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Succinate Déshydrogénase

Inhibiteurs de la Succinate Déshydrogeénase
ten-eleven-translocation 5-methylcytosine dioxygenases
TNF Receptor Associated Protein 1
Thenoyltrifluoroacetone

U.S. Environmental Protection Agency

Vascular Endocthelial Growth Factor
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1. INTRODUCTION

Contexte

L’utilisation agricole des fongicides inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHi) et les
conséquences potentielles sur la santé des professionnels exposés d’une part et d’autre part
des consommateurs posent un certain nombre de questions concernant leur impact potentiel
sur la santé humaine, au regard de 1’absence de spécificité de ces molécules vis-a-vis des

champignons.

En Avril 2018, un collectif de scientifiques de 'INSERM, du CNRS, de I'INRA et de
I’Université Paris Descartes issus de disciplines différentes, biochimie, biologie moléculaire,
médecine, toxicologie lancent une alerte (1) dans la tribune publiée par Libération (2)
concernant I’utilisation des fongicides inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHi) en
demandant leur suspension au regard de leurs potentiels effets néfastes sur la santé humaine.
Un groupe d’expertise d’urgence mis en place quelques mois plus tard par I’ANSES chargé
nationalement d’évaluer les risques sanitaires en lien avec 1’utilisation des pesticides fut

chargé d’évaluer la pertinence de ’alerte.

En Janvier 2019 I’ANSES rendit son avis sur la question (3) en concluant « a [’absence
d’élements en faveur de [’existence d’une alerte sanitaire » et ce en dépit de nombreuses
lacunes dans les connaissances sur le mode d’action de ces molécules, leurs métabolisation
dans I’organisme, de leurs mécanismes de toxicité, des niveaux d’imprégnation des
professionnels exposés ainsi que la population générale, et des potentiels effets sur la santé

des étres humains et des écosystémes le tout requérant des études complémentaires.

Connaissances antérieures

Les pesticides ou produits phytosanitaires sont actuellement largement utilisés en agriculture
dans le monde entier. Entre 2008 et 2012, les fongicides représentent 14% du marché
mondial avec en 2008 et 2012, 7370 tonnes (soit 15%) et 7990 tonnes (soit 14%)
respectivement. Cet usage est majoritairement agricole aux Etats Unis reste stable de 2005 a
2012 avec plus de 80% soit 500 tonnes annuelle utilisées dans ce secteur pour 68 a 600
entreprises productrices et distributrices dénombrées en 2012 (4). Par ailleurs, en Europe, la

France est le premier pays producteur agricole, avec une consommation de pesticides
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représentant 73 milliards d’euros en 2017, suivie par 1’Allemagne et 1’Italie. Cette utilisation
de pesticides englobe une grande partie du territoire avec 52,2% de la surface agricole utilisée
(SAU)(5). .Mais la France est également un des plus gros vendeurs de pesticides (fongicides
et bactericides) en Europe avec en 2016 plus de 31 900 tonnes écoulées, a la troisiéme place
derriere I’Espagne et I’Italie (6). Parmi les phytosanitaires, en France les fongicides
apparaissent les plus utilisés dans de nombreux domaines d’activité agricole : cultures

céréalieres, fruitieres, maraichéres et vitivole (7).

Figure 1 : Nombre moyen de traitements par especes y compris adjuvents (7)

Les pesticides sont donc largement utilisés en agriculture pour améliorer les rendements, la
qualité et I’aspect des produits, en détruisant des organismes jugés nuisibles tels que les
insectes (insecticides), les champignons (fongicides), les bactéries (bactéricides) ou des
mauvaises herbes (herbicides). La plupart des pesticides sont connus pour perturber la
physiologie de 1’organisme ciblé, entrainant un dysfonctionnement létal. Les pesticides
peuvent étre classés selon leur nature chimique (organochlorés, organophosphorés,

thiocarbamates, pyrethroides, phenylamides, phenoxyalkonates, triazine, phtalimides,
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dipyrides, ...), de leur mode d’application et de leur organisme cible (végétaux, champignons,
insectes, ...). lIs constituent une source majeure de contamination environnementale de 1’air,
de I’eau et des sols. La toxicité pour I’étre humain dépend de leur mode d’absorption, de leurs
propriétés chimiques et de leurs métabolismes, c'est-a-dire de leurs capacités a étre
biotransformés en molécules facilement ¢liminables par [’organisme. L’utilisation pour
I’agriculture intensive a haut rendement a conduit a une augmentation de la contamination de
ces compartiments environnementaux, avec parfois une rémanence de nombreuses années
apres 1’arrét de leur utilisation et ce en raison de la demi-vie longue de certaines substances

dites persistantes.

Il existe une grande variété¢ de modes d’action des fongicides, certains sont multisites c'est-a-
dire visent plusieurs cibles biochimiques au sein de la cellule fongique ; d’autres sont unisites
et visent une seule cible du champignon. Concernant les fongicides ciblant la respiration
cellulaire, certains réduisent la biodisponibilit¢ de ’ATP, la molécule stockant I’énergie
(silthiofam) et d’autres ont une action directe sur la chaine respiratoire (les SDHi sur le

complexe II et les strobilurines sur le complexe III).

Parmi le grand nombre de fongicides, une famille particuliere est utilisée de maniére
croissante depuis les années 2000, il s’agit de fongicides dénommés SDHi ou inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase. En effet, les SDHi sont utilisés depuis les années 2000 en
agriculture en traitement des semences ou des parties aériennes pour lutter contre les

basidiomycetes, adélo-mycetes et ascomycetes.

Actuellement, parmi les 20 substances actives identifiées par le Fungicide Resistance Action
Committee (FRAC) seulement 11 sont autorisées en France : (3) Les données de ventes en kg
par an montrent que le boscalid est le plus utilisé parmi les SDHI avec 257 tonnes en 2016,
devant le fluxapyroxad avec 146 tonnes, le bixaféne avec 90 tonnes la méme année. Au total,

les SDHi vendus en France représentent 500 a 700 tonnes par an depuis 2008 (8).

Les substances actives des différents composés présentent un mécanisme d’action commun
(9),(10) agissant sur la respiration cellulaire des mitochondries. Ces organistes intracellulaires
présents dans la plupart des eucaryotes, dont la fonction est cruciale dans la survie cellulaire
notamment. La mitochondrie posséde de multiples fonctions, incluant la production d’énergie
sous forme d’ATP, I’homéostasie calcique, la thermogenése, et la mort cellulaire. La
mitochondrie est un organite dont la taille varie de 1 a 10 um de long et de 0,5 a 1 um de

large. Elle comporte deux compartiments séparés par une membrane externe et une membrane
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interne : la matrice et I’espace intermembranaire. La membrane interne forme des
invaginations qui apparaissent sous forme de crétes ou replis qui augmentent la surface de la
membrane et dont le nombre varie selon ’activit¢ mitochondriale (respiration cellulaire,
oxydation des acides gras...). Les complexes de la chaine respiratoire sont situés au niveau de

ces crétes.

Parmi les fonctions mitochondriales, la respiration cellulaire tient une place prépondérante
dans la production d’énergie. Elle est assurée grace a une étroite connection entre la glycolyse
et la B-oxydation des acides gras qui se produisent dans le cytoplasme, et le cycle de Krebs
dans la matrice mitochondriale. La chaine respiratoire, localisée dans la membrane interne
mitochondriale, est composée d’une centaine d’éléments, protéiques et lipidiques, organisés
en 5 complexes (I a V). Elle est reliee au cycle de Krebs, qui lui fournit une partie des
équivalents réduits (NADH, FADH2) inhérents a la synthése d’ATP. Les électrons provenant
du NADH et FADH?2 sont respectivement transmis aux complexes I et II, puis transitent par
les complexes III et IV pour étre enfin transmis a I’oxygene, accepteur final. L’énergie ainsi
libérée par le passage des €lectrons d’un complexe au suivant est utilisée pour pomper des
protons (H+) par I’intermédiaire des complexes I, III et V, depuis la matrice mitochondriale
vers 1’espace intermembranaire. Ce mouvement de protons crée un gradient de pH de part et
d’autre de la membrane interne mitochondriale : le pH devient plus acide dans I’espace
intermembranaire que dans la matrice. De plus, il engendre un potentiel de membrane (Aym)
a travers la membrane interne de la mitochondrie : I’intérieur devient négatif et I’extérieur
positif. La résultante de ces deux forces constitue un gradient électrochimique de protons qui

va étre employé pour activer I’ATP synthase qui catalyse la conversion d’ADP + Pi en ATP.

