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1. INTRODUCTION :  

 

Depuis plusieurs années l’attention des scientifiques, des médias et maintenant du 

public s’accentue vis-à-vis des effets de certaines substances chimiques environnementales 

pouvant  interférer sur les systèmes hormonaux.  Ces perturbateurs endocriniens peuvent 

être de diverses origines: hormones naturelles des mammifères, substances végétales 

naturelles (phytohormones), produits phytosanitaires (herbicides, fongicides, 

insecticides…) ou polluants de l’industrie chimique (alkyphénols, bisphénol A, phtalates, 

métaux lourd…)[1].  

Plusieurs études ont établi, dans les populations animales sauvages, un lien entre la 

présence de polluants connus pour mimer l’action d’hormones notamment stéroïdiennes et 

la survenue d’anomalies du développement ou de la reproduction. Chez l’homme, ces 

effets sont plus difficiles à démontrer mais l’expérience amère du diethylstilbestrol (DES) 

a clairement illustré l’effet que pouvait avoir un PE sur la fertilité humaine, et ce sur plus 

d’une génération.  

Aujourd’hui, c’est le bisphénol A qui est mis en avant. Après de nombreux travaux 

expérimentaux chez les animaux et de plus rares études chez l’homme, les communautés 

scientifiques et médicales se sont accordées : le bisphénol A présente un danger pour la 

santé humaine [2-4] 

Depuis que le bisphénol A est suspecté de produire des effets négatifs, la vente de 

biberons contenant ce composé chimique est interdite en Europe (janvier 2011)  et cette 

interdiction s’étendra, en France, à tous les contenants alimentaires à partir de juillet 2015. 

Mais l’exposition au bisphénol A peut être d’autres origines qu’alimentaire. Ainsi, des 

nouveau-nés prématurés hospitalisés en réanimation néo-natale sont fortement exposés au 

bisphénol A via leurs tubulures de perfusion [5]. Ceci démontre de façon criante la 

possibilité d’une exposition d’origine iatrogène à ce perturbateur endocrinien. 

  

Dans ce cadre,  se pose la question de l’impact que pourrait avoir le BPA sur des 

embryons humains au tout début de leur développement au cours d’une FIV. En effet, la 

fécondation in vitro se déroulant dans des boites de culture en plastiques et des milieux 

synthétiques commerciaux, il est possible que les embryons soient exposés à ce 

perturbateur endocrinien.  

 Nous avons donc cherché à répondre à cette question en évaluant la présence  de 

BPA dans les milieux de culture utilisés en routine pour la culture embryonnaire en FIV. 
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1.1. DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE PRECOCE :   

 

Comment ce développe un embryon humain et de quoi a-t’il besoin pour une 

croissance optimale dans les premiers jours ? 

1.1.1. La première semaine de développement : 

1.1.1.1. Segmentation: 

Environ 26 à 30 heures après la fécondation et jusqu'au 6ème jour, l'embryon va se 

segmenter au sein de la zone pellucide. Les premières divisions vont donner naissance à 

des blastomères de même taille  et  parfaitement identiques. Au 3ème jour l’embryon 

possède huit cellules, le génome embryonnaire jusqu’ici inactif se met en route. 

 

 

 

 

 

 

       Figure 1 : La segmentation embryonnaire.  

1.1.1.2. Compaction: 

A partir de 8 cellules, les premiers contacts cellulaires apparaissent, l’embryon devient une 

morula. En exprimant des protéines membranaires spécifiques telles que la E-cadhérine, 

les cellules vont mettre en place des jonctions adhérentes, des jonctions communicantes 

(GAP-junctions) et des jonctions serrées. Ainsi, au cours des divisions cellulaires 

suivantes, on va pouvoir observer une compaction de la morula associée à une polarisation 

cellulaire (les cellules périphériques isolant les cellules internes du milieu extérieur). Ce 

phénomène est à la base de la différenciation cellulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

       Figure 2 : la compaction embryonnaire. 

    27h                               48h                               72h 
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1.1.1.3. Cavitation: 

La cavitation débute une fois que les jonctions serrées sont mises en place. 

Associées aux pompes Na/K-ATPases, celles-ci permettent l'apparition et le maintien d'un 

gradient osmotique entre le milieu extra embryonnaire et intra embryonnaire. Les 

aquaporines vont laisser passer l’eau de l'extérieur vers l'intérieur. Le blastocèle se forme 

et s’expand progressivement, à l’origine de la première augmentation du volume 

embryonnaire. Parallèlement, les blastomères se différentient en trophoblaste et en masse 

cellulaire interne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Figure 3 : La cavitation.       
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1.1.1.4. Eclosion: 

Au 6ème jour, le blastocyste se dégage d’une zone pellucide amincie sous l’effet de 

l’expansion de ce dernier et altérée par une lyse enzymatique d’origine trophoblastique. Il 

pourra alors amorcer son implantation dans l’endomètre. 

 

                                      

 

 

 

 

 

 Figure 4 : Eclosion  du blastocyste. 

 

1.1.2. Métabolisme embryonnaire et éléments nécessaires au bon 

développement de l'embryon en culture in vitro: 

1.1.2.1. Métabolisme des carbo-hydrates :  

Dans la première phase du développement embryonnaire (du clivage au stade 

morula) l'embryon métabolise de préférence le lactate et le pyruvate. A partir du stade 

morula, la mise en place d'une polarité cellulaire ainsi que la création du blastocèle 

nécessitent un métabolisme énergétique important pour faire fonctionner les pompes Na/K 

ATPase. Le glucose devient alors le principal pourvoyeur d'énergie [6] [7]. 

1.1.2.2. Métabolisme des acides aminés : 

 De même les besoins en acides aminés sont différents en fonction du stade de 

développement de l'embryon. De 1 à 8 cellules, l'apport d'acides aminés non essentiels 

possède un effet bénéfique sur la croissance embryonnaire. A partir de 8 cellules, les acides 

aminés essentiels sont nécessaires à la poursuite du développement de l’embryon [8]. 

La dégradation des acides aminés (et plus particulièrement de la glutamine) entraîne une 

augmentation des ions ammoniums NH4
+ qui sont toxiques pour l'embryon. D'où 

l'importance de renouveler régulièrement le milieu de culture ou d’utiliser de la glutamine 

« stabilisée » (L-Alanyl-L-Glutamine ou L-Glycyl-L-Glutamine). 
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1.1.2.3. Autres adjuvants nécessaires : 

- Une source de macromolécules:  

Pendant longtemps le sérum de la patiente était utilisé. Actuellement les macromolécules 

utilisées en routine sont de l'albumine humaine (purifiée ou recombinante) ou des 

substituts de sérum comportant de l’albumine et des α-globulines [9]. Ces protéines fixent 

les toxines et les radicaux oxygénés, libérés par les embryons ou  déjà présents dans le 

milieu de culture. Elles ont un effet tampon, régularisent le pH et facilitent la manipulation 

des embryons (effets tensio-actif qui empêche l’adhésion des embryons aux surfaces) [10]. 

 

- L'acide hyaluronique : 

 Principal glycosaminoglycane du tractus génital féminin, il aurait un effet bénéfique en 

culture embryonnaire et pour le transfert des embryons [11]. 

 

- L'EDTA : 

 En inhibant l'activation de la glycolyse, il serait bénéfique au stade précoce du 

développement embryonnaire mais il est délétère après la compaction [12].  

 

1.2. CULTURE EMBRYONNAIRE EN FIV : 

 

Au cours d’une FIV, on s’efforce de  rester le plus proche possible des conditions 

naturelles de la  croissance embryonnaire : température, pH, environnement moléculaire 

et apport d’énergie… 

 

Les ovocytes ponctionnés sont fécondés par deux techniques différentes en fonction 

de l’indication : la FIV classique (mise en contact rapproché des spermatozoïdes avec les 

ovocytes dans un milieu de fécondation) ou bien l’ICSI (injection d’un seul spermatozoïde 

dans chaque ovocyte à l’aide d’une micro-pipette).  

 

Les ovocytes sont ensuite disposés dans des microgouttes de milieux de culture et 

mis dans une étuve à 37 °C et sous atmosphère contrôlée en CO2. Le lendemain de la 

fécondation (J1), on observe l’apparition des deux pronuclei signant la fécondation des 

ovocytes. En fonction du type de milieu utilisé et des recommandations du fournisseur, ils 

sont changés de milieu. 
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Le surlendemain (J2), les embryons sont observés et évalués selon divers critères 

prenant en compte le nombre de cellules, leurs tailles et la présence ou non de fragments 

cellulaires. On peut alors les transférer, les congeler, continuer à les laisser croître in vitro 

pour un transfert à J3 ou  les faire évoluer jusqu’au stade blastocyste.  

 

1.2.1. Les avantages et inconvénients d’une culture prolongée par 

rapport à une culture embryonnaire classique :  

 
L’utérus étant considéré comme le meilleur milieu de développement des 

embryons, il était classique de les cultiver durant 2 à 3 jours afin d’évaluer leur potentiel de 

développement et de les transférer rapidement chez les patientes.  

 

La culture prolongée, jusqu’au stade blastocyste (J5-J6),  a été mise en place 

tardivement dans les années 90. Elle nécessite d’adapter les milieux de culture aux besoins 

des embryons (glucose, pyruvates et acides aminés par exemple).  

 

Les embryons qui parviennent à croître jusqu’au stade blastocyste ont un fort 

potentiel d’implantation. En effet, un embryon arrivant à se développer jusqu’à ce stade 

montre que son génome fonctionne correctement (activation du génome embryonnaire dès 

8 cellules à partir duquel sont transcrits les gènes impliqués dans la compaction et la 

cavitation). Ce type de culture permet de mieux choisir l’embryon à transférer et ainsi de 

diminuer les nombre d’embryons remis dans la cavité utérine. Le risque de grossesses 

multiples est alors abaissé. L’embryon arrive dans l’utérus au même niveau de 

développement que dans le cadre d’une fécondation naturelle. Il est donc soumis à un 

stress moins important que s’il était transféré à 4-8 cellules [13]. De plus le transfert étant 

plus tardif, l’embryon n’est pas au contact des forts taux d’estrogènes dus à la stimulation 

ovarienne qui seraient nocifs pour sa croissance [14].  

  

Cependant, la proportion d’embryons qui se développent jusqu’à ce stade est moins 

importante, il y a moins d’embryons surnuméraires à congeler et, dans le pire des cas,  il 

peut arriver qu’il n’y ait pas d’embryons à transférer lors d’une tentative de FIV [15]. 
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Diverses études ont essayé de comparer la culture classique à la culture prolongée, 

une revue de la littérature à été réalisée sous forme de méta-analyse [16]. Selon celle-ci, la 

culture embryonnaire prolongée permet un plus grand nombre de naissances vivantes par 

couple, mais seulement pour des couples avec un bon pronostic et de beaux embryons à J2-

J3. Par contre, si on évalue le taux de grossesses cumulées (grossesses après un transfert 

frais + grossesses après transfert d’embryons congelés) le taux de réussite par couple est en 

faveur de la culture classique avec un transfert à J2-J3.  

