filles, on observe une augmentation des concentrations de SHBG avec |'exposition a 'EEAA et au
PhAA. Enfin, des relations non monotones entre I'exposition au MEAA et les concentrations d’E2 et
I’Al sont observées, et sont plus particulierement marquées chez les filles. Quelques associations
sont suggérées avec I'exposition au BAA (augmentation des concentrations d’E2 et d’AMH chez les
garcons, augmentation de fT chez les files) mais aucune avec I'exposition au PrAA. L'étude de
certaines autres hormones impliquées dans le développement du systéme génital, telles que la DHT

ou I'INSL-3, pourrait permettre de compléter ces résultats.

Les solvants, et plus particulierement les éthers de glycol, sont souvent cités comme exemple de
molécules reprotoxiques qui agissent par des mécanismes de toxicité directe. Il a été démontré chez
I’animal mature que certains éthers de glycol (dont 'EGME et son métabolite le MAA) exercaient une
toxicité directe au niveau cellulaire (apoptose), qui s’est révélée hautement spécifique pour la lignée
cellulaire germinale (spermatocytes), entrainant ainsi une diminution de la fertilité [338,339]. Cette
apoptose des cellules germinales se produirait a la suite de signaux transmis par les cellules de
Sertoli, qui seraient donc le siege de 'action toxique des éthers de glycol. Des études ont d’ailleurs
montré que le MAA altérait I'expression des récepteurs des hormones stéroidiennes ou de leurs
protéines de transport [355,356,359]. Bien que le MAA ne semble pas interagir directement avec ces
récepteurs [359], I'implication de mécanismes de perturbation endocrinienne ne peut étre exclue.
Les résultats observés dans la présente these concernant le risque de malformations génitales d’une
part et des variations d’hormones sexuelles d’autre part, suggérent le caractére potentiel de
perturbateur endocrinien de certains métabolites d’éthers de glycol. Les études expérimentales
évaluant les capacités endocriniennes des éthers de glycol et de leurs métabolites sont limités
puisque seuls le MAA (effets cestrogéniques et androgéniques) et le PhAA (effets cestrogéniques
seulement) ont été testés. De méme, la présence de malformation génitale n’est majoritairement
pas évaluée dans les études animales. Il est ainsi nécessaire de réaliser des études toxicologiques
supplémentaires, en suivant les recommandations de I'OCDE pour |'évaluation des perturbateurs
endocriniens, afin d’enrichir les connaissances sur les mécanismes de toxicité des éthers de glycol.
Chez I'Homme, trés peu d’études ont été publiées mais on peut citer les résultats d’une étude
réalisée chez des hommes exposés professionnellement et pour lesquels une diminution des niveaux
de testostérone a été suggérée en association avec les niveaux urinaires de 2-MPA, mais pas de BAA
[381]. En population générale, un allongement du délai nécessaire a concevoir a été observé en

association avec les niveaux de PhAA urinaires (pas d’association pour les autres métabolites
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mesurés) [387]. A notre connaissance, aucune étude portant sur le risque de malformation génitale

n’a été publiée (excepté celle utilisant les données de la cohorte PELAGIE).

Beaucoup d’EG sont connus et étiquetés en tant que substances reprotoxiques et sont par
conséquent tres restreints d’'usage en Europe (EGME, EGEE, EGDME, EGDEE, DEGDME, TEGDME,
1PG2ME). Mais la ou I’évaluation des risques est imparfaite, c’est que la toxicité des EG est évaluée
individuellement, sans prendre en compte le fait que plusieurs EG sont des précurseurs d’'un méme
métabolite, dont certains sont reconnus comme toxiques. A titre d’exemple, I'EGME et I'EGDME sont
majoritairement métabolisés en MAA tandis que le DEGME ou le TEGME (non restreints) sont
majoritairement métabolisés en MEAA mais également, de fagon minoritaire, en MAA (Tableau 7).
Ainsi, la présence de métabolites dont les principaux EG précurseurs sont restreints d’utilisation,
dans les urines des femmes enceintes, pourraient provenir de |'exposition a d’autres EG toujours

autorisés.
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4.2. CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES
4.2.1. Schéma d’étude

Les trois études présentées dans cette these reposent sur les données recueillies a partir de cohortes
mere-enfant. Du fait de son caractére prospectif, ce type d’étude posséde un niveau de preuve élevé
en épidémiologie. Les deux études portant sur les variations des niveaux d’hormones sexuelles ont
été réalisées a partir de sous-groupes sélectionnés aléatoirement au sein de la cohorte PELAGIE.
Cette sélection aléatoire permet la représentativité du sous-groupe étudié vis-a-vis de la cohorte
source. A noter que I'on observe une surreprésentation des femmes avec un niveau d’études élevé

dans la cohorte (>60% d’études supérieures).