Les SDHi agissent en inhibant une enzyme clé de la respiration cellulaire, la succinate
déshydrogénase (SDH), qui constitue le complexe II de la chaine respiratoire mitochondriale.
La SDH présente une double fonction. Au sein du cycle de Krebs, elle oxyde le succinate en
fumarate permettant ainsi le transfert d’électrons par 1’ubiquinone ou coenzyme Q, qui sous sa
forme réduite en ubiquinol se mobilise dans 1’espace intermembranaire mitochondriale afin de
transporter les électrons jusqu’au complexe III. Succinate + FAD <> Fumarate + FADH2. La
SDH existe dans la plupart des organismes vivants, de la levure a la bactérie, des mammifeéres

jusqu’a I’étre humain. En particulier, la poche catalytique de ’enzyme, dans laquelle se fixe
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les SDHi est trés conservée entre les especes, laissant supposer que les substances actives ne

sont pas spécifiques de la SDH des champignons.

Dans ce contexte, on peut se demander quel pourrait étre I’impact d’un blocage de la SDH
humaine, aprés une exposition aux SDHi. Depuis quelques années, de nombreuses études ont
retrouvé ont montré chez I’étre humain qu’une inactivation génétique de la SDH par
I’acquisition de mutations a 1’état homozygote et conduisant a un déficit fonctionnel de
I’enzyme (complet ou non), conduit au développement de pathologies neurologiques ou
cancéreuses. Une association entre des mutations des génes codants pour les sous-unités de la
succinate déshydrogénase (regroupés sous le terme de mutants SDHXx) est responsable d’un
deéficit fonctionnel complet ou non de la SDH et de certains cancers, tumeurs neuroendocrines

et de pathologies héréditaires rares comme les paragangliomes, les phéochromocytomes (11).

Plusieurs ¢études soutiennent 1’hypothése que des mécanismes épigénétiques secondaires a
I’inhibition de la SDH seraient associés a la survenue de pathologies de type néoplasique par
un phénotype d’hyperméthylation, responsable de la modification de I’expression de plusieurs
milliers de genes. En effet, ’accumulation d’un oncométabolite : le succinate, substrat de
I’enzyme engendrerait en conditions de normoxie une activation du facteur d’induction de
I’hypoxie (HIFla) responsable ainsi d’une « pseudo-hypoxie » et stimulerait 1’angiogenése
entre autres (12), (13). D’autres hypothéses impliquent la formation d’especes activées de
I’oxygene (EAO) (14), (15) toxiques pour les cellules secondaires aux mutations des genes
SDHx. Le tout aboutissant a une dysfonction des mitochondries. Mais les études sont assez
contradictoires sur le sujet (p23-24). On serait alors tenté de dénommer plutdt les SDHi et les
autres compos€s phytosanitaires agissant sur la chaine respiratoire comme des

« mitochondricides » ou « mitotoxiques » comme les qualifie Mme Paule Bénit ingénieure a

I’INSERM (16).

Justification de I’étude

Dans ce contexte il semble urgent et nécessaire de commencer a regrouper et formaliser les
données existantes sur les différents fronts de recherche sur le sujet des SDHi notamment
I’épidémiologie, la biologique, la toxicologie, mais aussi 1I’économie et la politique de gestion

du risque professionnel.
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Objectifs de I’étude

L’objectif de ce travail en collaboration avec deux toxicologues de I’Univeristé Paul Sabatier
et de 'INRA Toxalim a Toulouse, est de réaliser une revue systématique de la littérature selon
la méthode PRISMA sur deux problématiques distinctes en lien avec les inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHi). La premiére est d’identifier les mécanismes d’actions
métaboliques et épigénétiques engendrés par 1’inhibition de la SDH, chez 1’animal et chez
I’humain ainsi que les potentielles pathologies associées. La seconde concerne 1’exposition
professionnelle aux SDHi, dans le but de mieux cerner les taches professionnelles exposantes

et décrire les effets toxiques chez ’homme dans le cadre d’une exposition aigue et chronique.
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2. Bibliographie sur les inhibiteurs de la succinate déshydrogénase

2.1 Le terme « pesticides » : définitions

Le terme de « pesticides » est communément utilis¢ et vulgarise la représentation commune
de ces produits pour la population générale au travers des médias notamment. Pesticide vient
de I’anglais, il est formé du suffixe -cide qui vient du latin cida signifiant « tuer » et de
'anglais pest signifiant « nuisible » ainsi que du latin pestis pour « maladie contagieuse ». Ce
terme désigne assez clairement la notion de toxique pour la vie. Au fil des décénies, le terme
s’est quelque peu transformé pour plutdt prendre une dimension/connotation de protecteur
pour la vie humaine a 180° de la définition initiale avec actuellement plusieurs dénominations
quelque peu différentes. Les pesticides ou produits phytosanitaires ou phytopharmaceutiques
ou encore produits de protection des plantes (PPP) sont définis en Europe par 1’article 3 du

reglement (CE) n°1107/2009, repris en France par I’article L 253-1 du code rural.

Il s’agit de « substances ou mélanges, préparations chimiques synthétiques, naturelles ou
micro-organismes » ayant pour effets de « protéger les végétaux ou les produits végeétaux
contre tous les organismes nuisibles ou prévenir [’action de ceux-ci, assurer la conservation
des produits végétaux, détruire les végétaux ou les parties de végétaux indésirables, a

[’exception des algues, freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux ».

Il faut ajouter a cette définition celle des biocides, donnée dans I’article 3 du Reéglement
Européen UE N°528/2012, désignant des substances, mélanges, préparations visant a «
detruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles a en prévenir l'action ou a

les combattre, par une action chimique ou biologique ».

Il existe 23 types de biocides répartis en quatre groupes selon le Reéglement Européen parmi
les désinfectants (hygiene humaine, animale, de surfaces), les produits de protection (du bois,

matériaux de construction), et autres comme pour I’embaumement par exemple.

Ces produits sont composés d’une ou plusieurs substances actives permettant de classer les
phytopharmaceutiques selon leur mode d’action. A cela s’ajoute des co-formulants c’est-a-
dire les solvants et additifs ou adjuvants utilisés par les différentes firmes comme par exemple
pour faciliter la pénétration de la substance active et ainsi constituer le produit, composé ou

mélange final industriel pour sa commercialisation.
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Cette définition désigne les insecticides (lutter contre les insectes), fongicides (lutter contre
les champignons) et herbicides (lutter contre les mauvaises herbes) qui peuvent avoir une

utilisation industrielle, agricole mais également domestique.

L’omniprésence de ces différentes substances chimiques dans notre environnement moderne
rend légitime une meilleure connaissance de leur mode d’action. Il existe a ce jour, plus de
260 types de fongicides avec environ 64 modes d’actions différents comme nous le présente

ci-dessous de Comité d’Action de Résistance des Fongicide dans son poster (17).

Figure 2 : Poster du FRAC résumant les différents modes d’actions des fongicides (17)

2.2 Bref historique des SDHi

Les SDHi sont des fongicides utilisés depuis les années soixante. La premiere génération de
substances actives de cette famille était principalement utilisée pour le traitement des
semences, avec un spectre assez restreint pour lutter contre les basidiomycétes (rhizoctonia
spp, ustilago spp, puccinia spp, thypula spp, tilletia spp). Cette premicre génération de SDHI
comptait seulement deux classes, les carboxamides avec la carboxine, 1’oxycarboxine et les

benzamides avec le bénodanil et le fenfuram.
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Quelques années plus tard, dans les années quatre-vingt et quatre-vingt-dix, une seconde
génération a vu le jour. Cependant ces nouvelles substances comprenant le mépronil,
flutolanil, furametpyr et le thifluzamide ne permirent pas de beaucoup élargir le spectre

d’action des SDHi (10)

Figure 3: Historique des SDHi (18)

Il faudra attendre les années 2000, en 2003 pour voir apparaitre une nouvelle substance active
le boscalid, permettant d’élargir le spectre d’action a la lutte contre les ascomycétes (botrytis
cinerea, sclerotinia sclerotorium, alternaria spp, septoria tritici, monilinia spp) et ainsi
diverssifier son utilisation contre la lutte antifongique dans de nombreuses cultures

céréalicres, fruiticres, viticole, arboricoles et maraicheres. (18), (19).
La recherche en mati¢re de SDHi s’est intensifiée depuis 2003 et a permis de mettre sur le

marché de nouvelles générations de SDHi virent le jour dans les années 2010 avec le

penthiopyrad, fluopyram, penflufen, sedaxane, bixafen, isopyrazam (10).
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On compte actuellement 20 substances actives regroupées sous le terme de SDHi. Cependant

en fonction du cadre réglementaire de chaque pays, toutes ne sont pas ou plus autorisées a la

mise sur le marché.