 

Ainsi, à ce jour, il n’est pas évident que la culture prolongée apporte de meilleurs 

résultats en matière de grossesse. Une amélioration pourrait cependant être constatée dans 

les prochaines années avec l’optimisation des milieux de culture et l’introduction de la 

vitrification qui parait être mieux adaptée aux blastocystes.  

Il reste cependant à vérifier l’innocuité des milieux de culture pour les embryons lors de 

contacts prolongés avec ceux-ci.  

 

1.2.2. Les milieux uniques et les milieux séquentiels : 

 

Si on veut cultiver les embryons jusqu’au stade de blastocyste (J5 ou J6), plusieurs 

types de milieux peuvent être utilisés [12] : 

1.2.2.1. Les milieux non séquentiels (milieux uniques):  

Il s’agit de milieux dans lesquels tous les métabolites et adjuvants nécessaires au 

bon développement embryonnaire sont présents dès le début de la culture de l'embryon. 

L’embryon « choisit » les métabolites qui lui conviennent le mieux en fonction de son 

stade de développement.  

 

Ils peuvent être utilisés en continu sans renouvellement du milieu tout au long de la 

croissance de l’embryon (milieux uniques non renouvelés) ou bien être changés à 

intervalles réguliers (milieux uniques renouvelés).  

 

1.2.2.2. Les milieux séquentiels : 

Les connaissances sur le métabolisme embryonnaire au cours de son 

développement préimplantatoire ayant évoluées [13], les milieux séquentiels ont vu le jour. 
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Ils ont pour objectif de mimer ce qui ce passe in vivo en apportant, de manière 

séquentielle, les éléments nécessaires au bon développement de l’embryon quand celui-ci 

en a besoin. 

 

Ils sont sous forme de deux séquences. Chacune contient les éléments dont 

l’embryon a besoin pour la première phase (avant la compaction) ou pour la deuxième 

phase de son développement (pendant et après la compaction).   

 

Selon les milieux et les équipes le passage du milieu de 1ère phase de la séquence à 

celui de 2ème phase de la séquence se fait soit à J2 soit à J3. Les milieux sont changés 

toutes les 24 ou 48 heures.  

 

1.2.2.3. Comparaisons entre les deux types de milieux : 

Il n’existe pas de milieu parfait, chacun possède des avantages et des inconvénients 

qu’il convient de prendre en compte :  

 

 
Milieux uniques non 

renouvelés  

Milieux uniques 

renouvelés 
Milieux séquentiels 

Accumulations de 

facteurs de croissance  

endogènes 

Oui Non Non 

Renouvellement des 

nutriments essentiels 
Non Oui Oui 

Accumulation des 

toxines 
Oui Non Non 

Stress sur l’embryon Bas Moyen Haut 

Temps de travail et 

coût 
Bas Moyen Haut  

Tableau 1 : Avantages et inconvénients des milieux uniques ou séquentiels [17]. 

 

 

La majorité des études réalisées sur le sujet montrent que la qualité embryonnaire 

(nombre de cellules, taux de fragmentation et taille des blastomères) n’est pas modifiée si 

on utilise un milieu unique ou séquentiel. De même, le taux d’implantation et de grossesse 

ne varie pas.  
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Les données périnatales ne paraissent pas être modifiées en fonction de l’utilisation d’un 

milieu ou d’un autre. 

 

Milieux étudiés 
Etudes 

Milieu unique 
Milieu 

séquentiel 

Population 
étudiée 

Critères Résultats 

Basile et al 
2013 
[18] 

Global ® 
Cleavage 
Medium 
(SAGE®)  

Randomisation  
75 donneuses 
d’ovocytes. 
723 ovocytes 

Cinétique de 
croissance 
embryonnaire 
(embryoscope), 
fragmentation et 
taille des 
blastomères. 
Taux d’implantation 
(à J3). 

Pas de 
différence 
significative. 

Paternot et 
al. 2010 
[19] 

Gynemed® 
GM501 

Cook®  

178 couples 
(sans tiers 
donneur), 
1002 
embryons. 

Evaluation 
embryonnaire à J2 
ou J3. 
Classification de 
Gardner (J5),  
Taux d’implantation 

Pas de 
différence 
significative. 

Campo et al 
2010 [20] 

Gynemed 
GM501 

ISM1 
(Origio®) 

Patients (sans 
culture de 
blastocyste ni 
tiers donneurs) 

Score embryonnaire. 
Taux d’implantation 
à J2-3.  
Grossesses et 
naissances 

Taux de 
fragmentation 
plus élevé pour 
GM501, pas de 
différence 
significative 
pour les autres 
critères. 

Sepulveda 
et al. 2009 
[21] 

Global ® 

ECM/ 
Bultiblast 
(Irvine 
Scientific®) 

80 donneuses 
d’ovocytes. 

Score embryonnaire 
à J3 et J5-6. 
Taux de grossesse. 

Pas de 
différence 
significative. 

Eaton et al. 
2012 [22] 

Global ® 
G1 
(Vitrolife®) 

198 patientes 
avec 
accouchement 
d’un singleton 

Poids de naissance 
Pas de 
différence 
significative. 

Vergouw et 
al. 2012 
[23] 

Human Tubal  
Fluid (HTF)  

Quinn’s 
advantage 
protein plus 
medium 
(Sage®) 

Etude 
rétrospective : 
517 patientes 
enceintes 
après transfert 
d’un embryon 
(frais ou 
congelé) à J3 

Nombre de 
blastomères. 
Poids de naissance, 
complication de 
grossesse ou 
anomalies à la 
naissance 

Plus de 
blastomères 
pour Sage que 
pour HTF. Pas 
de différences 
significatives 
pour les autres 
critères. 

Lin et al. 
2013 [24] 

Global® 

G5 
(Vitrolife®) 
Quinn’s 
advantage 
media 

Etude 
rétrospective : 
1201 couples 
pris en charge 
entre 2008 et 
2010. 

Poids et taille de 
naissance 

Pas de 
différence 
significative. 

Mantikou et 
al. 2013 
[25] 

Méta analyse 

Scores 
embryonnaires. 
Taux de grossesses. 
Poids de naissance 
 

Difficultés à 
conclure devant 
hétérogénéité 
des études.  

Tableau 2 : Etudes comparatives entre les milieux séquentiels et les milieux uniques.  
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1.3. IMPLICATION DE LA FIV DANS LES PHENOMENES EPIGENETIQUES AU 

COURS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE : 

 
La culture embryonnaire en FIV n’est tout de même pas optimale. Elle pourrait avoir 

un impact sur les phénomènes épigénétiques qui ont lieu au tout début de développement 

de l’embryon. 

 

 La différentiation cellulaire se met en place sans aucune modification de l’ADN. 

Elle est basée sur des programmes d’expression génique spécifiques du type de cellule. 

L’épigénétique est le principal processus permettant la différentiation cellulaire sans 

aucune modification de l’ADN [26]. La régulation de l’expression génique est possible car 

l’ADN est « empaquetée » dans une structure dynamique : la chromatine  (ADN + 

Histones). Si, en regard d’une séquence génomique, la chromatine est « fermée », 

n’autorisant pas l’accès des facteurs de transcription à la molécule d’ADN,  il n’y aura pas 

d’expression du gène. Inversement, une chromatine  « ouverte »  permettra l’accès des 

facteurs de transcription à la molécule d’ADN est donc sa transcription [27]. L’aspect 

ouvert ou fermé de la chromatine est régulé majoritairement par la méthylation de l’ADN 

et les modifications post-traductionnelles des  histones : c’est l’épigénome. 

 

Contrairement au génome qui ne varie presque pas, l’épigénome varie en fonction 

du type cellulaire mais aussi en fonction de l’environnement. L’épigénome peut être 

modifié tout au long de la vie d’un individu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Structure dynamique de la chromatine [28].  
La chromatine de gauche est une chromatine fermée  qui empêche l’accès des facteurs de transcription à 
l’ADN. Elle est associée à une méthylation  de l’ADN et à des modifications des histones (désacétylation et 
méthylation des lysines). 
A droite, la chromatine est ouverte et permet l’accès des facteurs de transcription à l’ADN, cette 
configuration de la chromatine est souvent associée à l’absence de méthylation de l’ADN ou d’acétylation 
des histones 
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La fécondation est issue de la rencontre de 2 cellules hautement différenciées (les 

épigénomes sont très différents). Très rapidement, elle aboutit à l’obtention d’un embryon 

dont toutes les cellules sont totipotentes, c'est-à-dire non différenciées. Ce changement 

majeur est consécutif à un processus de reprogrammation  de l’épigénome. Les 

modifications de méthylation de l’ADN et des histones en sont les plus importants témoins. 

La reprogrammation de l’épigénome consiste à effacer puis à remodeler la méthylation de 

l’ADN et les modifications des histones sur quasiment tout le génome. Elle intervient à 

deux stades différents de la vie selon le type de gènes concernés:  

 

- Pour la quasi-totalité des gènes, la reprogrammation épigénétique se produit après 

la fécondation, au stade embryonnaire précoce (avant l’implantation) : les marques 

épigénétiques sont effacées afin de permettre aux blastomères d’être totipotents, puis, à 

partir du stade blastocyste, apparaissent de nouvelles marques épigénétiques (distinction 

entre la masse cellulaire interne et le trophectoderme). Les seules parties du génome qui ne 

sont pas touchées par ce phénomène sont les gènes soumis à empreinte parentale.  

 

- Pour les très rares gènes soumis à l’empreinte parentale (une centaine), la 

reprogrammation épigénétique a lieu au cours de la gamétogenèse, 

Dès la fécondation et durant toute la vie de l’individu, les gènes soumis à l’empreinte 

parentale ont une expression mono-allélique  soit paternelle soit maternelle [29] dans les 

cellules somatiques. Les marques épigénétiques sur ces gènes sont donc reçues des parents, 

mais elles doivent être effacées et reprogrammées dans les cellules germinales au cours de 

la gamétogenèse, afin que par exemple les gènes soumis à empreinte paternelle soient 

reprogrammés dans les ovocytes d’une petite fille.   

 

Ainsi, s’il y a une anomalie au cours de la reprogrammation au stade embryonnaire, 

il peut y avoir des conséquences sur le développement de l’individu. A contrario, si une 

perturbation intervient au cours de la mise en place de la gamétogenèse, les conséquences 

seront pour la progéniture issue de cet individu. 
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Figure 6: Méthylation de l’ADN et développement des mammifères. 

 

Il est maintenant clair que  l’environnement  a un impact sur les phénomènes 

épigénétiques [30, 31]. En effet, le mode l’alimentation de la mère (calories, phyto-

médicaments), l’exposition à des stress physiques (température, stress) ou bien chimiques 

(toxiques, perturbateurs endocriniens) et d’autres facteurs encore inconnus agissent que ces 

régulations. En considérant toutes les modifications qui ont lieu au cours de 

l’embryogenèse et de la gamétogenèse, s’il y a exposition à un agent de l’environnement 

susceptible d’interférer sur les régulations épigénétiques, les conséquences peuvent être 

considérables. 