L'étude des malformations de I'appareil génital du garcon a été réalisée a partir d’'une étude cas-
témoin nichée dans les cohortes PELAGIE et EDEN. Ce type de schéma d’étude combinant les
données de plusieurs cohortes présente I'avantage d’accroitre I'effectif total et donc d’augmenter a
priori la puissance, cependant celle-ci peut aussi étre dimminuée en cas d’hétérogénéité entre les
cohortes [396]. Les sources possibles d’hétérogénéité identifiées dans la présente étude concernent
le recrutement, la définition des cas ainsi que le recueil (dge gestationnel) et le stockage des
prélevements urinaires (cf Tableau 12). L’appariement des cas et des témoins sur la région
d’inclusion et I'age gestationnel au moment du prélevement d’urines, suivi de ['utilisation de
modeles de régressions logistiques conditionnelles, permet de contrdler en partie ces différences
entre cohortes. Cependant, les intervalles de confiance obtenus de cette fagon sont larges et sont le
reflet d’un manque de puissance lié au faible effectif mais aussi probablement de I'hétérogénéité
entre cohortes. Nous avons observé que les concentrations urinaires d’EG sont plus élevées chez les
femmes EDEN que chez les femmes PELAGIE, or puisque la catégorisation de I'exposition a été
réalisée a partir de I'ensemble des témoins (EDEN et PELAGIE), la cohorte EDEN est surreprésentée
dans les catégories d’exposition les plus élevées et la cohorte PELAGIE dans les catégories
d’exposition les plus faibles. Cela peut avoir pour conséquence d’augmenter les incertitudes autour
des estimateurs mais aussi de créer artificiellement une association entre les catégories d’exposition
aux EG et le risque de malformation (reflétant un effet cohorte) [396]. Les résultats publiés
précédemment a partir des données de la cohorte PELAGIE (étude cas-témoin nichée sans
appariement) suggéraient une augmentation du risque de malformation génitale en association avec
I’exposition a I'EAA et dans une moindre mesure au MAA (pas d’estimation pour le 2-MPA compte
tenu du faible taux de détection) [207]. Au sein de la cohorte EDEN, on observe également des OR
augmentés (non significatifs) en association avec ces deux métabolites et une augmentation
significative du risque avec le 2-MPA (cf Annexe 2, Tableau 13). Au vu de cette concordance entre les
deux sous-populations, il est raisonnable de penser que les associations observées dans I'étude les

combinant ne traduisent pas d’un effet cohorte.
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Enfin, il est aussi probable que I'appariement effectué entre les cas et les témoins ait également eu
un impact sur la puissance statistique de I'étude. En effet, il est a noter que dans la premiére étude
publiée a partir des données de la cohorte PELAGIE, les cas et les témoins n’étaient pas appariés, ce
qui permettait d’utiliser un groupe témoins plus important (n=580). Une perte de puissance est ainsi
observée lorsque l'on estime les risques au sein de la cohorte PELAGIE en tenant compte de
|"appariement. La méthode de calcul des intervalles de confiance (profile likelihood) peut également
étre a l'origine d’une plus grande incertitude autour des estimations. Dans le cas de petits
échantillons, ces intervalles de confiance fournissent une couverture plus réaliste que les intervalles
de confiance standards (Wald) mais sont par conséquent plus larges. En d’autres mots, les intervalles
de confiance de Wald sous-estiment la variabilité autour des estimateurs lorsque les effectifs sont

faibles.

4.2.2. Evaluation des expositions

L'un des atouts des études de cohortes de naissances est qu’elles permettent une évaluation
prospective des expositions au cours de la grossesse, notamment via le recueil de prélevements
biologiques (urines, sang, cheveux...). L'utilisation de biomarqueurs d’exposition est une méthode de
choix pour estimer au mieux la dose interne d’exposition. Cependant, il est important de s’assurer
que cette mesure est représentative de I'exposition recue au cours de la fenétre de susceptibilité de
I’évenement de santé d’intérét. Du fait de la longue demi-vie des POP qui se stockent dans les
graisses, on peut raisonnablement considérer qu’une mesure de |'exposition a la naissance est
représentative de I'exposition au cours de la grossesse. De plus, l'utilisation du sang de cordon
ombilical permet de mieux appréhender le profil des molécules ayant traversé la barriére placentaire
et donc le niveau d’exposition du foetus. A l'inverse, les éthers de glycol sont des composés
rapidement métabolisés en métabolites acides dont les demi-vies sont nettement plus courtes que
celles des POP, de I'ordre de quelques heures a quelques jours. Ainsi, une mesure ponctuelle de ces
métabolites peut étre sujette a des erreurs de mesures au regard de la fenétre d’exposition visée. Au
sein de la cohorte PELAGIE, on observe des corrélations entre les concentrations ou la détection de
métabolites d’EG et I'exposition professionnelle aux solvants évaluée a partir de I'intitulé de I'emploi
de la meére pendant la grossesse et de matrices emplois-expositions [337]. On peut ainsi faire
I’hypothése que la mesure urinaire en début de grossesse représente un usage régulier au travail de
produits contenant des éthers de glycol, du moins jusqu’a la mise en place de mesures de protection
individuelle potentielles et du congé maternité (erreur de mesure plus importante pour EDEN). Cette
mesure pourrait aussi en partie refléter un usage régulier a domicile via les cosmétiques et les
produits d’entretien, mais qui tout comme les usages professionnels, peut avoir été modifié au cours
de la grossesse et ne pas étre représentatif de la fenétre de susceptibilité d’intérét. Ainsi, la mesure

réalisée au début de la grossesse pour les femmes de la cohorte PELAGIE capture probablement le
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niveau d’exposition au cours de la période d’organogénése avec un biais de mesure moins important
2 e . e .
que pour les femmes de la cohorte EDEN dont le préléevement a été fait au cours du 6° mois de
grossesse (mais qui est de fait plus proche de la période correspondant a la derniere phase de
descente testiculaire). Les effets de I'exposition aux EG observés sur les niveaux d’hormones a la
naissance traduiraient davantage une altération du développement du systeme endocrinien au début

de la grossesse qu’un effet instantané.