La grande famille des fongicides compte de nombreuses classes chimiques et modes d’action.

La respiration cellulaire est une des voies privilégiées et de nombreux composés agissent a

chacune de ses étapes comme au niveau du complexe I, du complexe III. Les SDHi comme

leur nom I’indique ont pour caractéristique d’agir sur le complexe II de la chaine respiratoire

mitochondriale ou succinate déshydrogénase (SDH).

Target
Code site of
action

Complex II;

succinate-
dehwydro-
genase

Sroup
name

SDHI
{Succinate
dehydro-
genase
inhibitors

Chemical group

Phenyl-
benzamides

phenyl-oxo-ethyl
thiophene amide

Pyridinyl-ethyl-
benzamide

Furan-
carboxamides

Oxathiin-
carboxamides

Thiazole-
carboxamides

Pyrazole-
carboxamides

Pyridine-
carboxamides

M-methoxy-
(phenyl-ethyl)-
pyrazole-
carboxamides

pyrazine-
carboxamides

Common name

Benodanil
Flutolamnil
Mepromnil

Isofetamid

Fluopyram

Fenfuram

Carboxin
Cooycarboxin

Thifluzamide

Benzowvindiflupyr

Bixafen
Fluxapyroxad
Furametpyr
lsopyrazam
Penflufen
Penthiopyrad
Sedaxane

Boscalid

pydiflumetofen

pyra=ziflurmid

Tableau 1 : les différents SDHi selon le FRAC (19)
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Le FRAC résume sous le code n°7 I’ensemble des SDHi (19) soit au total 20 substances

actives regroupées sous le méme mode d’action comme présentés dans le tableau ci-dessus.

Date de la derniére Date la 1ére

Liste SDHi (source: FRAC) Principaux types d'usages approbationde la  autorisation d'un
SA PPP contenant la SA
Benzovindiflupyr Traitement des parties aériennes: céréales 01/03/2016 01/11/2016
Bixafen Traitement des parties aériennes: céréales 01/10/2013 01/08/2011
Boscalid Traltement des par.tl‘es aerljeanes: céréales, wgne', 01/08/2008 01/06/2005
arboriculture, cruciféres oléagineux, tournesol, légumes
Carboxine Traitement de semences 01/06/2011 01/12/1968
He Traltement des parties ’aerle.n‘nes: cereal.es, vigne, 01/02/2014 01/10/2013
arboriculture, culture légumiéres, oléagineux, banane
Flutolanil Traitement de semences: pomme de terre 01/09/2009 01/06/1992
S Traitelment de s’emences et partie aériennes: céréales, 01/09/2016 01/08/2018
arboriculture, légumes
Isofetamid Traitement des parties aériennes: plantes ornementales 01/04/2013 01/12/2017
Penthiopyrad Traitement des parties aériennes: céréales et tomates 01/05/2014 01/11/2014
Sedaxane Traitement des parties aériennes: céréales et mais 01/02/2014 01/07/2011
Isopyrazam Traitement des parties aériennes: plantes ornementales 01/04/2013 01/12/2017
Pydiflumetofen Traitement des parties aériennes: plantes ornementales, 11/2018 en attente
tomates, pommes
Traitement des semences : pomme de terre, céréales , riz, 01/02/2019
Penflufen ,
légumes

Tableau 2 : Les 11 SDHi autorisés en Eurpore en janvier 2019 et leur utilisation agricole.

2.3 La succinate déshydrogénase (SDH)

2.3.1 Structure et fonction

La succinate déshydrogénase ou SDH est une enzyme clé du cycle de Krebs et de la chaine

respiratoire mitochondriale. Elle présente donc une double fonction en conditions d’aérobie.

Dans le cycle de Krebs la SDH accompagnée de son cofacteur le FADH2, catalyse la réaction

d’oxydation du succinate en fumarate de la manicre suivante :

Succinate + FADH2 = fumarate + FAD (2H+ 2 e-)
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Dans la chaine respiratoire, la SDH permet le transfert d’électrons vers son cofacteur le
coenzyme Q ou ubiquinone qui, une fois réduit en ubiquinole (QH2) transporte en se

mobilisant dans la membrane mitochondriale les électrons au complexe III.
Succinate + ubiquinone < fumarate + ubiquinol.
Ce complexe posseéde une double fonction permettant d’aboutir a la formation d’ATP (20).

La structure de la SDH a été étudiée par cristallographie a rayons X au cours de ces dernicres
années. Il s’agit d’'une enzyme composée de quatre sous-unités protéiques SDHA, B, C, D et
de deux cofacteurs d’assemblage SDHA F1 et SDHA F2 (21). Les sous-unités de la SDH
sont toutes exclusivement codées par des génes nucléaires. L’assemblage des différentes

sous-unités se réalise apres migration dans la mitochondrie.

De par la double fonction il est aisé de concevoir que les différentes sous-unités de la SDH
ont des fonctionnalités différentes. La sous-unit¢ SDHA et SDHB sont hydrophiles et sont
situées dans la matrice mitochondriale tandis que les sous-unités SDHC et SDHD sont
hydrophobes et situées dans la membrane mitochondriale. Pour résumer treés bricvement le
fonctionnement de la SDH, les sous-unités SDHA et SDHB correspondent au site catalytique
de I’enzyme et les sous-unités SDHC et SDHD au site de transfert des ¢€lectrons vers le

coenzyme Q.

Figure 4 : Le complexe II mitochondriale (22)
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2.3.2 Mutation des genes SDHx et pathologies associées
SDHA

La sous-unité SDHA est composée par une Flavoproteine de poids moléculaire de 73-60 kDa.
On distingue un site de fixation du co-facteur FAD et de son substrat le succinate. Cette sous-
unité apparait similaire chez les eucaryotes et les mammiféres. En effet la structure de la

SDHA est trés conservée parmi de nombreuses espéces suggérant un géne commun (23).

La premiere mutation de la SDH a été découverte en 1995 (24) chez deux sceurs présentant un
syndrome de Leigh une maladie neurologique progressive caractérisée par une atteinte du
tronc cérébral et des ganglions de la base (orphanet). Elles présentaient une mutation
homozygote Arg554Trp de la SDHA. Il est également rapporté des cas de cardiopathies (25),
leukodystrophie (26). Mais aussi des cas de paragangliomes et phéochromocytomes (27),
(28) ainsi que des adénomes pituitaires (29) et tumeurs gastro-intestinales (30) des

encéphalopathies (31).

SDH B, SDH C, SDH D

SDHB est composée d’ions fer-souffre de poids moléculaire 24-31 kDa. Les ions fer-soufre
sont répartis en trois groupements [2Fe-2S], [4Fe-4S] et [3Fe-4S] pour permettre le transfert
des ¢électrons issus du FADH?2 vers le coenzyme Q (quinone). Tout comme la SDHA, la sous-

unité SDHB est également similaire et conservée dans de nombreuses especes.

SDHC et SDHD ont un poids moléculaire de 13-18 kDa et 11-16 kDa, respectivement. Elles

forment le site de fixation du coenzyme Q (ubiquinone).