  

Une partie importante des modifications épigénétiques à l’œuvre lors de la 

reprogrammation épigénétique étant concomitante des techniques utilisées en AMP, on se 

demande de plus en plus si la stimulation ovarienne et la culture embryonnaire n’auraient 

pas un impact sur les modifications épigénétiques au cours du développement précoce de 

l’embryon [32]. Et ceci est d’autant plus préoccupant que quelques études mettent en 

évidence une légère augmentation de la prévalence d’enfants conçus par AMP chez les 

enfants atteints de pathologies connues comme étant liées à une altération de l’empreinte 

parentale :  
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- Le syndrome d’Angelman: caractérisé par des troubles intellectuels sévères 

apparaissant vers l’âge de 6 mois et entrainant un retard mental associés à des 

traits dysmorphiques (microcéphalie, macrostomie, hypoplasie maxillaire ou 

prognathisme…). Due, dans 2 à 5% des cas à un défaut d’empreinte parentale 

au niveau du  chromosome 15[33]. 

- Le syndrome de Beckwith Wiedemann : syndrome de croissance excessive 

associant une macrosomie, une macroglossie, une viscéromégalie et des 

anomalies de développement. Il prédispose au développement de tumeurs 

embryonnaires, la plus fréquente étant la tumeur de Wilms ou néphroblastome. 

Cette pathologie serait due à une dérégulation de l'expression des gènes soumis 

à empreinte de la région chromosomique 11[34]. 

 

Les études réalisées chez l’animal vont aussi dans ce sens. En effet, in vivo, on 

observe des pathologies d’origines épigénétiques après une FIV : augmentation du poids 

des fœtus et des progénitures [35, 36]… Et les études réalisées in vitro, chez les embryons 

de souris montrent des altérations de l’empreinte génétique après culture embryonnaire 

associés à des troubles du développement post natal si ceux-ci sont réimplantés [37]. 

 

Bien évidement, ces différences de maintien de l’empreinte génétique chez les enfants 

issus de FIV sont rares mais il faut rester très vigilant. D’où l’importance de suivre les 

enfants de près afin de pouvoir détecter l’apparition de pathologies d’origine épigénétique 

plus tardives (pathologies cardio-vasculaires et métaboliques par exemple). 
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1.4. LE BISPHENOL A : 

1.4.1. La molécule, production et utilisation : 

 
Le bisphénol A (4,4'-dihydroxy-2,2-diphénylpropane) est un perturbateur 

endocrinien de catégorie 3 (les effets du BPA sont fortement suspectés chez l’animal mais 

non encore prouvés chez l’Homme).  

Il est composé de deux cycles aromatiques (phényles) liés par un pont carbone, il 

appartient à la famille des diphénylalcanes hydroxylés ou bisphénols.  

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Structure chimique du BPA. 

 

 Il entre dans la composition des plastiques de type polycarbonates (plastiques durs 

et résistants) et des résines époxy (revêtement des boites de conserve et des canettes). Il est 

également utilisé comme additif antioxydant dans le PVC. On le retrouve aussi comme 

révélateur dans les papiers thermosensibles (tickets de caisses), retardateur de flamme, 

industrie du béton… 

Cette substance chimique est fabriquée en grande quantité, sa production mondiale 

dépasserait les 3 millions de tonnes par ans. Globalement, la production de BPA est 

destinée pour 2/3 à la fabrication de polycarbonates et pour 1/3 à la production de résines 

époxydes. Les domaines d’utilisation des polycarbonates et résines époxydes sont variés et 

présentés dans les figures ci-dessous. En Europe, 1.15 million de tonnes par an de BPA 

sont utilisées, principalement pour la fabrication des polycarbonates. 
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Figure 8: Domaines d’utilisation des polycarbonates (sources : Fédération de la   
Plasturgie, 2011) d’après Anses, 2013 [3]. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 9: Domaines d’utilisation des résines époxydes (Source : Plastic Europe, 2007),    
d’après Anses 2013[3]. 

 

Usages Exemples 

Industrie agroalimentaire 
Canettes de soda, conserves, boites de lait en poudre, emballage de 

plats cuisinés, bouteilles en plastiques, films étirables en PVC. 

Produits d’utilisation 

courante 

Plats en plastique pour micro-onde, biberons, vaisselle en 

polycarbonate, boitiers de téléphone portable, CD et DVD, 

montures optiques, phares de voitures… 

Applications médicales 
Résines pour amalgames dentaires, poches, trocarts, sondes 

d’intubation, cathéters, filtres… 

   Tableau 3: Exemples d’utilisation du BPA. 
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1.4.2. Exposition et métabolisme : 

 

Le principal mode de contamination reconnu pour l’homme est l’alimentation. En 

effet, les aliments d’origine industrielle sont conditionnés dans des plastiques pouvant 

contenir du BPA. La contamination se ferait alors par ingestion du BPA résiduel ayant 

migré dans les aliments, plus particulièrement au cours de leur chauffage dans leur 

emballage d’origine. 

Chez l’adulte, l’exposition alimentaire est d’environ 0.033µg/kg/jrs, elle est 25 fois 

plus élevée chez les nourrissons nourrit au biberon en polycarbonate. Cette dose est très 

inférieure à la dose maximale admissible mais elle est compatible avec des expositions 

décrites chez l’animal comme ayant un effet notoire.  

D’autres modes d’expositions ont été avancés (percutanée [38] ou inhalations de 

poussières de BPA) mais peu de données sont disponibles.  

 

 Les mesures de concentrations effectuées dans les populations des pays occidentaux 

montrent que 95% des personnes ont des niveaux détectables de BPA dans les urines [39]. 

Outre les urines, il est  aussi détecté dans le sang, le lait ou bien le liquide folliculaire [40] 

à des taux à peu près identiques (1 à 2 ng/mL, soit environ 4 à 8 nM). 

 

 Les expérimentations de toxicocinétiques menées chez l’homme montrent que le 

BPA est totalement absorbé au niveau digestif, puis il est métabolisé au niveau hépatique 

par conjugaison (BPA-glucuronide) il est ensuite éliminé dans les urines [41, 42]. Il est 

rapidement métabolisé et ne reste pas longtemps actif chez l’Homme. Chez la femme 

enceinte, il passe la barrière placentaire [43] et est retrouvé chez le fœtus (même ordre de 

concentration que chez la mère) [44]. Contrairement à l’adulte, le fœtus n’a pas un foie 

mature pour métaboliser le BPA. Il reste alors plus longtemps sous sa forme active et est 

susceptible d’interférer sur le développement des organes. 
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1.4.3. Mécanismes d’action du bisphénol A : 

 

Le BPA a fait l'objet de plusieurs évaluations de risque sanitaire. D'après les études 

de toxicité préliminaires [45, 46] les autorités sanitaires européennes ont défini une dose 

journalière admissible pour l'Homme de 50µg/kg/jour. Cependant, la communauté 

scientifique admet que le BPA agirait à des doses beaucoup plus faibles en provoquant des 

effets parfois opposés à ceux observés à forte doses. 

1.4.3.1. Récepteurs nucléaires des estrogènes alpha et bêta: 

Le BPA est un agoniste faible des estrogènes. De part ces deux noyaux 

phénoliques, il possède une capacité de liaison aux récepteurs aux estrogènes ERα et ERβ 

[47]. Son affinité pour ces récepteurs est cependant très basse (1/1000 de celle des 

estrogènes pour ERα). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Structures chimiques de l’oestradiol (E2), du diéthylstilbestrol (DES) et du bisphénol A [4] 

 

Il est considéré comme un Selective Estrogen Receptor Modulator  (SERM), c’est à 

dire une molécule à activité agoniste partielle pour les récepteurs aux estrogènes (ERβ et 

ERα). In vitro, le BPA est un agoniste faible du récepteur  ERβ mais, pour ERα il peut être 

agoniste ou antagoniste en fonction de la concentration environnante en estrogènes [48].  

Cette propriété du BPA n’explique pas, à elle seule, les effets de la molécule à 

faibles doses. Des études in vitro montrent que le BPA agit à des concentrations bien plus 

faibles que celles auxquelles il se lie aux récepteurs des estrogènes (inférieures au nM) et 

de manière bien plus rapide (quelques minutes). Il existe donc d’autres voies qui 

interviennent dans l’action du BPA. 
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1.4.3.2. Récepteurs des estrogènes membranaires: 

Les premiers récepteurs membranaires sur lesquels pourrait agir le BPA sont les 

formes membranaires de ERα et ERβ. Les travaux de Watson et al [49, 50],  ont montré 

que le BPA à dose très faibles (1pM) induisait rapidement l’augmentation du calcium 

intracellulaire puis une sécrétion de prolactine dans des cellules de la lignée pituitaire.  

Un deuxième médiateur des effets non génomiques du BPA pourrait être un récepteur à 

sept domaines membranaires couplé à la protéine G (GPR30) impliqué dans la 

prolifération cellulaire [51, 52]. 

1.4.3.3. Récepteur aux androgènes: 

Plusieurs études ont montré que le BPA pouvait se lier au récepteur des androgènes, 

il aurait un effet antagoniste pour des concentrations de l’ordre du micro molaire et une 

activité agoniste pour des concentrations de l’ordre du nano molaire [53-55]. 

1.4.3.4. Récepteur relié aux œstrogènes  ERRγ: 

Le BPA a également été identifié comme un ligand du récepteur ERRγ avec une 

affinité de l’ordre de 5nM. [53, 56, 57]. Les fonctions physiologiques de ce récepteur ne 

sont pas encore bien élucidées mais il parait pouvoir se lier au même promoteur des gènes 

que les  récepteurs des estrogènes [58]. Cette affinité pourrait expliquer en partie des effets 

de perturbation endocrine du BPA.  

1.4.3.5. Affinité avec d’autres récepteurs:  

De plus, le BPA présenterait une affinité pour d’autres récepteurs nucléaires qui 

sont impliqués dans les effets non reprotoxiques : récepteurs des hormones thyroïdiennes et  

récepteur PPARγ (impliqué dans le  métabolisme et l'adipogenèse). 

 

1.5. EFFETS SANITAIRES DU BISPHENOL A:   

1.5.1. Effets du bisphénol A sur la santé chez l’adulte : 

1.5.1.1. Système reproducteur mâle: 

Chez l'homme, plusieurs études ont évalué la relation entre le BPA urinaire, les 

troubles de la fonction sexuelle et la qualité du sperme [59-61]. Elles mettent en évidence 

une altération potentielle de ces deux paramètres mais présentent des biais importants ne 

permettant pas de conclure de manière précise.  
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Chez l’animal, beaucoup d'études ont été réalisées pour examiner l'action du BPA 

lors d'une exposition in-utéro, néonatale ou chez l'adulte. Les études étant effectuées sur de 

multiples paramètres et sur divers animaux, il est difficile de conclure. On peut tout de 

même observer certains effets qui paraissent récurrents au fil des expérimentations 

notamment  une atteinte du développement testiculaire lors d'une exposition néonatale [62, 

63] ou une altération de la production spermatique [64] pour une exposition survenant à 

l’âge adulte.  