La grossesse est associée a d'importantes modifications physiologiques chez la mere, qui peuvent
impacter la distribution, le métabolisme et I’élimination des xénobiotiques, et ainsi augmenter les
erreurs de mesure dans I’évaluation des expositions effectuée a partir d’'un seul prélevement
biologique au cours de la grossesse. La grossesse mobilise notamment les stocks de graisse, re-
larguant ainsi des composés lipophiles qui s’y sont accumulés, tels que les POP, dans la circulation
sanguine. L'augmentation de la filtration glomérulaire (formation de l'urine primitive) pourrait
également impacter [I'élimination des xénobiotiques par les urines. Les modeles de
pharmacocinétique-pharmacodynamie (PK-PD) sont essentiels pour mieux comprendre la
toxicocinétique des xénobiotiques pendant la grossesse mais sont encore peu développés et difficiles
a appréhender par les épidémiologistes. A défaut, la prise en compte des taux de lipides (sang) et de
créatinine (urine) dans les modeéles d’estimation des risques est aujourd’hui une méthode
couramment utilisée pour tenter de corriger les erreurs de mesures liées a ['utilisation de

biomarqueurs d’exposition.

On observe des niveaux de biomarqueurs d’exposition aux EG plus élevés dans la cohorte EDEN que
dans la cohorte PELAGIE. Bien que nous ne puissions déterminer l'origine de ces différences,
certaines hypothéses peuvent étre proposées : 1) des niveaux d’exposition plus élevés dans EDEN
que dans PELAGIE, 2) une dégradation des urines PELAGIE liée a I'envoi du préléevement par voie
postale par les femmes et a son stockage a -20°C (-80°C dans EDEN), 3) une différence de
toxicocinétique entre le 1* et le 2° trimestre de grossesse (périodes de prélévement respectives dans
PELAGIE et EDEN), 4) une contamination des urines EDEN. Il est peu probable que ces différences
correspondent a des situations d’exposition spécifiques des femmes de la cohorte EDEN: la
superposition des périodes d’inclusion des deux cohortes garantit la comparabilité des circonstances
d’exposition potentielles aux EG et globalement on n’observe pas de différence entre les
caractéristiques maternelles des femmes EDEN et PELAGIE. La validation interne effectuée sur une
trentaine d’échantillons PELAGIE envoyée aux deux laboratoires d’analyse écarte également la
probabilité d’un effet laboratoire. Dans tous les cas, ces erreurs de mesure seraient probablement
non-différentielles au sein de chacune des cohortes et auraient ainsi tendance a biaiser les résultats
vers une sous-estimation des associations. Cependant, comme mentionné précédemment, une

association artificielle pourrait étre observée lorsque I'on combine les deux cohortes, du fait de la
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sur-représentation des cas, et des sujets avec les concentrations de métabolites d’EG les plus

élevées, dans la cohorte EDEN.

4.2.3. Evaluation des anomalies du développement du systeme reproducteur

Le sang de cordon ombilical est une matrice biologique qui peut facilement étre recueillie a la
naissance et qui permet la mesure des concentrations de stéroides foetales en fin de grossesse. Les
méthodes de dosage par spectrométrie de masse sont aujourd’hui recommandées pour mesurer les

ere

stéroides dans le sang de cordon. Cependant, la 17" série de dosages hormonaux, qui a été étudiée
en association avec l'exposition aux POP, a été réalisée par radio-immunologie ce qui limite
I'interprétation des résultats portant sur la testostérone. En connaissance de cause, la spectrométrie
de masse a été choisie comme méthode analytique lors de la 2° série de dosages hormonaux, en
association avec I'exposition aux EG. Les deux études présentées dans cette these se sont limitées a
I’étude de deux stéroides (testostérone et cestradiol) or nous avons vu dans le Chapitre 1, que leur
synthése résultait d’'une cascade de réactions enzymatiques impliquant plusieurs autres stéroides
(Figure 5). Il serait ainsi pertinent de s’intéresser aux variations de I'ensemble des stéroides pour

mettre en évidence la ou les étapes de métabolisation qui sont potentiellement au siege de la

perturbation hormonale.

Les cas de malformations de I'appareil génital du garcon ont été identifiés parmi les nouveau-nés
inclus dans deux cohortes mere-enfant prospectives. Ce schéma d’étude permet de limiter le biais de
sélection inhérent aux études cas-témoins classiquement mises en ceuvre pour pallier la faible
prévalence de cas de malformations. Le diagnostic de cryptorchidie, et dans une moindre mesure
d’hypospade, s’avere délicat a la naissance et la confirmation de la présence d’une malformation
génitale, au cours du suivi postnatal des enfants, garantit une bonne spécificité de I'’évaluation des
cas. Cependant, bien que la confirmation des cas garantisse un taux de faux positif a priori nul, le

taux de faux négatif peut quant a lui s’avérer plus important (perdu de vue).