Les mutations germinales par perte d’hétérozygotie des genes codants pour les sous unités
SDHB, C, D sont les plus fréquentes et entrainent I’apparition de syndromes tumoraux
héréditaires rares, les paragangliomes (32) et phéochromocytomes (11). Ils se transmettent
de maniére autosomique dominante, et ont une pénétrance incompléte mais peuvent
également étre sporadiques. On retrouve ces mutations également dans d’autres pathologies
comme le syndrome de Carney-Stratakis (33) associant de multiples paragangliomes,
phéochromocytomes et tumeurs gastro-intestinales, mais aussi dans des tumeurs gastro-
intestinales (GIST), des carcinomes rénaux (34), (35), (36) dans Triade de Carney (37) dans
des cas de cancers papillaires thyroidiens (38), (39) d’encéphalomyopathie (40).
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Les paragangliomes (PGL) sont des tumeurs issues des cellules de la créte neurale localisées
en regard des ganglions parasympathiques au niveau de la téte et du cou ou en regard des
ganglions sympathiques du thorax, de ’abdomen, et du pelvis (41). Les phéochromocytomes
(PCC) sont des tumeurs se développant dans la médullaire surrénalienne. Ces tumeurs rares,
de pénétrance incompléte sont souvent associées et regroupés sous le terme de syndrome
PGL/PCC. Dans 60% des cas, des mutations de nombreux génes comme VHL (42), (43)
RET et notamment SDHx sont retrouvées pour les tumeurs héréditaires (44). Des cas de
leukodystrophies avec hypotonie cérébrale ont été rapportés (26), (45). La mutation du gene

SDHB est trés souvent associée a un pronostic plus grave (métastases) (46), (47), (48).

Actuellement, on peut classer ces syndromes en fonction de la mutation SDHXx :

Tableau 3 : les syndromes SDHx (1)

De plus il existe un test d’immunohistochimie sur piece d’anatomopathologie recherchant un
déficit en SDH qui est couramment utilisé dans la prise en charge diagnostique de nombreuses

tumeurs, on parle de tumeur SDH-déficient. Actuellement deux tests sont disponibles, 1’un
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anti-SDHA signant la perte d’expression du gene SDHA par mutation germinale et un second,
anti-SDHB moins spécifique, pouvant étre retrouvé pour tout type de mutation SDHx. Ces
tests permettent donc d’identifier les formes familiales (49), (50) par conséquent ils ne seront

pas traités dans cette thése car ils sont en lien avec des mécanismes génétiques.

1) Normal i 2) SDH Mutation
T— P P e H
A= QH, ; ¥ QH,
-.. \ ; . | i \
B = ¥
[ i \ ; \-
A3 ROS | ROS
> Scavenging /_ﬂ Scavenging
Succinate Fumarate Succinate 1
-------------------------------- : wE
Succinate - a-KG DNA
PHD Mutation p53
e
o
HIF-1a HIF-1a 1
% \ I TIGAR
proteasomal Transcription 1 sCO2
degradation l

Tumor Survival & Progression

Figure 5 : Mécanismes d’actions génétiques de la SDH (50)

2.3.3 Hypotheses de mécanismes d’actions métaboliques et épigénétiques

Depuis ces dernic¢res années, des études ont permise d’¢lucider une partie des mécanismes
moléculaires impliqués dans la genése de ces pathologies. L hypothése la plus admise est que
dans des conditions de normoxie, la mutation d’un ou plusieurs génes SDHx engendre une
perte de fonction de I’enzyme. Ainsi chez les sujets présentants une mutation germinale avec
perte d’hétérozygotie, la SDH n’est plus fonctionnelle. En conséquence son substrat, le
succinate s’accumule dans la mitochondrie (51). Cependant, le succinate peut sortir de la
mitochondrie vers le cytosol via un transporteur membranaire VDCA. Une fois dans le

cytosol, le succinate va contribuer a la mise en place d’un phénotype de pseudo-hypoxie (13).

La fonction physiologique du facteur de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor) est

de favoriser l'adaptation des cellules a la fluctuation du niveau d'oxygeéne. Dans des
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conditions d’hypoxie (faible niveau d’oxygene) HIF induit la transcription de geénes codant
des protéines impliquées dans la néovascularisation et la glycolyse. HIF est composé de deux
sous-unités : HIF1a dont I’expression est controlée par le niveau d’oxygene et HIF13 dont
I’expression est constitutive et non sensible a I’oxygéne. En condition de normoxie, le facteur
HIF la est hydroxylé par la propyl hydroxylase (PHD ou EgINs). Cette réaction nécessite
des cofacteurs comme 1’oxygene, les ions Fe2+ et I’a-cétoglutarate. L’hydroxylation de HIF
la permet sa reconnaissance par complexe enzymatique contenant le facteur pVHL et 1’E3
ubiquitine ligase, qui va permettre son ubiquitinylation et entrainer sa rapide dégradation dans
le protéasome. En condition d’hypoxie, la PHD est inhibée et en conséquence n’hydroxyle pas
HIF1la. Celui-ci ne peut donc pas étre dégradé¢ dans le protéasome comme précédemment
décrit. HIF1a est alors stabilisé. Or le facteur de transcription HIFla active la transcription
de certains génes afin de pallier a I’hypoxie, notamment en régulant positivement
I’expression de génes codant des protéines impliquées dans la glycolye et la
vascularisation (52). Il a ét¢ montré que le succinate est un inhibiteur connu de la PHD. Son
accumulation lors d’un déficit en activité SDH peut entrainer une diminution de 1’activité
PHD avec pour conséquence, une stabilisation d’HIF1 méme en normoxie, conduisant a la

mise en place d’un phénotype de pseudo-hypoxie.

Figure 6 : Régulation des fonctions des Facteurs d’Induction de I’Hypoxie (HIF) (53)

Cette hypotheése est soutenue par plusieurs études qui ont montré qu’en condition de
normoxie, dans plusieurs cas de paragangliome-phéochromocytomes mutants SDHB (54)
et des cellules (Hep3B et HelLa) avec mutation silencieuse SDHB (55) mais également de
fibrobastes homozygotes pour une mutation de la SDHA (51) I’absence d’hydroxylation de

HIFal induit sa stabilisation en ne permettant pas sa liaison avec VHL et ainsi sa dégradation
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(56). En conséquence, HIFla est stabilis¢ en conditions de normoxie, et peut ensuite étre
transloqué dans le noyau et activer I’expression des facteurs d’angiogenése notamment le
VEGF (13), (57) , (58) et ainsi concourir & l’activation de processus favorables a la
cancérogenése notamment par la promotion d’une reprogrammation métabolique propice a la
prolifération cellulaire. Depuis lors, les génes SDHx sont qualifiés de génes suppresseurs de

tumeur.

Par ailleurs un mécanisme épigénétique a également été observé plus récemment, dans 16
cas de paragangliomes (PGL) et de phéochromocytomes (PCC) avec mutations SDHx (1
SDHA, 11 SDHB, 1 SDHC, 3 SDHD) et d’un cas sporadique présentant un phénotype
d’hypermethylation des ilots CpG. La méthylation des résidus cytosine en 5’methylcytosine
(5mC) est réalisée par les ADN méthyltransferase (DNMT) ou ten-eleven-translocation 5-
methylcytosine dioxygenases (TET) se produisant dans les ilots CpG des séquences répétées
impliquées dans la régulation de I’expression des genes. 1ls peuvent étre localisés au niveau
des promoteurs ou ailleurs dans le génome de maniére non-homogene chez les mammiferes.
L’hyperméthylation au niveau des promoteurs situés en amont des genes aboutit a I’inhibition
de leur expression. Ce mécanisme de répression d’une partie du génome contribue a la
stabilit¢ de 1’identité cellulaire. Dans les PGL/PCC liés a des mutations dans les génes codant
la SDH, I’hyperméthylation du génome concerne les de promoteurs de 191 genes (soit 11,5%
du transcriptome). Les génes impactés par I’hyperméthylation sont notamment impliqués dans
le métabolisme des catécholamines (PNMT, DRD2, SULT1A1l, SLC6A2, NPY) et la
différentiation des cellules de la créte neurale (RET, NRP2), avec pour conséquence une
diminution de leur expression. Les niveaux d’hyperméthylation sont plus élevés et la
régulation négative est corrélée chez les mutants SDHB par rapport aux autres mutants
SDHx (p=0,0071) (44), (59). L’hyperméthylation peut aussi se produire méme au niveau des
histones, en particulier sur les résidus lysine et arginine. Ces modifications post-
traductionnelle des histones sont contrdlées par des histones méthyltransférases (HMT) et des
histones déméthylases (JHDMs, JmjC-domain histone demethylases) entrainent un
remodelage de la chromatine qui affecte positivement ou négativement 1’expression des génes
(60). Les DNMT et HMT font partie de la grande famille des dioxygénases dépendant de
cofacteurs tels que le Fe2+ et de I’a-acétoglutarate (Fe(Il)/a-KG-dependent dioxygenases),

dont ’activité est également contrdlée par le succinate.
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Ces mécanismes épigénétiques caractérisés par un remodelage de la chromatine (méthylation
de I’ADN et/ou modifications post-traductionnelles des histones) sont transmissibles pendant

les divisions cellulaires, ils sont dynamiques et réversibles.