 

1.5.1.2. Système reproducteur femelle:  

Le BPA pourrait être un facteur de risque d’apparition de l’endométriose. Une 

exposition prénatale au BPA provoquerait des lésions proches de l'endométriose chez la 

souris [65] mais les études examinant ce phénomène chez la femme se contredisent [66, 

67]. 

De même, un  certain nombre d'études réalisées chez l'animal montrent une 

augmentation du syndrome des ovaires polykystiques chez les femelles exposées au 

BPA [68]. Deux études [69, 70] mettent en évidence  des concentrations sériques plus 

élevées chez les femmes atteintes d’un tel syndrome mais ces études présentent des limites 

importantes. 

L'exposition au BPA augmenterait la fréquence de fausses couches spontanées [71] 

ou de prématurité [72]. On retrouve aussi, chez l'animal,  une baisse du taux d'implantation 

après gavage par BPA [73, 74]. 

Dans le cadre des stimulations ovocytaire en FIV, il y aurait une altération de la 

qualité ovocytaire et une baisse du nombre d’ovocytes ponctionnés chez les patientes 

présentant un fort taux de BPA dans les urines [75, 76].  

Les autres données humaines sont issues d’études présentant un nombre important 

de biais et ne permettent pas de conclure. Par contre, chez l’animal, pour des expositions 

prénatales ou périnatales on observe un avancement de l’âge de la puberté et une altération 

du fonctionnement de l’axe hypothalamo-hypophysaire. 

1.5.1.3. Autres effets du BPA: 

Le BPA aurait beaucoup d’autres effets sur la santé humaine. Les études sont 

réalisées chez l'animal, très peu de données sont disponibles pour l'homme. Il engendrerait 

notamment une diminution du développement cérébral périnatal, l’apparition de maladies 
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cardiovasculaires, du diabète et de troubles thyroïdiens. De même, il favoriserait le 

développement de tumeurs mammaires et prostatiques.  

 

1.5.2. Effets du bisphénol A sur les embryons avant l'implantation: 

 

Les embryons de souris, au stade préimplantatoire, expriment les récepteurs aux 

estrogènes  ERα et ERβ [77] par l’intermédiaire desquels le BPA pourrait affecter leur 

développement. Ainsi, l’exposition in vitro au BPA aurait un effet sur les embryons dès les 

stades les plus précoces de leur développement, cet effet serait dose dépendant.  

 

A des concentrations de l’ordre de 1 nM, le BPA accélèrerait la croissance 

embryonnaire alors que pour des concentrations de l’ordre de 100µM, il la ralentirait [78]. 

Ces effets sont significativement annihilés par la présence d’un anti-estrogène  (le 

Tamoxifène) dans le milieu de culture, suggérant un effet médié par les récepteurs aux 

estrogènes. La  différence d’effet constatée en fonction de la dose administrée s’explique 

par le fait que le BPA n’est pas un agoniste pur des estrogènes et peut avoir des propriétés 

antagonistes en fonction de sa concentration ou de l’environnement cellulaire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Effets du BPA et du Tamoxifène sur le développement des embryons de souris (*: p< 0.01, N.S. : 
Non significatif) [78]. 
 

Une autre étude retrouve des résultats identiques : en effets, à partir de  10-8 M de 

BPA administré à des embryons de souris au stade deux cellules, on observe une baisse du 

nombre d’embryons arrivant au stade de blastocyste [79]. Les auteurs avancent comme 

hypothèse une altération de l’organisation du cytosquelette des blastomères qui les 

empêcherait de pouvoir dépasser le stade de morula [80]. 
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 L’exposition in vivo au BPA durant la phase préimplantatoire du développement 

embryonnaire via une injection quotidienne de 100mg/kg /jour chez la mère, ralentit 

également le développement embryonnaire [73]. 

    

 Par ailleurs une exposition in vitro au BPA pendant la phase préimplantatoire du 

développement influerait sur l’état de santé post natal. En effet, lorsqu’on transfère chez 

des femelles receveuses non exposées au BPA, des embryons cultivés en présence de BPA 

(1nM ou 100µM), on n’observe pas d’effets à la naissance (taille des portées, poids des 

souriceaux), mais au sevrage (à J21 post natal) les souriceaux issus d’embryons exposés au 

BPA ont des poids significativement plus importants ( + 40%) que ceux du groupe contrôle 

quelle que soit la dose de BPA[81].  

 

1.5.3. Effets précoces du BPA sur la méthylation de l’ADN. 

 

On ne connaît pas encore les mécanismes à l'origine des effets néfastes du BPA 

mais les observations réalisées bien après la naissance surpassent le seul mécanisme 

hormonal et plaident pour des altérations épigénétiques liées à cette exposition précoce.  

 

La première étude qui a mis en évidence un effet potentiel du BPA sur 

l’épigénétique est l’étude menée par Dolinoy et al en 2007 [82]. 

Les auteurs utilisent une lignée de souris porteuses d’un allèle métastable du gène agouti 

contrôlant la couleur du pelage. Chez des individus porteurs du même gène, l’expression 

de cet allèle est variable en fonction des modifications épigénétiques établies au cours du 

développement précoce. Ainsi, le statut de méthylation de ce gène peut être suivi par la 

couleur des progénitures. Des femelles exposées à des fortes doses de  BPA avant et au 

cours de la gestation ont une progéniture saine mais un excès de couleur jaune clair signant 

une surexpression du gène agouti par défaut de méthylation. Un autre gène métastable 

montrait aussi une hypométhylation. Cette étude suggère que le BPA (à fortes doses) peut 

altérer l’épigénome. 

 

Le BPA agirait aussi sur l’épigénome pour des doses plus faibles, on retrouve des 

altérations de la méthylation de l’ADN après gavages de souris entre 10-20µg/kgs/jrs. 

Cette dose de BPA est à peu près équivalente à l’exposition quotidienne des habitants des 
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pays occidentaux [61, 83]. La majorité des études a mis en évidence un effet délétère du 

BPA sur l’épigénome après une exposition tout au long de la grossesse ou bien après 

l’implantation [28, 84, 85] . L’équipe de Susiarjo [83]  a exposé des souris 15 jours avant 

la grossesse et dans les premiers jours après fécondation. Ils montrent que le BPA, à faible 

dose (environ 8nM) et de manière très précoce, agit sur la méthylation de certains gènes 

(notamment celui connu pour être impliqué dans le syndrome d’Angelman). Dans cette 

étude, le placenta présente plus de troubles de la méthylation de l’ADN que les embryons 

et parait être atteint dans son développement. 

 

La voie par laquelle agit le BPA n’est pas encore totalement élucidée. Pour des 

concentrations de l’ordre du pico ou du nano molaire, il induirait, via un récepteur non 

nucléaire, une activation des voies de phosphorylations PI3K/AKT qui mènerait à une 

inactivation de l’histone-méthyl-transférase (EZH2), l’histone déméthylase  et de beaucoup 

d’autres régulateurs de la programmation épigénétique [86]. 

 

Le BPA intervient dans la régulation de l’épigénèse au cours de la vie prénatale. 

L’évaluation de l’impact du BPA sur le développement embryonnaire précoce au cours 

d’une culture in vitro n’a pas encore été réalisée. On peut cependant être mené à penser 

que cette molécule doit avoir les propriétés identique in vitro et donc induire des troubles 

de la méthylation de l’ADN lors de la culture embryonnaire en FIV 

 

Il est possible que la présence involontaire de BPA dans les conditions de culture 

explique en partie la recrudescence des anomalies épigénétiques observées après culture 

embryonnaire chez l’animal comme chez l’homme.  

 

1.5.4. Bisphénol A dans les milieux de culture embryonnaire ? 

 
Les milieux de culture embryonnaire utilisés chez l’homme ont des procédés de 

fabrication et de conditionnement potentiellement contaminants vis-à-vis du BPA (contact 

avec des matières plastiques…). De plus, d’autres perturbateurs endocriniens tels que les 

phtalates présents dans les matières plastiques ont été retrouvés dans certains milieux de 

culture embryonnaire utilisés chez l’homme et plus particulièrement dans les substituts de 

sérum [87]. Il est donc important de savoir si le BPA est également présent dans les 

milieux de culture. Seule une étude à ce jour a évalué cette contamination. 
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1.5.4.1. Etude de Mahalingaiah et al (2012)[88]: Bisphenol A is not 

detectable in media or selected contact materials used in IVF. 

Le BPA était dosé  dans les conditionnements commerciaux et après 48 heures 

d’incubation à 37° avec 5% de CO2. Trois types de milieux ont été testés :  

- Un milieu pour aspiration des follicules (Sage ®), testé  2.5 mois après fabrication. 

- Un milieu pour insémination : Quinn’s Advantage Fertilization Medium (Sage ®), utilisé 

52 jours après fabrication. 

- Un milieu de culture embryonnaire : G1 (VitroLife®) ouvert 3 mois après réception. 

 

Le matériel utilisé en routine a aussi été évalué  en réalisant diverses combinaisons 

de milieux et boites de cultures  (2 types de boites de culture Falcon ® et des Boites 4 puits 

nunc ®) 

L’équipe a également évalué la tubulure de ponction (COOK®) en faisant passer du milieu 

d’aspiration des follicule au travers et en le récupérant après 10 minutes d’incubation à 

37°C. 

Le BPA était dosé par HPLC couplé à une spectrométrie de masse ayant une limite de 

quantification variant de 1.197nmol/L à 4.197nmol/L en fonction des examens. Il n’a pas 

été retrouvé de BPA ni dans les milieux de culture utilisés ni dans le matériel testé. 

Cependant seuls quelques milieux sont testés sur un seul lot. Les conditions de FIV ne 

dépassaient pas 48 heures et l’huile minérale n’était pas utilisée. Cette étude parait 

rassurante mais n’est réalisée que sur un petit échantillonnage de milieux de culture et sur 

seulement un lot du milieu. Il parait donc prématuré de conclure sereinement à l’absence 

de BPA dans les milieux de cultures et le matériel de FIV. 

 

1.5.4.2. Etude préliminaire réalisée dans le laboratoire : 

 
Lors d’une étude préliminaire, nous avons voulu détecter la présence de  BPA dans 

2 types de milieux de culture : non séquentiel (Global® - LifeGlobal ®) et séquentiel (G-

1™v5 PLUS/ G-2™v5 PLUS - Vitrolife®), ainsi que pour des concentrations croissantes 

de HSA purifiée. Le dosage de BPA a été réalisé par HPLC couplée à une spectrométrie de 

masse. Nous avons retrouvé du BPA à des concentrations de 3.0nM (+/-1.8), 2.9nM(+/-

1.5) et 2.3nM(+/-1.9) dans le milieu G1®, G2® et Global® respectivement. Toutefois, au 

sein des échantillons évalués, la variabilité était importante. 
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Figure 12 : BPA dans les conditionnements commerciaux (étude préliminaire). Chaque point représente un 
dosage, nous avons retrouvé une grande variabilité intra et inter analyse. 

 

Utilisés dans des conditions de culture : microgouttes sous huile et après incubation 

pendant 48 heures, la concentration de BPA ne variait pas. De même l’ajout de HSA dans 

le milieu Global ® à des concentrations croissantes n’influait pas sur le taux de BPA. 