On observe, au sein de la cohorte EDEN, une prévalence plus importante de malformations de
I"appareil génital, et en particulier de cryptorchidies, que dans la cohorte PELAGIE. Ces différences
peuvent étre liées au mode d’identification et de confirmation des cas. A la naissance, I'utilisation
d’un questionnaire plus détaillé dans la cohorte EDEN (position exacte du testicule) pourrait avoir
engendré un sur-diagnostic de cryptorchidies (ex : testicule rétractile ou en position supra-scrotale).
On observe d’ailleurs une plus forte proportion de testicules en position inguinale superficielle (74%
contre 45% pour PELAGIE). Les méthodes de confirmation des cas sont également différentes entre
les deux cohortes mais aboutissent a une méme proportion de cryptorchidies confirmées (27-28%).
Pour les enfants EDEN dont le testicule n’était pas encore en place a I'dage de 1 an, il était peu

probable que celui-ci descende spontanément aprés cet age. Une opération chirurgicale étant
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souvent proposée dans l'année qui suit, nous aurions trés certainement identifié ces cas en
interrogeant les chirurgiens pédiatriques, comme cela a été fait dans PELAGIE. De méme, si les cas
confirmés dans PELAGIE avaient été examinés a 1 an, leur testicule n’aurait pas été en place. Enfin,
ces différences de prévalences pourraient aussi s’expliquer par un biais de sélection lié¢ au mode de
recrutement des femmes enceintes : 'ensemble des femmes de la cohorte EDEN ont accouché dans
un CHU (critere d’inclusion) contre 20% des femmes PELAGIE. Il est probable que les profils des
femmes accouchant dans un CHU different des profils des femmes accouchant dans un autre type
d’établissement, en particulier en termes de risques associés a la grossesse (maternités de niveau 3).
Or, si les facteurs de risque d’accoucher dans un CHU sont également associés au risque de

malformation génitale, alors cela peut entrainer une surreprésentation des cas dans la cohorte EDEN.

Les différences de résultats observés en étudiant I'ensemble des cas identifiés a la naissance et en se
limitant aux cas confirmés peuvent refléter un manque de spécificité a la naissance qui aura pour
conséquence de sous-estimer le risque. Pour les cryptorchidies, on peut aussi faire I’hypothése que
les mécanismes impliqués dans la survenue d’une cryptorchidie dont la descente testiculaire est
spontanée sont différents de ceux d’une cryptorchidie qui va persister. De méme, les mécanismes
dirigeant la descente testiculaire et la fermeture du méat urinaire sont différents et il n’est donc pas
incohérent d’observer des associations différentes avec I'une ou I'autre des malformations. Pour le
risque de cryptorchidie, I'absence d’association peut également résulter d’'une erreur de mesure
dans I'évaluation de I'exposition (réalisée avant la 28° semaine d’aménorrhée) au regard de la

période de susceptibilité pour la descente inguino-scrotale des testicules.
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4.3. REGLEMENTATION DES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

4.3.1. La position actuelle de la Commission Européenne

Bien que des réglementations existent pour encadrer I'utilisation des substances chimiques (ex:
REACH), il n’existe pas de réglementation sur I'encadrement des perturbateurs endocriniens a
proprement parlé du fait de I'absence de critéres harmonisés permettant de les qualifier comme tels.
Dans cet objectif, le Parlement Européen a ainsi chargé la Commission Européenne de définir les
criteres d’évaluation des perturbateurs endocriniens avant la fin de I'année 2013 mais celle-ci a
manqué a ses obligations. Le 16 décembre 2015, la Commission Européenne a été condamnée par la
Cour de Justice de I'Union Européenne pour ne pas avoir mis en place de cadre réglementaire. Six
mois plus tard, le 15 juin 2016, la Commission Européenne a rendu son rapport et a défini comme
perturbateur endocrinien «une substance qui a des effets indésirables sur la santé humaine, qui agit
sur le systeme hormonal et dont le lien entre les deux est prouvé». Cette définition, restreinte aux
seuls effets chez 'Homme et pour lesquels une relation causale est mise en évidence, a provoqué un
tollé au sein de la communauté scientifique. En effet, il faudra attendre que les effets soient visibles
sur la santé humaine avant d’agir (et non plus des suspicions ou des études réalisées sur les
animaux), ce qui va a I’encontre du principe de précaution. De plus, les effets nocifs observés devront
étre causés par une action a travers le systeme hormonal, ce qui chez I'Homme, est difficile a établir
avec certitude au vu des limites inhérentes aux études épidémiologiques. La Commission
Européenne a de plus écarté I'approche par catégories, privilégiée par les endocrinologues et de
nombreuses ONG environnementales, qui de fagon similaire a la classification CLP ou a celle du
Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC), permet de classer les substances en fonction
du degré de preuve de leur dangerosité. Enfin, autre élément qui fait débat : Bruxelles a prévu des
dérogations en cas de "risque négligeable". En résumé, réguler les perturbateurs endocriniens va
s'avérer infiniment difficile puisque, comme l'indique I'Endocrine Society : « La Commission
européenne a placé la barre si haute qu’il sera difficile de I'atteindre, quand bien méme il existe les

preuves scientifiques de dommages. ».