Une autre hypothése existe actuellement, selon laquelle I’inhibition de la SDH (par défaut de
transfert d’électron et donc par perte d’expression de SDHB ou C ou D) avec une sous-unité
SDHA fonctionnelle, pourrait entrainer la production d’espéces actives de I’oxygene (EAQO)
comme les anions superoxydes (O2e¢), péroxyde d’hydrogéne (H202) et le radical
d’hydroxyle (OH-) qui concourreraient en s’accumulant a 1’oxydation de I’ADN et ainsi a un

potentiel effet mutagene.

La littérature apparait assez contradictoire sur la question. Smith et al (60), ont cherché a
¢valuer I’effet de mutations dans les génes SDHx sur I’accumulation de succinate et la
production d’EAO dans une souche de levure S.cerevisiae mutée dans le géne Sdh2
(analogue SDHB chez les mammiferes) comme modele de PGL familiale. Les résultats
montrent une augmentation de la génération d’EAO d’un facteur 3 par rapport au controle
sans créer de dommages sur I’ADN. L’inhibition de la SDH et associée a une augmentation
de succinate 8 fois supérieure au contrdle et a pour conséquences I’inhibition des enzymes
aKG-dependent, les histones déméthylases. Une autre étude (61) montra chez le ver
Caenorhabditis elegans mev-1(knl) portant une mutation dans la SDH3 affectant le site
ubiquinone, une hypersensitivité a I’hyperoxie ou au stress oxydatif avec une augmentation de

la génération d’anions superoxyde(O2¢).

L’¢équipe d’Ishi et al (62), montra dans un modele de fibroblastes de souris mutantes
NIH3T3 (homologue de la SDHC humaine) une diminution de 40% de 1’activité¢ du complexe
II, une augmentation du niveau de succinate, une augmentation de la production d’anion
superoxyde d’un facteur 2 apreés un mois et d’un facteur 3 (p<0,001) apres 3 mois de culture,
ainsi que des changements morphologiques. Pour Guzy et al (63), montrérent pour des
modéles cellulaires humains in vitro (cellule humaine hépatocytaires Hep3B, cellules
épithéliales alvéolaires tumorales A549, celulles humaine d’ostéosarcome 143B) et pour un
modele de souris nude avec xenogreffe, une activation additionnelle induite par
I’augmentation d’EAO dans les cellules avec des mutations SDHB, SDHC, SDHD est
observé, amplifiant la réponse de pseudo-hypoxie mais pas pour les mutations de la sous-unité

SDHA.
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D’autres études ne montrent pas d’augmentation des EAO pour Selak et al (13) en 2005 dans
le mécanisme d’induction de la pseudo-hypoxie apres inhibition du géne SDHD de cellules
embryonnaires humaines rénales HEK293 et en 2006 (64) pour des mutants SDHC.
Egalement Bricre et al, motrérent qu’une augmentation d’anions superoxydes n’est pas « en
soi » suffisante pour induire la stabilisation des facteurs de I’hypoxie dans des fibroblastes

mutants SDHA en conditions de normoxie. (51)

Figure 7 : mécanismes épigénétiques et succinate (12)
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En résumé, plusieurs hypothéses et mécanismes d’action restent a élucider concernant
I’implication et les conséquences de I’inhibition de la SDH et son lien avec la tumorogenése
chez I’humain et chez I’animal (22), (50). Tout en prenant en compte les difficultés inhérentes
a la recherche expérimentale notamment, les différentes populations de celulles testées qui ont
des niveaux de stress oxydant basal différents, et une dépendance métabolique a la SDH
différente. Egalement le biais systématique entre /’in vitro et la clinique. Par ailleurs, le
succinate apparait alors comme un véritable messager intracellulaire capable d’induire une
pseudo-hypoxie, mais aussi des changements métaboliques cellulaires et épigénétiques

associées a la cancérogenese (65).

2.4 Cadre légal : réglementation des pesticides et valeurs toxicologiques de référence

(VTR)

Plusieurs instances sont chargées du suivi de 1’utilisation et de la veille sanitaire des produits
phytopharmaceutiques, toutes différentes en fonction de chaque pays et de son cadre
réglementaire. En Europe, 1’évaluation de I’approbation d’une substance active est délivrée
par I’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA), basée sur le reglement CE
1107/2009 et en France, c’est 1’ Autorité Nationale de Sécurité (ANSES) qui est chargé de leur
autorisation de mise sur le marché et de la surveillance post-commercialisation (exemple :
vérification du non dépassement des valeurs toxicologiques de référence, études sur
I’alimentation totale pluriannuelles EAT) Il faut en moyenne une dizaine d’années aux
industriels pour aboutir a la commercialisation d’un produit phytopharmaceutique. En effet
des études précliniques in vitro et in vivo chez I’animal sont spécifiées dans le réglement UE
n°283/2013 précisant les modalités d’évaluation de la toxicité des pesticides sans pour autant

étre exhautive.

La toxicité d’un produit phytosanitaire dépend évidemment de la sensibilité de I’organisme a
cette molécule qui peut varier selon 1’age, la dose, le temps d'exposition, la nature du
contaminant et selon sa capacité a étre absorbé et métabolisé. Ainsi des études d’absorption,
de diffusion, de métabolisme et d’excrétion (ADME) sur substances actives, les

métabolites, et les résidus in vivo chez plusieurs especes aniamales sont réalisées.

Pour I’évaluation de la toxicité aigiie orale, cutanée et respiratoire des tests in vivo pendant 28

ou 90 jours d’exposition chez le rat, la souris ou le chien permettent de déterminer les doses
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létales (DL50) d’une substance c’est-a-dire la dose qui engendre la mort de 50% des animaux

testés.

L’effet génotoxique désigne I’ensemble des 1ésions des molécules d’ADN (modifications des
paires de bases ou mutations, aberrations des chromosomes ou clastogéne et de leur nombre
ou aneugene) permanentes et transmissibles aux générations cellulaires suivantes. Ces Iésions
peuvent étre générées directement par les substances ou étre la conséquence de stress
oxydatif. Généralement, les substances génotoxiques sont considérées a priori sans effet

seuil, il est alors exprimé en exces de risque unitaire (ERU).

La génotoxicité est évaluée par différents tests in vitro et in vivo décrits par I’ANSES (66).
Les plus fréquemment utilisés sont le test d’aberrations chromosomiques, le test des
micronoyaux qui permettent dévaluer le nombre de fragments ou chromosomes entiers
incorporés dans le noyau pendant la mitose ; mais également le test UDS pour synthése non
programmeée de I’ADN qui permet de mesurer le nombre de bases incorporées a I’ADN par le
systéme de répartition de celui-ci ; le test des cométes permettant de quantifier les cassures

simples ou doubles des brins d’ADN.

Tous ces tests n’ont pas le méme niveau de preuve ou « weight of evidence », toujours selon
I’ANSES : « les résultats du test d’Ames et ceux des tests du micronoyau, d’aberrations
chromosomiques et de mutation géniques in vivo sont considérés comme ayant un poids éleve.
Les tests ayant un poids modéré sont des tests in vivo : le test des cometes, ['induction de
dommages oxydatifs et ['induction de la réparation de I’ADN et in vitro : les tests du
micronoyau, aberrations chromosomiques et mutations géeniques sur cellules de mammifere. »
Le test des cométes in vivo ayant une guideline émanant de 1’Organisation de Coopération et
de Développement Economiques (OCDE) réglementaire, celui-ci devrait dans 1’avenir

acquerir un niveau de preuve plus élevé.