Le BPA était dosé dans un même flacon de milieu à plusieurs semaines d’intervalle. Nous 

avons noté une décroissance de la concentration de  BPA au cours du temps. Cette 

tendance n’était pas  statistiquement significative mais nous a fait évoquer une possible 

dégradation du BPA au cours du temps. 

 

 
 

Figure 13 : Variation de la concentration en BPA dans les milieux de culture  au cours du temps (étude 
préliminaire). Le flacon de milieu était ouvert pour l’analyse 1, conservé à 4°C et réutilisé pour les analyses 2 
et 3. La variation retrouvée n’était pas significative. 
 



 28 

Cette expérimentation a permis de mettre un place un protocole de dosage du BPA 

dans deux milieux utilisés en routine en FIV. Cependant, nous avons dosé le BPA dans 

seulement un lot de chaque milieu et sans se préoccuper des délais entre les dosages et la 

dates de fabrication. A posteriori, ces délais nous ont parus importants puisqu’on observe 

une diminution du BPA au cours du temps qui entraine une forte variabilité des dosages 

dans les conditionnements commerciaux et en condition de culture en FIV,  

 

Devant ces résultats, il nous a été impossible de conclure à une contamination des 

milieux étudiés par le BPA. Ainsi, cette étude préliminaire nous a incités à rechercher la 

présence de BPA au sein de divers milieux, sur plusieurs lots par milieu et à des dates post 

fabrication identiques. 
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1.6. OBJECTIFS DE L ’ETUDE : 

 

Les embryons, au stade préimplantatoire, sont complètement sortis de leur milieu 

naturel de développement au cours d’une FIV. Bien que les milieux et les conditions de 

cultures essaient de reconstituer le plus possible les conditions naturelles de croissance des 

embryons, il est certain qu’ils ne sont pas optimaux. Ainsi, malgré sa fragilité, l’embryon 

est soumis à des agressions extérieures auquel il n’est pas préparé. L’exemple des 

altérations de la régulation épigénétique en est une preuve. Il devient alors important 

d’identifier les substances qui pourraient être délétères pour les embryons voir pour les 

enfants à venir.  

 

Le BPA étant potentiellement nocif pour les embryons et puisqu’il est très répandu 

dans l’environnement, il nous est paru important de détecter sa présence dans les milieux  

utilisés en routine pour la culture embryonnaire humaine.  

Nous avons voulu évaluer les milieux dans leur conditionnement commerciaux et regarder 

la cinétique du BPA au cours du temps dans des flacons fermés tout au long de leur durée 

de stockage.   

 

Par la même occasion, nous avons cherché à détecter une potentielle contamination 

par du BPA au cours des différentes étapes de la FIV : 

- via le matériel utilisé en routine en FIV (de la ponction au transfert, en passant par la 

congélation). 

- en mimant au plus prêt les conditions de culture embryonnaire utilisées en routine 

(culture en microgoutte et incubation des milieux sous huile à 37°C et 6% de CO2.) 

- tout en faisant varier les suppléments protéiniques utilisées en routine : 

- HSA. 

- HSA recombinante.  

- Substitut de sérum. 
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2. MATERIELS ET METHODES : 

2.1. LES MILIEUX DE CULTURE ETUDIES  : 

Nous avons voulu essayer de balayer la plupart des milieux de culture 

embryonnaire utilisés en routine dans le monde. Nous avons donc choisi 4 milieux 

commercialisés et utilisés par beaucoup de laboratoires d’AMP dans le monde : 2 milieux 

uniques et 1 milieu séquentiel. 

2.1.1. Milieux uniques : 

Les milieux uniques sont  utilisés pour la culture embryonnaire depuis la 

fécondation jusqu’au stade blastocyste. Nous avons choisi de doser le BPA dans le milieu 

Global®, commercialisé par LifeGlobal® ainsi que le Continuous Single Culture™ Media, 

commercialisé par Irvine Scientific®. 

 

- le milieu Global® permet à l’embryon de se développer jusqu’au stade 

blastocyste. Il contient tous les éléments nécessaires à sa croissance depuis 

le début. C’est l’embryon qui va « choisir » les métabolites qu’il va utiliser 

en fonction de son stade de développement.  Pour une culture embryonnaire 

jusqu’à J3, le milieu n’est pas changé. Si on veut continuer sa culture 

jusqu’à J5 ou J6, on change l’embryon de milieu à J3. Ainsi, l’embryon ne 

subit pas de « choc » lié à la modification du milieu. Le travail au 

laboratoire est allégé et permet une diminution du risque d’erreur. 

 

- Le milieu Continuous Single Culture™  est basé sur le même principe que 

le milieu Global®. Son concept de fabrication permet la culture de 

l’embryon jusqu’au stade blastocyste sans jamais changer le milieu. 

L’embryon n’est pas du tout soumis à des variations de pH ou de 

température et donc aurait une capacité d’atteindre le stade blastocyste plus 

importante que pour un milieu séquentiel. 

 

Ces deux milieux ne sont pas supplémentés en macromolécules. Il convient donc 

d’en ajouter au moment de la préparation du milieu. Il existe différentes possibilités de 

supplémentation (cf paragraphe 2.1.3). 
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2.1.2. Milieu séquentiel : 

Nous avons testé un milieu séquentiel : ISM1™ / BlastAssist® (Origio®). 

Ils sont conçus pour imiter le microenvironnement et abaisser le stress de la culture in vitro 

causé à l’embryon.  Ils contiennent du glucose et  ses dérivés métaboliques, des acides 

aminés, des nucléotides, des vitamines et du cholestérol. L’ISM1 possède aussi de la S-

Adénosyl Méthionine, la source principale de méthionine utilisée pour la méthylation de 

l’ADN lors du développement embryonnaire préimplantatoire. Les milieux sont changés 

tous les jours ou tous les deux jours en fonction des équipes. Ils sont déjà supplémentés par 

de l’HSA pour l’ISM1™ et en HSA + Un sérum synthétique de remplacement (SSR®) 

pour BlastAssist®. 

 

2.1.3. Supplémentation protéinique : 

Pour la supplémentation protéinique, nous avons également voulu étudier les 

sources de macromolécules commercialisées par les fournisseurs de nos milieux : 

- HSA® (LifeGlobal®) , Albumine Sérique Humaine purifiée à partir de 

sang de donneurs. 

- SSS® (IrvineScientific®), Sérum Substitute Supplément : il s’agit d’un 

supplément protéinique stérilisé par filtration contenant 6 % de protéines  

humaines (84% d’albumine, 16% de α et β globuline, moins de 1% de γ 

globuline). 

- G-MM TM  (VitroLife®), qui est une Albumine Humaine Recombinante. 

 

2.2. PROTOCOLE D’EVALUATION DES MILIEUX DE CULTURE ETUDIES  : 

2.2.1. Contrôle du matériel utilisé : 

 
Avant toute expérimentation, nous avons voulu tester le matériel qui allait être 

utilisé afin de nous assurer de l’absence de diffusion de BPA depuis les différents 

plastiques. 

Dans les semaines précédant les commandes de milieux de culture, nous avons 

contrôlé tout le matériel nécessaire pour mener les expérimentations : 

- Les boites de cultures 4 puits (nunc®). 

- Les embouts de pipettes. 
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- Les cryotubes (nunc®). 

 

Nous en avons aussi profité pour évaluer tout les réceptacles et tubulures en contact 

direct avec les gamètes ou les embryons  au cours d’une FIV : 

- Les réceptacles pour le sperme (Clinisperm®), 

- La tubulure de ponction, 

- Les tubes à hémolyse utilisés pour la récupération du liquide folliculaire, 

- Les boites de pétri (nunc®) utilisées pour récupérer les ovocytes, 

- Les cathéters de transfert. 

- Les paillettes de congélation. 

 

   Nous avons dosé le BPA sur 3 échantillons de chaque type de matériel. 

Les tubes, boites et réceptacles étaient remplis avec une solution composée de 50% 

d’acétonitrile (AcN) et 50% d’eau. Les tubulures, cathéters et embouts de pipettes et les 

paillettes étaient baignés dans cette même solution. Après une incubation de 1 heure, à 

37°C, nous avons dosé le BPA.  

L’acétonitrile est un solvant du BPA, utilisé aussi comme phase mobile pour la technique 

de chromatographie liquide de notre étude. La forte affinité du BPA pour ce solvant garanti 

un dépistage optimal du BPA dans les plastiques. Si du BPA est présent dans l’échantillon 

analysé, il passera dans la solution d’AcN/H2O et pourra alors être dosé. 

 

2.2.2. Dépistage du Bisphénol A dans les conditionnements 

commerciaux : 

 

Nous avons testé 3 lots de chaque milieu et 3 flacons par lot. Puisque lors de notre 

étude préliminaire nous avions noté une tendance à la baisse de la concentration de BPA au 

cours du temps nous avons commandé des milieux très récents afin de pouvoir débuter les 

dosages du BPA 3 ou 4 semaines après la fabrication. Les fournisseurs nous envoyaient les 

flacons de milieux dès qu’ils étaient « libérés », c'est-à-dire après avoir validé les tests 

d’embryo-toxicité et de stérilité. 

 

Trois  ou quatre semaines après leur fabrication, le premier flacon était ouvert et nous 

prélevions 2 fois100µl de milieu que nous congelions dans deux cryotubes à -80°C afin de 

faire les dosages en duplicata. Cette opération était renouvelée à 5 et à 7 semaines. Les 



 33 

flacons étaient maintenus fermés et conservé à 4°C. Ils étaient ouverts au moment de 

l’expérimentation et  n’étaient pas réutilisés après ouverture comme la plupart des 

fournisseurs le conseille. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 15 : Représentation schématique du protocole de dépistage du BPA dans les conditionnements 
commerciaux des milieux de culture étudiés. 
 

2.2.3. Evaluation de l’effet des conditions de culture en FIV sur la 

concentration du  Bisphénol A dans les milieux de culture : 

 

Pour chaque lot, 3 ou 4 semaines après fabrication, les milieux étaient disposés sous 

forme de microgouttes de 50µl dans les boites de culture 4 puits que nous utilisons en 

routine au laboratoire et recouvert d’huile minérale Ferticult®. Les milieux sans protéines 

étaient supplémentés comme spécifié par le fournisseur. C’était le cas du milieu Global ® 

(LifeGlobal®) que nous avons supplémenté avec 5 % de  HSA® (LifeGlobal®), et du 

milieu CSC® (Irvine Scientific®) auquel a été ajouté 10% de SSS® (Irvine Scientific®). 

 

Les boites étaient ensuite placées dans une étuve à 37°C et sous 6% de CO2. Après 

une incubation de 48 heures : nous prélevions deux gouttes de 50µl que nous disposions 

dans deux cryotubes à -80°C. Le milieu CSC® pouvant être utilisé jusqu’à 5 à 6 jours sans 

changement, nous avons laissé incuber le milieu jusqu’à 96 heures en prélevant des 

microgouttes à 48 heures et à 96 heures 
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Figure 16 : Représentation schématique du protocole de dépistage du BPA dans les milieux de culture 
utilisés dans les conditions d’une FIV. 
 