4.3.2. La substitution des perturbateurs endocriniens

La France fait partie des pays qui poussent a ce que la réglementation autour des perturbateurs
endocriniens évolue, notamment au niveau européen. Le symbole en est I'interdiction du Bisphénol-
A dans les contenants alimentaires, une mesure unique au niveau international. On peut aussi
rappeler que la France était parmi les 1°” pays a interdire le tributylétain dans les peintures pour les
coques de bateaux ; puis la communauté internationale a suivi. Ces décisions prises par la France ont
certainement un effet bénéfique sur la santé de la population. Cependant, lorsque les pays voisins ne

suivent pas la méme démarche de réglementation, cela peut également entrainer une perte de
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compétitivité des industries francaises. En poursuivant avec I'exemple du BPA, son retrait des
contenants alimentaires raccourcirait les dates limites de consommation des aliments, et impacterait
la compétitivité des industries agroalimentaires frangaises sur le marché de |'export. L'argument
économique, au détriment du risque sanitaire, est souvent avancé par les industries pour pousser les
décideurs a limiter les réglementations. C'est d’ailleurs pour réaliser une étude d’impact que la
Commission Européenne justifie son retard pour établir les critéres d’identification des perturbateurs
endocriniens. Reste la question du délai accordé aux industries pour identifier des moyens de
substitution : plus celui-ci sera long et plus la population continuera d’étre exposée mais plus celui-ci
sera court et plus les études de toxicologie des produits de substitution seront réalisées
précipitamment. C’est ainsi qu’aujourd’hui, on s’interroge sur I'innocuité des substituts du Bisphénol-
A tels que le Bisphénol-S ou —F, pour lesquels des effets de perturbations endocriniennes ont

également été rapportés [397].

4.3.3. Les difficultés liées a I'extrapolation animal-humain

Bien que plusieurs parametres physiologiques impliqués dans la stéroidogénése soient communs a
de nombreuses espeéces, certaines différences existent dans la synthése des stéroides ou I'expression
enzymatique. En effet, contrairement a I’'Homme, les glandes surrénales du rongeur sont dépourvues
de la 17-hydroxylase ce qui par conséquent limite la synthése de DHEA(S) surrénalienne. De méme, la
voie préférentielle de synthése des androgénes a partir de la pregnénolone est la A5 chez I’'Homme
(séquence 17a hydroxy-pregnénolone et DHEA) tandis que c’est la A4 chez le rongeur (séquence
progestérone, 17-hydroxy-progestérone et androsténedione). De plus, les périodes de
développement different entre I’homme et I'animal. Les rongeurs naissent beaucoup plus immatures
que la plupart des autres mammiferes : la période néonatale du rongeur correspond, du point de vue
du développement, a la fin de la gestation chez 'Homme. Ainsi, chez le rongeur, la descente inguino-
scrotale des testicules ne se déroule pas pendant la gestation mais aprés la naissance (jusqu’a J20).
De méme, la différenciation des organes génitaux internes et externes se terminera au cours de la
période post-natale. Cependant, plusieurs des lignes directrices de I'OCDE pour les essais de
reprotoxicité des produits chimiques ne couvrent pas la période postnatale. En effet, selon la ligne
directrice 414, la mére est sacrifiée le jour précédant la parturition et selon les lignes directrices 421
et 422, les petits sont sacrifiés a J4. Seules les études sur plusieurs générations (OCDE 415, 416)
permettent de couvrir la fin de la période du développement génital chez le rongeur. De plus, dans le
passé, les malformations de I'appareil génital pouvaient étre considérées comme des malformations
mineures par rapport a d’autres types de malformations et n’étaient pas systématiquement
rapportées dans les études animales. Il est donc assez difficile de comparer les résultats d’études
épidémiologiques avec les données de la littérature animale et particulierement lorsque celle-ci

concerne les rongeurs.
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4.4. IMPLICATION EN SANTE PUBLIQUE
4.4.1. La perception du risque chimique

D’apres le barometre 2015 de I'IRSN (Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire) sur la
perception des risques et de la sécurité par les Francais, le risque chimique atteint la derniéere place
des préoccupations des Francais, loin derriere le chdmage et le terrorisme mais aussi les risques
nucléaires ou I'épidémie d’Ebola [398]. Les perturbateurs endocriniens ont fait leur entrée dans ce
barometre et un Francais sur trois estime que les risques relatifs a cette situation sont élevés [398].
Cependant, le sujet semble encore assez mal connu, puisque plus de 10% des personnes interrogées
n’ont pas répondu a cette question (contre <1% pour la plupart des autres risques évalués). A ma
connaissance, bien que des travaux soient en cours, il n’existe actuellement pas de données
francaises dans la littérature portant sur la perception des risques liées aux expositions
environnementales pendant la grossesse. Or, la grossesse est une période au cours de laquelle les
femmes changent leurs habitudes notamment pour limiter les « risques » pour le foetus (alcool,
tabac). Cependant, I'attitude de chacun face au risque dépend de nombreux facteurs, individuels et
collectifs, d’ordre psychologique, économique, social et culturel. Ainsi, certaines femmes seront plus
sensibles a I'impact potentiel des expositions environnementales sur le développement du feetus et
tenteront de réduire leur exposition tandis que d’autres ne considéreront pas cela comme une
priorité au regard d’autres préoccupations, financiere ou familiale par exemple. Une meilleure
connaissance de la perception du risque chimique par les femmes enceintes permettrait d’adapter
les stratégies de prévention en ciblant les populations vulnérables et tenter ainsi de réduire les

inégalités sociales de santé.

4.4.2. Mesure de prévention aupres des femmes enceintes

Concernant I'exposition aux POP, des recommandations ont récemment été mises en place en
France afin de limiter I'exposition via la consommation de poissons. Il est ainsi recommandé aux
populations sensibles, dont les femmes enceintes, de consommer deux portions de poissons riches
en oméga-3 (saumon, hareng, maquereau) par semaine, tout en variant les espéces et les lieux
d’approvisionnement, et de limiter la consommation de certains autres poissons dont les poissons
d’eau douce fortement bio-accumulateurs (anguille, barbeau, carpe...) et les prédateurs sauvages
(lotte, loup, raie, thon...). Les diverses stratégies de décontamination de I’environnement menées ces

dernieres décennies ont permis de réduire les niveaux d’exposition de la population.