Pour la toxicité chronique c’est-a-dire notamment 1’effet cancérigéne, on recherche les effets

sur ’apoptose, le stress oxydatif et la prolifération celullaire ...) ces mécanismes peuvant etre
génétiques ou non génétiques. C’est apres 18-24 mois d’exposition chez le rat ou la souris a
des doses répétées de substance active que I’on peut déterminer la dose sans effet nocif
observé (NOAEL vie entiere) et quand cela est possible la dose minimale avec effet nocif
observé (LOAEL vie entiere) avec NOAEL<LOAEL. Bien évidemment 1’élaboration de ces
valeurs toxicologiques de référence mettent en évidence une association entre une dose et un

effet ou un poteniel d’effet dans le contexte a priori supposé qu’il existe un effet seuil.
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La_reprotoxicité est évaluée par des études multigénérationnelles chez le rat et le lapin
renseignant sur les anomalies de développement et permettent ainsi de déterminer la dose sans
effet nocif observé (NOAEL parentales et pour la descendance). Enfin la neurotoxicté peut

¢galement étre évaluée par exposition a des doses répétées.

Ainsi les valeurs toxicologiques de référence (VTR) sont établies (66). Elles sont associées a

I’exposition alimentaire qui prend en compte la dose journaliére accptable (ADI pour

Admissible Daily Intake) c’est-a-dire la dose maximale quotidienne d’une substance ingérée
pendant la vie entiére susceptible de ne pas étre toxique s’exprimant en milligramme par
kilogramme de poids corporel par jour. La dose de référence aigué (ARfD pour Acute
Reference Dose) est la quantité maximale de substance par poids corporel qui peut étre ingéré
pendant un repas ou une journée sans risque de toxicité aigiie. Elle s’exprime en

milligramme par kilogramme de poids corporel par jour.

ARID (un jour ou un repas) ou ADI(vie entiere) = NOAEL oral / FS(100)

Tableau 4 : Tests pour I’évaluation génotoxique d’une substance selon I’ANSES (66).
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De plus, les limites maximales applicables aux résidus de substance active (LMR) ou maximal
residu level (MRL), doivent étre définies pour chaque denrée alimentaire selon le Réglement
(CE) 396/2005. La somme des LMR doit etre inférieure a I’ADI pour garantir la sécurité

sanitaire des conommateurs :

X MRL <ADI

Pour I’exposition non alimentaire et notamment professionnelle on utilise le niveau
acceptable d’exposition de 1’opérateur (AOEL pour Acceptable Operator Exposure Level)
(67) c’est-a-dire la quantit¢ maximale de substance active a laquelle 1’opérateur peut étre
expos¢ quotidiennement, sans effet dangereux pour sa santé et ce pour une exposition sub-
chronique ( une saison ou une année). Il est exprimé en milligrammes par kilogramme de
poids corporel par jour soit en milligrammes de substance active par metre cube soit en
milligrammes de substance par litre pour les substances gazeuses selon la voie d’absoprtion
orale, par inhalation ou par voie cutanée. C’est le NOAEL résultant d’une étude de 90 jours
chez le rat/souris, soit la plus haute dose pour le modele animal le plus sensible qui est
nécessaire, pour calculer ’AOEL (en pondérant par un facteur de sécurité (FS) de 100

permettant de tenir compte des variabilités inter-especes et intra-especes) :
AOEL oral = NAOEL oral / 100 (FS)

Le niveau acceptable d’exposition aigué de 1’opérateur (AAOEL pour Acute Acceptable
Observed Exposure Level) désigne la quantit¢é maximale de substance active a laquelle
I’opérateur peut €tre exposé au cours d’une journée, sans effet dangereux pour sa santé pour

une exposition aigue, s’exprimant en milligrammes par kilogramme de poids corporel par jour

(68).

Des modeles mathématiques sont utilisés pour prédire 1’exposition cutanée, par inhalation et
systémique des professionnels pour des scénarios « pire cas» pour les opérateurs, les
travailleurs, mais également pour une exposition non professionnelle, pour les résdents et
passants (niveau de prédiction au 75th percentile). Le risque aigu des pesticides possédants
une toxicité aigue est alors exprimé en pourcentage d’AOELsystémique avec et sans
équipement de protection individuelle (EPI). L’AOEL systémique représente la dose interne
quelle que soit la voie d’absorption qui est distribuée au niveau systémique exprimée en mg
de substance active par kg de poids corporel par jour pour une saison ou une année. Certaines
caractéristiques sont définies a priori, notamment le poids (adulte de 60kg, enfant de 10 kg),

le débit respiratoire, la concentration d’air, le nombre d’hectares traités par jour, 1’absorption (
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Les opérateurs sont définis comme les agents réalisant la préparation, I’application sur
tracteur attelé ou avec pulvérisateur manuel portatif et le nettoyage du matériel lors de
I’utilisation des phytopharmaceutiques pendant différentes taches : mélange, chargement,
application pour le traitement des cultures (en extérieur) et pour une durée d’eposition de 8-
10h/Jour sur maximum 3 mois par an. La référence pour les opérateurs utilisée depuis plus de
20 ans, sont les modeles UK POEM et German BBA qui ne prennent pas en compte le
nettoyage du matériel. Plus récemment un nouveau modele AOEMP permet de mieux évaluer
les conditions et pratiques inhérentes a I’application. Pour le traitement des semences c’est le

model SeedTropex qui est utilisé.

Les travailleurs sont définis comme ceux réalisant les tiches de ré-entrée, c’est-a-dire des
taches réalisées avec port d’équipement de protection aprés application du produit
phytopharmaceutique pour une exposition maximum de 2-8h/jour. On peut citer, I’inspection,

¢lagage, calibrage, désherbage, récolte, triage, manipulation pour le stockage...

Les résidents sont définis comme les personnes vivants, travaillants ou scolarisés dans le
méme périmetre alors que les passants sont définis comme les personnes a proximité de la
zone en cours de pulvérisation, sans équipement de protection individuel pour une durée
maximale de 24 heures. On utilise le modéle EUROPOEM II (69) ou encore Lyod and Bel

(épandage a 8m) ou BREAM (épandage a 2 m et plus) comme résumé dans le tableau 5 ci-

desous :

Professionnels exposés Modéles publiés disponibles /date

Opérateurs

-champ German model (1992)
UK POEM (1992)
EURO POEM II (2002)
AOEM agrecultural operator exposure model (2013)
PHED (1992)

-serre Industrieverband Agrar (IVA)— Germany (1996)

-semences SeedTropex (1996) Unpublished

Travailleurs réalisants des | German (2000)

taches de ré-entrée EURO POEM II (2002)

Résidents/ Passants Loyd and Bell 1983 and 1987 (spray drift values)
EURO POEM II (2002)
BREAM Resident and Bystander Exposure Assessment Model (2010-2012)
California EPA

Tableau 5 : Résumé non éxhaustif des modéles utilisés pour le calcul de I’AOEL

35



Comme [I’exposition professionnelle est majoritairement cutanée et respiratoire, il faut
connaitre le pourcentage d’absorption cutanée humain ou animale par des études in vitro/in

vivo. Si cette derniére n’est pas accessible, on se base sur le pourcentage d’absorption orale.
AOELsyst(mg/kg/jour) = NAOELoral x A (%absorption orale) / 100 (FS)

Les données d’exposition sont alors comparées aux AOEL, si elles sont inférieures le produit
peut étre mis sur le marché (70). L’étiquetage doit mentionner les dangers et risques inhérents
a la sant¢ humaine selon le Réglement (CE) No 1272/2008 permet d’identifier les effets
toxiques des produits industriels et notamment les produits classés cancérogenes, mutagenes

et reprotoxiques (CMR) au travers du systeme de classification international harmonisé.

2.5 Toxicitée des SDHi dans la littérature récente

Dans la littérature scientifique, plusieurs études encore assez rares ont souligné la toxicité de

certains SDHi.

2.5.1 Toxicité chez les mammiferes : la souris
A ce jour, deux études disponibles sur le fluopyram ont été réalisées par la firme elle-méme.