2.2.4. Evaluation de l’effet de différents types de supplémentation 

protéinique sur la concentration  du bisphénol A dans les milieux 

de culture : 

 

Dans l’étude de Tatakori et al 2012 (44), des phtalates avaient était retrouvés dans les 

substituts de sérum. Nous avons voulu évaluer plusieurs substituts de sérum utilisés en 

routine : HSA®  (LifeGlobal®), SSS® (Irvine Scientific®) et une HSA recombinante G-

MMTM (VitroLife®). 

 

Les substituts de sérums étaient dilués dans les proportions spécifiées par les fournisseurs : 

 - 5% de HSA® dans du milieu Global®, 

 - 5% de G-MMTM dans du milieu Global®, 

 - 10% de SSS® dans le CSC®. 

Les mélanges étaient ensuite placés dans les cryotubes et congelés à – 80°C en vue du 

dosage. 

Pour des raisons financières, nous n’avons évalué qu’un lot de chaque substitut de sérum. 
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2.3. METHODE DE DOSAGE DU BISPHENOL A : 

2.3.1. Principe de la technique utilisée : 

 

Le dosage du BPA a été réalisé par chromatographie en phase liquide à ultra haute 

performance couplée à une spectrométrie de masse en tandem (UPLC-MS/MS) [89].  

Le principe de séparation repose sur l’interaction des solutés (ici le bisphénol A) entre 

deux phases non miscibles : la phase mobile (mélange de solvant) et la phase stationnaire 

(colonne chromatographique). L’échantillon à analyser est poussé par un liquide (appelé 

phase mobile) dans une colonne remplie d’une phase stationnaire de fine granulométrie. 

 

L’UPLC est une amélioration de la technique de l’HPLC (High performance liquid  

chromatography). C’est un système chromatographique permettant le travail à très forte 

pression associé à l’utilisation d’une colonne de chromatographie de fine granulométrie 

(<2µm). La  fine granulométrie de la phase stationnaire permet une meilleure séparation 

des composants. En effet, pour un même volume de phase stationnaire, la surface 

d’échange augmente si les «grains» qui la composent sont de diamètre plus petit. Les pics 

obtenus sont plus étroits donc la résolution est améliorée ainsi que les seuils de détection. 

 

Les composants, une fois séparés, sont analysés et quantifiés par spectrométrie de 

masse. Cette technique consiste à détecter des molécules en fonction du rapport de leur 

masse sur leur charge (m/z). En sortie de colonne d’UPLC, les molécules sont ionisées 

dans une source  d’ionisation puis séparées dans un ou des analyseurs en fonction du 

rapport m/z. 

Il existe plusieurs types de source d’ionisation et d’analyseurs : pour le dosage du BPA, la 

source d’ionisation est un electrospray en mode négatif (ESI -). 

 

L’analyseur est un triple quadripôle. Les quadripôles sont formés de quatre 

électrodes (deux positives et deux négatives). Différents potentiels sont appliqués sur les 

électrodes afin de permettre le passage de l’ion d’intérêt, les autres molécules sont 

neutralisées au contact des électrodes. La quantification du BPA est réalisée par « MRM » 

(Multiple Reaction Monitoring) : après ionisation, l’ion « père » du BPA est sélectionné 

dans le premier quadripôle (Q1) puis fragmenté à l’aide d’un gaz (l’argon) dans le second 
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quadripôle (Q2) (cellule de collision). Un ion « fils » issu de la fragmentation est ensuite 

sélectionné dans le dernier quadripôle (Q3). 

 Cette méthode permet d’être très sélectif et par conséquent d’augmenter les seuils de 

détection.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem. 

 

2.3.2. Préparation des échantillons : 

 
Les échantillons avaient un volume variable en fonction de l’expérimentation 

réalisée. En effet, la plupart avaient un volume de 100µL  cependant quelques 

prélèvements issus des microgouttes de 50µL mesuraient un peu moins de 50µL. Il a donc 

était nécessaire d’adapter la technique de dosage à ces petits volumes.  

Pour les échantillons dont le volume était inférieur à 100 µL, le volume a été réajusté à 

100µL avec un mélange AcN/H2O (50/50) de façon à ce que tous les échantillons 

subissent la même préparation avant injection.  

Ensuite, 50µL de standard interne (BPA-d16 à 1µg/mL dilué dans 50% d’AcN et 50% 

d’H2O) ont été ajoutés au 100µL d'échantillon avec 150µL d'AcN. Le mélange est agité 

durant 10 secondes et centrifugé 10 minutes à 20000g et 4°C. 

 

Le standard interne est un composé isotopique du BPA possédant les mêmes 

propriétés physico-chimiques, les temps de rétention de ces deux composés seront donc 

identiques ; seule la détection par la spectrométrie de masse permettra de les différencier. 

Ce standard interne permettra de s’assurer de la bonne qualité de l’extraction du BPA des 

milieux et par conséquent une  meilleure quantification. 
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2.3.3. Mesure :  

Cinq microlitres d'échantillon préalablement extrait ont  été injecté  sur une chaine 

Acquity UPLC® couplée à un spectromètre de masse triple quadripôles Xevo® (Waters, 

Milford, MA, USA.). Le BPA et le BPA-d16 ont été séparés du reste des constituants du 

milieu par la chromatographie liquide avec une colonne C18 ( BEH Acquity, 100*3.0 mm; 

1.7 µm, Waters) à un débit de 0.35mL/min et un gradient H2O/AcN. En chromatographie 

liquide, le BPA et le BPA-d16 présentent des vitesses de migration identiques, c’est la 

spectrométrie de masse qui va ensuite les séparer. Les molécules sont ionisées avec une 

source electrospray (ESI) en mode négatif (OH est transformé en O-). Les ions passent 

ensuite dans les  trois quadripôles : 

 

-  Le premier quadripôle sectionne les rapports masse/charge (m/z) du  BPA (m/z = 227) et 

du BPA-d16 (m/z = 241). Différents potentiels sont appliqués sur les électrodes constituant 

le quadripôle de telle sorte que les ions d’intérêts soient les seuls à pouvoir traverser ces 

électrodes ; les autres ions sont neutralisés sur les électrodes. 

 

- Le deuxième quadripôle fragmente les molécules par collision avec un gaz inerte (de 

l'Argon) : le BPA donne les ions fragments suivants m/z = 212 et m/z = 113 avec une 

énergie de collision de 20 et 28 eV respectivement. Le BPA-d16 donne les ions fragments 

suivants m/z = de 222 et m/z = 142 avec une énergie de collision de 30 et 32 eV, 

respectivement. 

 

- Comme pour le premier quadripôle, le troisième, par un jeu de potentiels, va sélectionner 

les ions d’intérêts issus de la fragmentation de l’ion parent et les envoyer vers le détecteur. 

 

Avec cette technique, la limite de quantification du BPA est de 0.5 ng/mL soit 2.19 nM. 

 

 

 

 

 

 

 



 38 

2.4. TESTS STATISTIQUES UTILISES  : 

 
Nous avons utilisé le logiciel de statistique : SAS 9.3. 

Les résultats rendus comme inférieurs à la limite de quantification (2.19nM) étaient 

considérés comme nuls et ramenés à 0nM. 

Dans l’optique de répondre à notre première question : présence ou absence de BPA dans 

les milieux de culture, nous avons utilisé un test d’adéquation (test de la médiane) 

permettant de comparer les résultats des dosages par rapport au seuil de détection de 

l’analyse.  

Afin d’évaluer l’impact de la durée de conservation, du temps d’incubation ou du type de 

substitut protéinique ajouté dans les milieux, nous avons utilisé un test non paramétrique 

apparié (test de Wilcoxon). Ce test permet de comparer deux mesures d'une variable 

quantitative effectuées sur les mêmes sujets (mesures définies par les modalités de la 

variable qualitative).  

Nous considérions comme statistiquement significatif, un p< 0,05.  
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3. RESULTATS : 

3.1. CONTROLE DU MATERIEL UTILISE  : 

3.1.1. Matériel utilisé au cours de notre expérimentation : 

 

Comme attendu, nous n’avons pas retrouvé de BPA ni dans les cryototubes ni dans 

les embouts de pipettes utilisés, ces deux produits étant en polypropylène donc sans BPA. 

 

 
BPA (nM) 

 Echantillon 1 Echantillon 2 Echantillon 3 
Cryotubes 0 0 0 
Embouts de pipettes 0 0 0 
Boites de culture (nunc®) 0 8,8 0 

 Tableau 4 : BPA (nM) dans le matériel utilisé pour notre expérimentation,  
  
 
 

Dans les boites de culture, nous avons retrouvé du BPA dans un des échantillons, à 

une concentration de 8.8nM. Afin de vérifier que cette contamination soit accidentelle, 

nous avons réitéré l’expérimentation sur  12 boites (4 boites de 3 lots différents). Du BPA 

a été dosé dans seulement une seule boite, à une concentration de 8.28 nM. Cette valeur est 

considérée comme aberrante si on utilise le test de Grubbs (p<0.01). Nous pouvons donc 

conclure à l’absence de contamination par le BPA dans les boites de cultures. 

 

lot 1 lot 2  lot 3  
< LOQ < LOQ < LOQ 
< LOQ < LOQ < LOQ 
< LOQ < LOQ < LOQ 

Boites de culture 

8,28(NS) < LOQ < LOQ 
                   Tableau 5 : BPA (nM) dans les boites de culture embryonnaire, évaluation de 3 lots. 

    NS : non significatif (test de Grubbs). 
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3.1.2. Matériel utilisé en routine dans le laboratoire de FIV du CHU de 

Toulouse : 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure18 : BPA (nM) dans le matériel utilisé en routine au cours d’une FIV au laboratoire d’AMP du CHU  
de Toulouse. 
 

Le taux de  BPA retrouvé après incubation d’une heure  de tubulures de ponctions 

dans de l’acétonitrile, variait entre 13 à 27 nM pour les trois dosages. Cette détection a été 

contrôlée dans les conditions d’utilisation standard de la tubulure afin de connaître la 

concentration exacte de BPA à laquelle les ovocytes pourraient être exposés au cours de la 

ponction. Nous avons testé trois tubulures de ponction de trois lots différents (9 au total). 

Pour être au plus proche des conditions de ponction ovocytaire, nous avons suivi le 

protocole utilisé dans notre laboratoire. La veille d’une ponction ovocytaire, nous mettions 

2 tubes de 5mL de milieu de rinçage des ovocytes à l’étuve (37°C et 6% de CO2). La 

tubulure de ponction était également mise dans une étuve à 37° dans les salles de ponction. 

Le lendemain, juste avant de débuter une ponction chez les patientes, nous faisions passer 

dans la tubulure les 5mL de liquide de rinçage des ovocytes. Le liquide était récupéré puis 

congelé en vue du dosage de BPA.  Afin de s’assurer de l’absence de BPA dans le milieu 

de rinçage des ovocytes le deuxième tube de 5mL servait de témoin. 