Concernant I'exposition aux éthers de glycol, ou aux solvants et autres produits chimiques en milieu

professionnel, le code du travail prévoit une interdiction d’utilisation, par les femmes enceintes ou
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allaitantes, des agents classés toxiques pour la reproduction de catégorie 1A ou 1B selon la
classification CLP. La réglementation REACH encadre également I'utilisation d’agents reprotoxiques
dans les produits de consommation a destination du grand public et des mesures de restrictions
supplémentaires existent pour 'EGBE et le DEGME dans les cosmétiques et I'EGPhE dans les biocides
a usage vétérinaire. Pour les autres éthers de glycol, puisque les données actuelles sur les effets
reprotoxiques sont limitées, il n'y a pas de mesure de restriction ni de mesure de prévention
particuliére aupres des femmes enceintes. De plus, méme si des mesures de préventions pouvaient
étre données aux femmes enceintes afin de limiter |'utilisation des produits de consommation
contenant des EG, il leur serait aujourd’hui difficile d’y parvenir puisque, contrairement aux
cosmétiques, la composition des produits d’entretien ou encore des peintures n’est généralement
pas précisée sur le contenant. D’apres le réglement (CE) n° 648/2004 du Parlement européen et du
Conseil du 31 mars 2004 relatif aux détergents, les fabricants ne sont pas contraints de faire figurer la
liste exhaustive des composants du produit sur I'étiquetage mais seulement I'adresse d’un site web
ou cette information est a priori accessible. |l est ainsi difficile pour le consommateur de s’informer

sur la présence de certaines substances, dont les éthers de glycol, dans ces produits.

4.4.3. Impact sur la santé

La littérature et les travaux présentés dans cette thése suggerent que I'exposition prénatale a des
polluants chimiques est associée a des altérations du développement foetal du systéme reproducteur.
Selon le concept des origines développementales de la santé, les effets subtils observés chez I’enfant,
suite a des expositions a des polluants chimiques pendant la grossesse, pourraient présager du
développement de pathologies observées a plus long-terme incluant des troubles de la fertilité, des
maladies cardio-vasculaires, des cancers ou encore de I'obésité et du diabéte [40,117,399]. Plusieurs
de ces pathologies sont parmi les premieres causes de mortalité dans le monde et leur caractere
chronique met en péril I'équilibre social des individus et les systémes de santé. Des chercheurs
européens et américains de diverses disciplines ont récemment publié un article dans lequel le co(t
économique des effets des perturbateurs endocriniens sur la santé humaine en Europe a été évalué
a partir des données de la littérature [400]. En tenant compte du niveau de preuve existant pour les
différents effets étudiés, le colt annuel médian estimé est de 163 milliards d’euros, soit 1.28% du
PIB. La France ressort comme le Pays avec le co(t annuel le plus élevé avec 28 milliards d’euros.
Aussi, il est important d’agir afin de limiter I'exposition de la population, et notamment celle des
populations sensibles, pour réduire les impacts sanitaires, environnementaux, mais également

économiques et sociaux liés aux perturbateurs endocriniens.
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4.5. PERSPECTIVES DE RECHERCHES

4.5.1. Evaluer les niveaux d’exposition aux éthers de glycol dans la population
générale et confirmer leurs effets sur la santé

Au cours des 20 derniéres années, la réglementation autour de I'utilisation des éthers des glycols a
nettement évolué en Europe et particulierement en France. La catégorisation de plusieurs EG en tant
gue substances reprotoxiques a permis de diminuer I'exposition de la population générale et des
travailleurs mais nous ne disposons que de tres peu d’informations concernant les sources et les
niveaux actuels d’exposition. Une étude menée par I’Agence nationale de sécurité sanitaire de
I"alimentation, de I'environnement et du travail et publiée en 2008 rapporte la présence d’éthers de
glycol dans divers produits a usage professionnel et domestique dont les peintures, encres et vernis,
les produits d’entretien et les cosmétiques [334]. Cependant, les données sont parfois trés anciennes
et a notre connaissance aucune étude de biomonitoring en population générale n’est disponible,
excepté une étude réalisée en Allemagne en 2007-2008, chez 44 sujets non exposées
professionnellement, qui rapporte notamment des niveaux d’exposition au MAA comparables aux
niveaux mesurés en 2002-2006 chez les femmes enceintes des cohortes PELAGIE et EDEN (médiane =
0.11mg/l). Il est ainsi indispensable de réaliser des études de biomonitoring de plus grande
envergure afin d’évaluer les niveaux actuels d’exposition (et leurs sources) de la population générale
pour éventuellement mettre en place des recommandations chez les femmes enceintes et/ou en age
de procréer. Cependant, des études supplémentaires sont nécessaires pour améliorer les
connaissances sur les effets de I'exposition aux éthers de glycol sur la santé. Cela concerne : 1) des
études toxicologiques, in vitro et in vivo, pour évaluer |'activité endocrinienne potentielle des éthers
de glycol et la toxicité des éthers de glycol encore peu étudiés et non restreints par la réglementation
actuelle (TEGME, DEGEE, DEGDEE), et 2) des études épidémiologiques prospectives, a partir de
cohortes mére-enfant et une évaluation de I'exposition par biomarqueurs, pour confirmer nos

résultats et suivre les effets des éthers de glycol sur le développement post-natal.