En 2014 Tinwell et al(71) a étudié chez la souris femelle sauvage la toxicité hépatique non
génotoxique du fluopyram pour des expositions de 28 jours, 90 jours et 12 mois a différentes
doses 30, 150, 750 et 1500 ppm. L’activation des récepteurs CAR et PXR est notable a partir
de 1500 ppm a 3, 7 et 28 jours d’exposition avec une augmentation dose dépendante de
I’incidence de I’hypertrophie centrolobulaire en panlobulaire, réversible aprés cessation de
I’exposition au fluopyram. La prolifération hépatocellulaire centro et périlobulaire mesurée a
I’aide du marqueur histologique Ki67 montre une augmentation par sept significative, précoce
aprés 3 jours d’exposition a 1500 ppm, qui se maintien par quatre et par trois a 7 et 28 jours
respectivement. Pour une exposition chronique vie entiere a 1500 ppm, I’incidence
d’hépatocytes altérés (foci) était significative avec une augmentation de 81% contre 48% chez
les controles, ainsi qu’une augmentation de 1’incidence des adénome/carcinomes hépatiques
11/59 p<0,01. L’auteur suggere donc un effet dépendant de la dose non génotoxique du

fluopyram liée a P’activation des récepteurs nucléaires CAR et PXR responsable d’une
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hypertophie/hyperplasie hépatique et adénome/adénocarcinomes chez la souris, avec des

différences entre males et femelles.

La méme année, Rouqui¢ et al (72), a étudié la toxicité thyroidienne non génotoxique du
fluopyram chez la souris male sauvage et invalidée pour les récepteurs CAR et PXR apres
une exposition de 3 et 28 jours a des doses différentes de : 0, 30, 150,600, 750 et 2000 ppm (
soit mg de SA/kg d’aliment/jour équivalentes a une dose 100-300 mg/kg pdc/jour) et vie
entiére soit 12 mois a 150 et 750 ppm. Il montra une augmentation de I’activation des
récpteurs nucléaires CAR/PXR a partir de 30 ppm au travers de I’augmentation de 1’activité
enzymatique de ses genes cibles CYP2b (activité proteine PROD 75 pmol/mn/mg) et CYP3a
(activité proteine BQ 10 pmol/mn/mg) avec p<0,01. Egalement une augmentation de la
clairence de T4 a 600ppm de 2 fois supérieur (1,5 pmol/mn/mg) au controle (0,75
pmol/mn/mg) ainsi qu’une augmentation de la TSH par I'intermédiaire de 1’augmentation du
marqueur TSHB a 600 ppm de 1,5 fois le controle p<0,05. De plus, aprés 28 jours
d’exposition il montra une augmentation de la prolifération des cellules folliculaires
thyroidiennes a partir de 600 ppm (30), 750 ppm (35) et 1500 (50) p<0,01 avec I’absence de
prolifération dans les CAR/PXR KO ou les récepteurs CAR et PXR sont inactifs. Pour les
études sur 12 mois, on note une faible incidence de I’hyperplasie de 20-22% soit 2/9 et 2/10 a
150 et 750 ppm et aprés 18 mois, une incidence de 42% (21/50 animals) et 64% (32/50

animals) a 150 et 750 ppm respectivement.

Ainsi ces études sur le modéle murin suggérent un mode d’action non génotoxique du
fluopyram dépendant de la dose par P’activation des récepteurs nucléaires CAR/PXR

induisant une prolifération cellulaire au niveau thyroidien et hépatique.

Les récepteurs constitutive androstane receptor (CAR) et Pregnane X receptor (PXR) sont des
récepteurs nucléaires des hépatocytes et des cellules intestinales humaines impliqués dans la
régulation de la transcription des genes du métabolisme enzymatique des xénobiotiques
(molécules chimiques polluantes comme les pesticides, médicaments, antibiotiques, drogues)
ou drug-metabolizing enzymes (DMEs), mais également dans le métabolisme des acides
biliaires, des hormones thyroidiennes et stéroides. Ces mécanismes font intervenir le
cytochrome P450, et notamment CYP3A et CYP2B pour PXR et CAR respectivement
(73), (74).
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2.5.2 Toxicité chez les organismes aquatiques : poisson zébre et le xénope

En 2016 Yang et al (75), montra la toxicité¢ du thifluzamide (utilisé¢ dans la culture du riz, ,
non autoris¢ en Union Européenne) sur le développement des embryons (mouvements
spontanés, battements cardiaques, malformations), des larves (battements cardiaques, taille du
corps) et adultes du poisson-zébre(Danio rerio). Aprés 21 jours de traitement on note
I’apparition de lésions hépatiques a partir de 0.19 mg/L (vacuoles dégénératives, nécrose) et
rénales a partir de 1.33 mg/L (nécrose, congestion de I’interstitium rénal avec des vacuoles
et tubules épithéliaux) chez 1’adulte au travers d’un mécanisme d’action endommageant la
SDH. En effet, le thifluzamide inhibe ’activité de la SDH a 0.19 et 1.90 mg/L p < 0.05 et
engendre également des lésions structurelles des mitochondries. De plus, les génes en lien
avec I’expression de 1’apoptose sont inhibés a 0.19 et 1.9 mg/L, pour p53, BCL2, caspases3-9
et APAF1. Cette étude suggere que la toxicité aigue du thifluzamide chez I’embryon, larve
et adulte de zébra fish impliquant un mécanisme d’action via ’inhibition de la SDH et

des mécanismes d’apoptose provoquant des lésions hépatiques a 0,19 mg/L.

En 2018 Qian et al (76) ont évalué la toxicité du boscalid sur des embryons de poisson zebre.
Ce qui entraine une augmentation du sac oedematié, oedeme péricardique et une diminution
des battements cardiaques avec les doses croissantes de boscalid de 1,7 a 3,20 mg/L.
L’apoptose des cellules larvaires fut significativement observée a 0.6 et 1.2 mg/L au niveau
du corps entier et plus précisément autour du cceur. L’expression de plusieurs genes
impliqués dans I’apoptose fut augmentée a 1,2 mg/L de Boscalid : p53 multiplié par 2,45, bcl-
2 associated X protein (bax) multipliée par 1,72, p53 upregulated modulator of apoptosis
(puma) multipliée par 2,58, apoptosis protease activating factor 1 (apaf-1) multipliée par 2,91,
cysteinyl aspartate specific proteinase 3 (caspase-3) multipliée par 1,84 et cysteinyl aspartate

specific proteinase 9 (caspase-9) multipliée par 2,09 comparés au groupe contrdle.

Ces deux études sugerent que deux substances actives phytosanitaires ayant a priori un
mode d’action commun par inhibition de la SDH, présentant des diférences dans leur
toxicité pour une méme espéce. L’une inhibant I’apoptose pour le thifluzamide tandis

que I’autre I’induit pour le boscalid pour des doses de méme ordre de grandeur.

En 2018 Wu et al (77), ont étudié chez I’embryon d’amphibien X. tropicalis, les effets 1étaux
et tératogeénes pour une exposition de SDHi unique a différentes doses (isopyrazam (IS) a
4.73 22.39 105.93 501.19 2384.06 pg/L et bixafen (BI) a 5.17, 32.69, 188.36, 1070.01,

6120.08 pg/L) associée a la strobilurine, inhibiteur du complexe III de la chaine respiratoire
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des mitochondries. L’exposition aux SDHi et au mélange SDHi/strobilurine réduit
significativement la survie des embryons et augmente le pourcentage de malformations de
Xenopus tropicalis a partir de 300 pg/L pour isopyrazam et 100 pg/L pour le bixafen p<0,05.
La 1éthalité et la tératotoxicité des 2 fongicides étaient dose dépendante. Les images
morphologiques montrent de séveres malformations comme des microencéphalies et une
hypopigmentation. L’effet couplé des 2 SDHI a de hautes concentrations réduit
significativement la survie, groupe 4 (IS 501.19ug/L + BI 1070.01png/L) survie de 82.5% =+
3.5 p<0,01 et groupe 5 (IS 2384.06ug/L + BI 6120.08ug/L) survie de 0.0% = 0.0 p<0,001
(Table 2) et augmente le nombre de malformations selon un mode dose dépendante. De plus
les résultats montrent que les concentrations couplées l1éthales (LC50) et les concentrations
tératogénes (TC50s) étaient plus basses que celles pour chaque SDHI seul : avec LC50 IS
couple 11303 < IS seul 28732.45 et BI couple 2600.08< BI seul 18462.91. TC50 IS couple
31.98 < 1S seul 314.36 et BI couple 27.90< seul 143.43. Les valeurs des unités toxiques (UT)
du mélange étaient plus basses <0.8 (UT Iétale 0,53 et UT toxicité 0,30) que pour les SDHI

seuls suggérant un effet synergique entre les 2 fongicides isopyrazam et bixafen.