 

Nous n’avons pas retrouvé de BPA de manière significative dans le liquide de 

rinçage des ovocytes. En revanche, la concentration retrouvée (3.77nM +/-1.71) après 

passage du liquide dans la tubulure de ponction était statistiquement supérieure à la limite 

de quantification (p<0.05). Cependant, la légère différence de concentration observée avant 

ou après passage du liquide dans la tubulure n’était pas significative. 
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     Figure 19: BPA (nM) dans les tubulures de ponctions utilisées dans les conditions  
      de ponction du laboratoire du CHU de Toulouse. 

                    * : Dosage du BPA statistiquement supérieur au seuil de détection (p<0.05), test de   
                    la médiane. 
 

3.2. DEPISTAGE DU BISPHENOL A DANS LES CONDITIONNEMENTS 

COMMERCIAUX : 

 
Nous avons détecté du BPA dans trois des milieux de culture que nous avons 

étudié, les résultats sont décrits dans le tableau 6. En effet, nous retrouvons des doses de 

BPA statistiquement supérieures à la limite de quantification pour le milieu ISM1TM, le 

BlastAssist® et le CSC®.  Seul le milieu Global®, présenterait un taux de BPA inférieur à 

la limite de quantification (non significatif). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20: BPA dans les milieux de culture utilisés en routine chez l’Homme.  
 * : Dosage de BPA statistiquement supérieur au seuil de détection (Test de d’adéquation : p<0,05). 
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 ISM1TM BlastAssist® Global® CSC® 

 Moyenne (+/- ET) Moyenne (+/- ET) Moyenne (+/- ET) Moyenne (+/-ET) 

Lot 1 2,81 +/- 1,53 3,18 +/- 2,67 2,07 +/- 2,48 5,70 +/- 6,10 

Lot 2 2,96 +/- 0,71 3,33 +/- 0,81 2,10 +/- 2,45 4,74 +/- 1,14 

Lot 3 3,39 +/- 1,93 5,49 +/- 3,06 1,59 +/- 2,73 5.29 +/- 3.52 

Moyenne (nM) 3,19 +/- 1,40 3,89 +/- 2,40 2,32 +/- 2,80     5.17  +/- 3.91 

Tableau 6 : BPA (nM) dans les milieux de culture embryonnaire utilisés en routine chez l’homme. 

 

3.3. CINETIQUE DE LA CONCENTRATION DU BISPHENOL A DANS LES 
CONDITIONNEMENTS COMMERCIAUX : 

 
Lors de notre étude préliminaire, nous avions observé une diminution des 

concentrations du BPA au cours du temps, ces résultats n’étant pas significatifs nous avons 

réitéré l’expérience. Si nous comparons les concentrations du BPA en fonction de la durée 

de stockage des milieux dans leur conditionnement d’origine, nous ne retrouvons pas de 

différence significative (Figure 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   Figure 21: BPA dans les conditionnements commerciaux, cinétique dans le temps. 
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3.4. EVALUATION DE L ’EFFET DES CONDITIONS DE CULTURE EN FIV SUR 

LA CONCENTRATION DU BISPHENOL A DANS LES MILIEUX DE 

CULTURE : 

 

Employés dans les conditions de culture embryonnaire en FIV, les milieux ISM1TM,  

BlastAssist® et CSC® voient leur niveau de BPA sensiblement augmenter (résultats 

décrits dans le tableau 7). Le milieu Global® n’est pas soumis à ce phénomène. La 

différence observée pour le milieu BlastAssist est limite (p=0,05), elle n’est pas 

significative pour les autres milieux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 22: BPA (nM) dans les milieux utilisés en condition de FIV.                                                                           
∆ : différence limite (p=0.05), test de Wilcoxon. 
 
 

   ISM1TM  (+/- ET) BlastAssist®  (+/- ET) Global®  (+/- ET) CSC®   (+/- ET) 

0h           3,41     (+/- 1,83)       3,58          (+/- 1,86)      4,93        (+/- 4,60)       4,39      (+/-4,19) 

48h          8,8       (+/- 8,33)      11.52         (+/- 7.21)      4,74        (+/- 6,47)       6,5        (+/-7,30) 

96h    non fait non fait non fait 11,34     (+/-6,20) 

Tableau 7: BPA (nM) dans les milieux utilisés en condition de FIV. 
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3.5. EVALUATION DU L ’EFFET DE DIFFERENTS TYPES DE 

SUPPLEMENTATION PROTEINIQUE SUR LA CONCENTRATION DE 

BISPHENOL A DANS LES MILIEUX DE CULTURE  : 

 
Les concentrations de BPA retrouvées dans les milieux avant et après 

supplémentation sont décrites dans le tableau 8. Nous ne trouvons pas de différence 

significative pour toutes les sources de macromolécules étudiées. Il n’y en a pas non plus 

entre du milieu Global additionné de HSA purifiée ou recombinante.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 23: Effets d’une supplémentation protéinique sur le dosage de BPA dans les milieux de culture. 

 

 Global     +/-  5%HSA Global    +/- 5%G-MM CSC     +/- 10%SSS 

 Moyenne +/- ET Moyenne +/- ET Moyenne +/- ET 

pur 2,32 +/- 2,8 2.32 +/- 2.8 4.45 +/- 2.7 

supplémenté 4,93 +/- 4.6 2.97 +/- 3.28 4.39 +/- 4.19 

Tableau 8 : Effets d’une supplémentation protéinique sur le dosage de BPA dans les milieux de culture. 
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4. DISCUSSION  ET CONCLUSION : 
 

Le BPA est l’un des perturbateurs endocriniens les plus ubiquitaires. A la lumière 

des diverses études réalisées sur la contamination de notre environnement par le BPA et 

notamment sur la possible implication des dispositifs médicaux dans l’exposition de 

nouveaux-nés hospitalisés en réanimation néonatale, il nous a semblé important d’évaluer 

si, lors d’une tentative d’AMP, des sources d’exposition au BPA existaient. Nous avons 

testé l’ensemble des consommables plastiques utilisés lors d’une tentative de FIV au CHU 

de Toulouse, ainsi que différents milieux de cultures embryonnaires utilisés en routine. 

 

Concernant les différents consommables  utilisés pour une FIV dans notre centre, 

lorsque les tubulures des aiguilles de ponction ovocytaire sont exposées 1 heure à une 

solution d’AcN pour extraction du BPA, des niveaux de l’ordre de 20 nM de BPA sont 

retrouvés. Les tubulures de ponctions contiennent donc du BPA. Lorsqu’on les soumet 

cette fois-ci à leurs conditions d’utilisation standard par le passage du liquide de recueil 

ovocytaire (ne contenant pas de BPA significativement détectable), du BPA est 

significativement retrouvé à un niveau faible, de l’ordre de 3nM. Ainsi, la toute première 

étape de la FIV, la ponction ovocytaire, semble être une première source d’exposition au 

BPA. 

 

Concernant l’étape de culture embryonnaire, notre étude montre que, parmi les 

quatre milieux que nous avons analysés dans leur conditionnement commercial, trois 

contiennent du BPA à des concentrations supérieures à 2 nM  qui sont potentiellement 

nocives pour les embryons de mammifères.  

Dans ces milieux, le BPA peut provenir de plusieurs sources. On pense en premier lieu aux 

flacons de stockage. Cependant, ils sont en PETG (Polyéthylène téréphtalate glycolisé), ce 

plastique n’est pas connu pour contenir du BPA. De plus, puisque la durée de stockage des 

milieux dans leur flacon d’origine ne fait pas varier le BPA de manière significative, on 

peut conclure qu’il n’y a pas de diffusion du BPA depuis les flacons. Pour s’en assurer 

complètement, il faudrait soumettre des flacons vierges à l’extraction pour l’AcN. Cela n’a 

pas pu être réalisé. 
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C’est donc plus probablement le processus de fabrication du milieu qui semble être 

à l’origine de cette contamination. Malheureusement, si les composés des milieux sont 

généralement connus, leur méthode de synthèse et leur conditionnement peuvent varier en 

fonction des fournisseurs et sont peu accessibles. De plus, une fois ces composés 

réceptionnés, les méthodes de synthèse des milieux de culture restent secrètes. S’il s’avère 

que le BPA provient de leur méthode de conception, il conviendrait  d’analyser toute la 

chaine de production de chaque  milieu pour trouver l’origine de la contamination et 

l’éradiquer. 

 

De même la majorité du matériel utilisé pour la culture embryonnaire étant en 

plastique, une diffusion du BPA vers les milieux pendant les manipulations est 

envisageable. Lors de nos expérimentations, nous avons pu observer que la concentration 

de BPA n’augmentait pas significativement après une incubation de 48 à 96 heures pour 3 

des 4 milieux. Toutefois, on se rapproche très fortement  de la significativité (p=0.05) pour 

le milieu BlastAssist®. Il est difficile d’expliquer ce résultat. On peut en tous les cas 

constater, d’après la liste des composés entrant dans la constitution du BlastAssist® 

fournie par le fabricant, qu’une particularité de ce milieu tient en sa richesse en vitamines 

(biotine, acide folique, niacinamide, pyridoxine, riboflavine, thiamine) qui ne figurent pas 

dans le milieu ISM1 du même fabricant. D’autre part, la source macromoléculaire du 

BlastAssist® est un sérum synthétique de remplacement associé à de l’HSA, alors qu’il 

s’agit d’HSA pour l’ISM1TM. 

  

L’origine de cette contamination en cours de culture reste difficile à élucider 

puisqu’on ne retrouve pas de BPA ni dans les boites de cultures ni dans les embouts de 

pipette. Là aussi, plusieurs hypothèses peuvent être avancées. Le BPA pourrait provenir de 

l’huile minérale et diffuser dans le milieu au cours de l’incubation. Il sera nécessaire de 

détecter le BPA dans les huiles minérales commercialisées. Ou bien il serait déjà présent 

dans le milieu mais indosable car séquestré par les protéines du milieu qui le relâcheraient 

pendant une incubation de longue durée à température élevée. Une étude montre que le 

BPA possède une  affinité pour l’albumine humaine recombinante [90] Il se fixe dans une 

poche hydrophobe de l’albumine (dans le domaine IIA) par des liaisons chimiques faibles 

(liaisons hydrophobes et ponts hydrogènes). Ainsi, avant de laisser incuber le milieu à 37°, 

une partie de BPA serait lié à l’albumine, puis au cours de l’incubation, le temps et la 
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chaleur aidant, il se détacherait de la protéine et deviendrait dosable. Les HSA utilisées par 

chaque fabricant de milieux leur sont spécifiques. La source de collecte des sera humains 

peut différer et potentiellement influer sur sa contenance en BPA. 

 

Ainsi et puisqu’une étude avait retrouvé la présence de phtalates [85] dans certains 

substituts protéiniques, nous avons voulu nous assurer de l’absence de BPA dans plusieurs 

types de substituts : albumine sérique humaine purifiée, sérum purifié et albumine humaine 

recombinante. Nous n’avons pas retrouvé de modification significative de la concentration 

de BPA après l’ajout de ces macromolécules à nos milieux, aux concentrations préconisées 

par les fournisseurs et en l’absence d’incubation prolongée. Dans ces conditions, celles-ci 

ne paraissent pas être une source immédiate de BPA.  