4.5.2. Améliorer les connaissances sur les mécanismes de perturbation
endocrinienne pendant la grossesse : le réle du placenta

Le placenta joue un role primordial dans la stéroidogénése pendant la grossesse et certaines des
modifications d’hormones observées dans le sang de cordon pourraient résulter d’'une perturbation
endocrinienne exercée au niveau placentaire. A titre d’exemple, I'augmentation des niveaux
d’cestradiol et la diminution de I'Aromatase index observées en association avec les niveaux
d’exposition a plusieurs POP peuvent résulter d’une inhibition de I'aromatase, qui est

majoritairement placentaire. Grace a I'évolution des techniques analytiques, il est aujourd’hui

217



Chapitre 4. Discussion générale

possible de mesurer, dans le placenta, I'activité de certaines enzymes impliquées dans la synthese
des stéroides (aromatase, 3B-HSD). De méme, le développement de I'épigénétique et I'hypotheése
selon laquelle les expositions environnementales agiraient via des mécanismes épigénétiques, telle
que la méthylation de I'ADN, fait 'objet d’'un axe de recherche en expansion. Il serait ainsi
intéressant d’étudier les effets des perturbateurs endocriniens au niveau placentaire pour mieux
comprendre les mécanismes d’action impliqués pendant la grossesse et évaluer la vulnérabilité du
placenta en tant qu’organe cible. Dans le cadre du protocole d’étude de la cohorte PELAGIE, des
prélevements de placenta ont été recueillis et pourraient étre exploités pour poursuivre les

recherches.

4.5.3. Evaluer les effets de I'exposition prénatale aux POP et aux EG, et des
modifications des niveaux d’hormones a la naissance, sur la puberté

La puberté constitue la derniére étape du développement du systéme reproducteur qui va permettre
d’aboutir a la capacité fonctionnelle de se reproduire. Certaines études épidémiologiques suggérent
que I'exposition aux perturbateurs endocriniens impacterait le développement pubertaire mais peu
d’études prospectives sont disponibles. Le suivi a 12 ans des enfants de la cohorte PELAGIE est
actuellement en cours et axé sur le développement pubertaire. Le protocole d’enquéte qui inclut le
recueil de données par questionnaire et un examen clinique, permettra entre autres de mesurer le
stade de développement pubertaire de I'enfant (score de Tanner) mais aussi de recueillir des
préléevements biologiques (sang, urines) a partir desquels des dosages de polluants et d’hormones
seront réalisés. Il sera ainsi possible d’étudier la relation entre les niveaux d’expositions prénatales
aux POP et/ou aux éthers de glycol et les marqueurs de la puberté. A partir d’analyses de médiations,
les niveaux d’hormones mesurées dans le sang de cordon ombilical pourront étre évalués comme

marqueurs intermédiaires et précoces d’effet des expositions prénatales sur la puberté.

4.6. CONCLUSION

Les études présentées dans cette thése montrent que la mesure des hormones sexuelles dans le sang
de cordon ombilical peut étre un outil efficace pour mettre en évidence les effets d’expositions
prénatales a des polluants chimiques qui impliqueraient des mécanismes de perturbation
endocrinienne. Ainsi, I'exposition aux POP, connus pour étre des perturbateurs endocriniens, mais
aussi I'exposition aux EG, ont été associées a des variations des niveaux d’hormones sexuelles a la
naissance. Une augmentation du risque de malformation génitale a également été suggérée en
association avec I'exposition aux EG mais ces résultats doivent étre confirmés par des études de plus
grande envergure pour conclure avec un niveau de preuve satisfaisant. Des études métrologiques et

toxicologiques portant sur les EG doivent étre mises en ceuvre.
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Annexe

ANNEXE 1. PROTOCOLES D’ETUDE DES COHORTES PELAGIE

ET EDEN

Tableau 12. Différence entre les protocoles d’étude des cohortes PELAGIE et EDEN

PELAGIE EDEN
Période 2002-2006 2003-2006
d’inclusion
Mode de Inclusion par des gynécologues et Inclusion des femmes venues en
recrutement | échographistes (libéraux et hospitaliers) consultation prénatale aux CHU de

indépendamment du lieu d’accouchement

Poitiers et de Nancy et y ayant accouché

Prélevement
urinaire

<19 SA

1°"** urines du matin

Entre 24 et 28 SA

1°"** urines du matin

Conservation
des
prélevements

Congelé a réception du prélevement
expédié par voie postale (utilisation d’un
stabilisateur)

Stockage a -20°C

Congelé le jour du prélévement
Stockage a -80°C

Laboratoire
d’analyse

Unite fonctionnelle d’hormonologie, CHU
de Lille

LABOCEA (Laboratoire public conseil,
expertise et analyse en Bretagne), Brest

Identification
des cas de
malformation

Examen clinique a la naissance : testicule
en place oui/non ; hypospade oui/non

Examen clinique a la naissance : position
des testicules et du méat urinaire

Confirmation
des cas de
malformation

Suivi aupres des chirurgiens pédiatriques
de la région.