 

Bien que significatifs, les résultats des dosages du BPA restent très variables pour 

une condition donnée. Cette variabilité avait déjà été observée lors de notre étude 

préliminaire. Cela nous avait menés à modifier nos protocoles d’expérimentation. Nous 

avons été extrêmement attentifs aux risques de pollution externe par le BPA. Les 

paillasses, portoirs et pipettes étaient systématiquement décontaminés avec de l’alcool. 

Pour limiter les sources de variation, la totalité des dosages à effectuer sur un milieu étaient 

réalisés au cours d’une même série d’analyse. Enfin, nous avions émis l’hypothèse d’une 

variation de la concentration du BPA dans le temps qui aurait pu expliquer ce phénomène ; 

les mesures réalisées dans notre étude ne montrent pas de différences significatives. 

La principale explication à cette variabilité paraît inhérente à la technique d’analyse 

utilisée. Bien que ce soit la technique de référence, nos résultats gravitent autour de sa 

limite de quantification. Dans cette zone, les variations sont notables sans trop avoir les 

moyens d’agir dessus. 

 

Notre étude est la première à montrer la présence de BPA dans trois des milieux de 

culture embryonnaire que nous avons étudiés. La seule autre équipe qui ait cherché à 

détecter le BPA dans les milieux est l’équipe de Mahalingaiah [88] et n’a pas retrouvé de 

BPA ni dans les milieux ni dans le matériel testé.  

Ils ont évalués d’autres milieux: Quinn’s Advantage Fertilization (HTF) Medium (Sage®) 

Vitrolife G1.5v5 medium (Vitrolife ®) sur un seul lot et 52 jours après réception du milieu. 

Le BPA était dosé dans les conditionnements commerciaux et dans les conditions d’une 

FIV. Les volumes utilisés étaient de 3mL, il n’y avait pas d’huile minérale ajoutée. Le 
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matériel testé différait également de celui que nous avons étudié,  tant pour les boites de 

culture que pour les tubulures de ponction. Ils ont utilisé le même principe de dosage que 

notre étude, avec une limite de quantification équivalente. 

Loin de mettre en doute les conclusions de cette étude, il était un peu difficile 

d’extrapoler les résultats obtenus à l’ensemble des milieux de cultures disponibles sur le 

marché. Il semblerait que tous les milieux de cultures ne présentent pas les mêmes 

concentrations de BPA. Ainsi, il serait nécessaire de dépister la totalité des milieux 

commercialisés. 

 

De même, il convient de rester très prudent pour le matériel utilisé en FIV. En effet 

la majorité ne paraît pas être une source de BPA mais à la vue des résultats obtenus pour 

nos tubulures de ponction, il semble nécessaire de réitérer ces analyses en améliorant le 

protocole. Le fait de trouver du BPA à des concentrations significatives après passage du 

liquide de rinçage des ovocytes dans la tubulure de ponction laisse penser que les ovocytes 

sont au contact du BPA dès la première étape de la FIV. L’origine du BPA retrouvée est 

certainement mixte (liquide de rinçage des ovocytes et tubulure de ponction). Il conviendra 

d’identifier la part de chacun dans cette contamination. 

 

La présence de BPA dans les milieux de culture embryonnaire est préoccupante. 

Les embryons cultivés in vitro peuvent être exposés à des doses potentiellement néfastes 

pour leur développement. Aux concentrations retrouvées lors de notre étude (>2nM), 

l’équipe de Takai montre que le BPA interfère sur la croissance embryonnaire in vitro ; si 

les embryons sont réimplantés, on retrouve une légère augmentation du poids des 

progénitures au sevrage [78, 81]. Dès que la dose de BPA dépasse 10 nM, celui-ci semble 

ralentir la croissance embryonnaire et diminuer le nombre d’embryon atteignant le stade 

blastocyste [78, 79]. Une exposition in vivo à de telles doses de BPA semble générer les 

mêmes effets [73]. La physiopathologie n’est pas totalement élucidée mais paraît être 

d’origine épigénétique. D’autant plus que quelques études démontrent les effets néfastes du 

BPA sur la régulation épigénétique après une exposition, in vivo, autour de l’implantation 

embryonnaire [83-85].  
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La présence de ce perturbateur endocrinien dans les milieux de culture pourrait, au 

moins en partie, expliquer les anomalies épigénétiques retrouvées après culture 

embryonnaire[32], voire même la légère augmentation de l’incidence de pathologies 

d’origine épigénétique chez les enfants issus de FIV[37]. 

 

Cependant ces inquiétudes doivent être modérées. La plupart des études qui 

montrent un effet du BPA sur les embryons est réalisée avec une exposition maternelle au 

BPA durant les phases de fécondation et d’implantation. Il paraît indispensable de 

multiplier les investigations sur les effets du BPA lors de la culture in vitro des embryons 

animaux afin d’apprécier la réelle toxicité de ce perturbateur endocrinien dans ces 

conditions. 

 

S’il s’avère que le BPA, présent à faible dose dans des milieux de culture 

embryonnaire, engendre des troubles épigénétiques pouvant être à l’origine des pathologies 

observées chez l’Homme, il sera nécessaire de prendre des mesures pour l’éliminer 

totalement des milieux utilisés.  

 

De plus, les concentrations dosées restent dans le même ordre de grandeur que les 

taux de BPA détectés dans le sang, les urines ou le liquide folliculaire. Bien que nous ne 

connaissions pas exactement le degré d’exposition des embryons dans les trompes ou 

l’utérus, il semblerait que ceux-ci soient au contact de doses équivalentes de BPA. Il ne 

devrait donc pas y avoir de différence d’effet observé in vivo ou in vitro. En revanche, 

l’environnement de l’embryon n’est pas du tout le même. In vivo,  le BPA est « dilué » au 

sein des sécrétions tubaires puis utérines, comprenant notamment diverses molécules qui 

pourraient jouer un rôle de transporteur du BPA, et au sein d’un environnement 

d’hormones différent, notamment en stéroïdes,  qui, soit interagissent avec lui, lui 

conférant des propriétés différentes [48], soit le rendent complètement inactif par 

compétition (concentrations plus élevées), ce qui n’est pas le cas en culture in vitro. Ainsi, 

loin de leurs conditions optimales de croissance, les embryons pourraient être plus 

sensibles aux perturbateurs endocriniens.  

 

D’après nos travaux, le bisphénol A semble présent dans certains milieux de culture 

embryonnaire. Sa toxicité sur les embryons n’est pas encore totalement avérée et nécessite 

d’autres investigations.  Mais compte tenu de ses modes d’actions connus, et notamment 
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des perturbations épigénétiques retrouvés dans l’embryon post-implantatoire (les seules 

recherchées), il pourrait participer aux anomalies épigénétiques mises en évidence après 

culture in vitro. Par ailleurs, ce perturbateur endocrinien est le plus connu à ce jour mais il 

en existe beaucoup d’autres. Ainsi, une étude récente révèle que des plastiques « BPA 

free » présentent tout de même des propriétés estrogéno-mimétiques [91]. Malgré 

l’absence de BPA, ces plastiques doivent donc contenir d’autres perturbateurs endocriniens 

aux propriétés similaires. Il convient donc de continuer à identifier les substances 

susceptibles d’être toxiques pour l’embryon et de chercher à les détecter dans les 

conditions de culture embryonnaire humaine.  
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ANNEXES : 

 
 
LES MATIERES PLASTIQUES  : 
 
 
 

Matières Plastiques

Polyéthylène téréphatalate

Polyéthylène haute densité

Polychlorure de vinyle (assoupli 

par phtalates/ BPA)

Polyéthylène basse densité

Polypropylène

Polystyrène

Polycarbonate (BPA) / Résine epoxy, 

autres.

Eau embouteillée

Flacons.

Films étirables      tubes PVC     dispositifs                 

médicaux

sacs plastiques       films emballages

Bouchons           boites hermétiques

Boites de culture              emballage isolant

Biberons          canettes               boites de conserves
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DESCRIPTIF DES PROTOCOLES : 
 
 
 

 
Lot  

date 
fabrication  

date de 
péremption 

1er 
prélèvement 

2ème 
prélèvement 

3ème 
prélèvement 

lot 1        
130318U 

18/03/2013 27/05/2013 
16/14/2013      
4 semaines 

22/04/2013      
5 semaines 

06/05/20013     
7semaines 

lot 2     
130520U 

20/05/2013 29/07/2013 
10/06/2013   
3 semaines 

24/06/2013    
5 semaines 

08/07/2013   7 
semaines 

Global® 
LifeGlobal® 

lot 3     
130614U 

14/06/2013 23/08/2013 
08/07/2013    
3 semaines + 
48h 

19/07/2013    
5 semaines 

02/08/2013        
7 semaines 

 

 
Lot  

date 
fabrication  

date de 
péremption 

1er 
prélèvement 

2ème 
prélèvement 

3ème 
prélèvement 

lot 1          
90164130302 

07/03/2013 05/06/2013 
05/04/2013     
4 semaines  

10/04/2013    
5 semaines 

24/04/2013    
7 semaines 

lot 2        
90164130403 

19/04/2013 17/07/2013 
17/05/2013    
4 semaines 

24/05/2013    
5 semaines 

04/06/2013   
7 semaines 

Continuous 
Single Culture™ 

Media (Irvine 
Scientific®) lot 3    

90216130504   
31/05/2013 28/08/2013 

28/06/2013  
4 semaines 

05/07/2013  
5 semaines 

19/07/2013  
7semaines 

 

 
Lot  

date 
fabrication  

date de 
péremption 

1er 
prélèvement 

2ème 
prélèvement 

3ème 
prélèvement 

lot 1    
13060053 

25/02/2013 02/09/2013 
22/03/2013     
3 semaines 

01/04/2013    
5 semaines 

15/04/2013   
7 semaines 

lot 2         
13090049 

12/03/2013 23/08/2013 
06/04/2013    
3 semaines 

15/04/2013    
5 semaines 

29/04/2013   
7 semaines 

ISM1™ (Origio®) 

lot 3        
13150145 

22/04/2013 04/10/2013 
13/05/2013     
3 semaines 

27/05/52013     
5 semaines 

10/06/2013   
7semaines 

 

 
Lot  

date 
fabrication  

date de 
péremption 

1er 
prélèvement 

2ème 
prélèvement 

3ème 
prélèvement 

lot 1      
13070219 

06/03/2013 09/08/2013 
26/03/2013   
3 semaines 

08/04/2013       
5 semaines 

22/04/2013      
7 semaines 

lot 2        
13100187 

22/03/2013 30/08/2013 
11/04/2013       
3 semaines 

25/04/2013     
5 semaines 

10/05/2013     
7 semaines 

BlastAssist® 
(origio®) 

lot 3      
13120783 

09/04/2013 13/09/2013 
30/04/2013   
3 semaines 

14/05/2013       
5 semaines 

28/05/2013    
7 semaines 
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