Auto-questionnaire maternel a 2 ans

Examen clinique a 1 an

Auto-questionnaire maternel a 4, 8 et 12
mois
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Annexe

ANNEXE 2. EXPOSITION AUX ETHERS DE GLYCOL ET

MALFORMATION GENITALE DANS LA COHORTE EDEN

Tableau 13. Estimation du risque de malformation génitale en association avec I’exposition
aux EG dans la cohorte EDEN

Malformation génitale confirmée

(n=17 cas)
(%>LD) mg/! N cas/
OR [IC 95%] °
N témoins
MAA T1:<0.10 4/15 Ref.
(99%) T2:0.10; 0.18 3/15 2.08 (0.27; 20.71)
T3:>0.18 10/20 2.92 (0.63; 20.97)
EAA T1:<0.011 5/20 Ref.
(95%) T2:0.011;0.025 8/14 4.63 (0.60 ; 95.85)
T3 :>.025 4/16 3.55(0.47 ; 62.42)
EEAA T1:<0.037 7/20 Ref.
(97%) T2:0.037; 0.093 3/20 0.39 (0.03 ; 2.94)
T3:>0.93 7/10 1.79(0.25; 12.62)
PhAA T1:<0.215 7/16 Ref.
(99%) T2:0.215; 1.07 5/18 0.65(0.11 ; 3.73)
T3:>1.07 5/16 0.49 (0.08 ; 2.79)
2-MPA T1:<0.018 4/16 Ref.
(96%) T2:0.018; 0.038 4/17 0.60(?;4.71)
T3:>0.038 9/17 9.82 (1.10; 8110)

2-MPA, 2-methoxyproprionic acid; EAA, ethoxyacetic acid; EEAA, ethoxyethoxyacetic acid; LD,
limite de détection; MAA, methoxyacetic acid; PhAA, phenoxyacetic acid; T1, premier tercil ; T2,
deuxieme tercile; T3, troisieme tercile.
® Ajusté sur I'age maternel (<25; 25-25; 235), le niveau d’études (<bac ; >bac), consommation
d’alcool (non; oui), indice de masse corporelle (continu) et niveau de créatinine (continu)
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Résumé

Depuis plusieurs décennies, le role des expositions environnementales dans la survenue des anomalies de
la reproduction suscite l'intérét de la communauté scientifique. La période prénatale est une phase
critique du développement et I'exposition a des substances chimiques au cours de la grossesse pourrait
avoir des conséquences sur la santé de I'enfant et de I'adulte. De nombreuses études chez I'animal ont
mis en évidence que diverses molécules chimiques étaient toxiques pour la reproduction ou le
développement et, pour certaines d’entre elles, en interférant avec le systéme endocrinien. Chez
I'Homme, les effets de I'exposition prénatale a des substances susceptibles d’altérer I'équilibre hormonal
du feetus restent mal documentés. L'objectif de ce travail de these est d’étudier I'effet de I'exposition
prénatale a certains polluants chimiques en s’intéressant a deux indicateurs d’anomalie du
développement du systeme reproducteur a la naissance : les niveaux d’hormones sexuelles et les
malformations congénitales de I'appareil génital du garcon. Ce travail s’appuie sur les données issues de
cohortes mere-enfants frangaises ayant recruté des femmes enceintes au cours de leur grossesse et pour
lesquelles des prélévements biologiques ont permis la mesure de I'exposition prénatale. Les classes
chimiques plus spécifiguement étudiées dans cette thése comprennent les polluants organiques
persistants (polychlorobiphényles, pesticides organochlorés et retardateurs de flamme bromés) et les
éthers de glycol, une classe de solvants oxygénés. Les études menées mettent en évidence des risques
accrus d’anomalies du développement du systeme reproducteur, potentiellement associées a des
mécanismes de perturbation endocrinienne, en lien avec I'exposition prénatale aux deux familles de
polluants étudiées. Des modifications des niveaux d’hormones sexuelles sont observées en association
avec |'exposition prénatale a divers polluants organiques persistants. L'exposition prénatale a certains
éthers de glycol est associée a une augmentation du risque d’hypospade ainsi qu’a des modifications des
niveaux d’hormones sexuelles. Ces résultats suggerent les effets d’expositions prénatales a des polluants
chimiques ubiquitaires, sur le systeme endocrinien du feetus.

Mots clés : Cohorte ; Exposition environnementale ; Grossesse; Perturbation endocrinienne

Abstract

From last decades, researchers had increased interest about the impact of environmental exposures on
reproductive impairment. The fetal life is a crucial period of development and exposure to chemicals
during gestation may lead to adverse health outcomes at birth or later in life. A number of toxicological
studies have reported that some chemicals are reproductive or developmental toxicants, some of them
interacting with the endocrine system. In humans, evidence about the endocrine effects of these
molecules is limited. The aim of this thesis is to study the effect of prenatal exposure to chemicals on two
endocrine-sensitive endpoints at birth: sex hormone levels and congenital anomalies of the genitalia. This
work is based on data collected in two French mother-child cohorts that included pregnant women during
pregnancy and collected biological samples to perform exposure assessment. Two chemicals classes are
studied namely persistent organic pollutants (polychlorinated biphenyls, organochlorine pesticides, and
polybrominated diphenyl ethers) and glycol ethers, a class of oxygenated solvents. The studies conducted
suggest effects of prenatal exposure to both classes of chemicals on endocrine-sensitive endpoints related
to reproductive health. Modifications of sex hormone levels are observed in association with exposure to
various persistent organic pollutants. Prenatal exposure to some glycol ethers is associated with an
increased risk of hypospadias and with modifications of sex hormone levels. These results highlight the
potential effect of prenatal exposure to ubiquitous chemicals, on the endocrine system of the fetus.

Keywords: Cohorts ; Environmental exposure ; Pregnancy ; Endocrine disruption
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