2.5.3 Toxicité chez [’humain : études in vitro

En 2014 Cayir et al (78), ont évalué la génotoxicité et la cytotoxicité potentielle du fongicide
Signum et de ses substances actives (compos¢ de 26,7% de beoscalid et de 6,7% de
pyraclostrobin) sur des cultures in vitro de lymphocytes humains de sang périphérique

sains en phase GO et en phase de prolifération. Les tests de génotoxicité utilisés sont les

micronoyaux (MN), noyaux binuclés (BNMN), ponts nucléoplasmiques (NPB) et nuclear bud
(NBUD). Pour le Boscalid, I’é¢tude montre une augmentation des fréquences de MN et
BNMN dans les 2 protocoles comparés au contréle. En GO : 2 umol/ml 18,25%+/-2,39 MN
p<0,005 et 16,50% +/-1,94 p<0,05 BNMN. En prolifération, le nombre des MN augmente a
0,25 pg/mL de 17,25%+/-3,07 p<0,05 et 0,5 pg/mL de 21,25%+/- 4,85 p<0,05 tandis que le
nombre des BNMN augmente a 0,5 pg/mL de 17,25%+/-2,04 p<0,05, 1 pg/mL de 14%+/-1
p<0,05 et 1,5 pg/mL de 14%+/-1,23 p<0,05. La fréquence des MN et BNMN diminue avec
les hautes doses de Boscalid en GO (6-75 ng/mL) et en prolifération (3-6 ng/mL). Pour les 2
phases, il n’y avait pas de différence de fréquences des NPB et NBUD. Les tests de
cytotoxicité sont I’index de cytostase (CBPI) , pourcentage de cytostase. Le CBPI est corrélé

négativement avec ’augmentation des doses de boscalid, avec un maximum de cytostase
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de 50-60% aux doses de 75 pg/mL en Go et 6 pg/mL en prolifération. En GO, a 75 pg/mL de
boscalid le CBPI est de 1,28+/-0,04 p<0,05 et en phase de prolifération, a 6 pg/mL de
Boscalid le CBPI est de 1,19+/- 0,01 p<0,001. Cette étude apparait comme la seule
retrouvée suggérant que le boscalid pourrait étre un agent génotoxique sans effet

dépendant de la dose chez des cellules lymphocytaires humaines de sang périphérique.

En 2016 Akyil et al (79) ont traités in vitro, des cellules humaines de lymphocytes de sang
périphérique avec 4 concentrations différentes de Bénodanil (250, 500, 750 et 1000 mg/ml)
pendant 24h et 48 h et ont observé que le Bénodanil n’induisait pas une augmentation du
nombre de micronoyaux (MN) mais une diminution de I’index de mitose nucléaire (NDI)
(p<0,05) et apparaissait donc comme un probable cytotoxique. Le Bénodanil n’est plus

autorisé en Europe depuis 2003.

En 2015, Termopoli et al (80) ont évalués la quantit¢ de 24 pesticides par chromo-
spectrographie chez 14 échantillons de tissus cérébraux d’enfants, foetus décédés de mort
inexpliquée (mort intra utérine inexpliquée et/ou mort soudaine du nourrisson inexpliquée).
Le Boscalid n’a pas été retouvé, meme a de tres faibles concentrations ratio Q/q a 1,2 par
rapport a la référence standard tolérée de 3, avec une limite de détection (LOD) de 0,03 ng/g
et une limite de quantification (LOQ) de 0,17 ng/g. Les auteurs ont conclu que les composés
détectés a de trés faibles concentration par cette méthode suggerent que ces composés
peuvent traverser la barriéere méterno-feetale, de plus cette méthode leur apparait valide

pour détecter le Boscalid.

En 2018 Zhan et al (81), ont cherché a évaluer la cytotoxicité (viabilité¢ cellulaire) de 2
pesticides dont un contenant un SDHI le Fluopyroxad, sur des cellules humaines
hépatiques in vitro (cell HepG2 et Hepa RG). Les substances actives testées furent le
fluxapyroxad, I’époxiconazole, un mélange des deux ainsi que le produit industriel Adexar
(Taufkirchen, Germany) contenant des adjuvants. Les effets cytotoxiques d’Adexar (6%
Fluopyroxad) étaient significatifs a de plus faibles concentrations : HepG2 75% cellules
viables a 1.25 mg/L et 50% a 6,25 mg/L en comparaison avec les substances actives
individuellement avec 75% cellules viables a 62.5 mg/L pour le fluopyoxad et époxiconazole.
Le mélange d’epoxiconazole et fluxapyroxad était le plus cytotoxique pour HepG2 et
HepaRG a 62.5 mg/L et réduisant la viabilité cellulaire de 90%, tandis que le fluxapyroxad
réduit la viabilité¢ cellulaire HepG2 de 70% a la méme concentration. Pour les cellules

HepaRG : Adexar a 6.25 (50%) et 62.5 mg/L (5%). Le mélange epoxiconazole et
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fluxapyroxad était cytotoxique a de plus hautes concentrations (62.5 mg/L) pour les cellules
HepaRG, avec une viabilité de 5%, cependant aucune ne fut observée a 6.25 mg/L, comme
pour le fluxapyroxad et I’epoxiconazole testés séparément. Les auteurs ont conclu que les
produits industriels induisent des effets cytotoxiques a des concentration plus faibles que les
substances actives seules ou en mélange, suggérant que les effets cytotoxiques seraient

associés a la présence d’adjuvants.

Figure 8 : Mécanisme d’action recpeteur PXR régulant I’expression de CYP3A dans le

métabolisme médicamenteux (74).

2.6 Exposition professionnelle aux pesticides

L’exposition professionnelle aux pesticides, c’est-a-dire « du fait du travail » fait partie plus
largement de 1’exposition aux produits chimiques et notamment aux produits cancérigénes,
mutagenes et reprotoxiques (CMR). En France, le 1égislateur impose I’évaluation du risque
chimique a I’employeur selon les articles L. 4412-1 et R. 4412-1 a R. 4412-160 du code du
travail. Les pesticides sont principalement utilisés en agriculture et dans de nombreuses
industries, notamment [’agro-alimentaire mais aussi pour [’entretien des espaces verts

(espaces routiers, espaces ferrovieres, parcs et jardins, forets...) etc...(82) mentionnaient que
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« Au total, seuls 10 % des pesticides commercialisés actuellement ont été évalués par le

Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) ».

Plusieurs classifications des pesticides sont disponibles, rendant encore plus complexe la
compréhension des effets sur la santé des pesticides. De maniére non exhaustive, on peut citer
en France I’INRS ou malheureusement aucun SDHi n’est a ce jour évalu. La classification

CLP utilisée par I’ANSES (83) comme présentée ci-dessous :

Tableau 6 : Classification CMR utilisée par I’ANSES (83)

Aux Etats Unis, la classification de la WHO (World Health Organization) ou le boscalid est

référencé dans la catégorie U (84)
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Teableau 7: Classification CMR de la WHO (84)

Une troisieéme classification issue de I’International Agency for Research of Caner (IARC)

existe, elle prend en compte le niveau d’évidences pour classer les susbtances cancérigenes,

selon le danger. Actuellement 1013 agents sont classés par I'TARC, aucun SDHi n’a encore

été évalué a ce jour (85).

Criteres de détermination du degré d'indication de risque pour 1'homme Nombll'e d',agents
classés
Classe d'agents et pour I'animal de laboratoire : principes généraux et particuliers de (au 26 Janvier
classement de 1'agent dans le groupe 2018)
Agent cancérogéne Prlnc1pf3 ge.nera.l : I.nd1cat10ns sufﬁsgntes de canceroger'nclte pour lho.r,nm?. 120 asens
pour 'homme Exception : Indications pas tout a fait suffisantes pour I'hnomme associées a g
des indications suffisantes pour I'animal et a de fortes présomptions envers
(groupe 1) un mécanisme de cancérogénicité reconnu.
Principe général : Indications limitées de cancérogénicité chez I'homme et
suffisantes chez 1'animal.
A babl Cas particulier : Indications insuffisantes pour 1'homme et suffisantes pour
gent'pro a ement l'animal associés a de fortes présomptions pour une cancérogénése selon un 0
canc;{logene pour mécanisme identique chez I'homme. agents
omme Exceptions :
(groupe 2A) - Seule base des indications limitées de cancérogénicité pour 'homme.
- Appartenance de I'agent a une catégorie d'agents dont un ou plusieurs
membres ont été classés dans le groupe 1 ou 2A.
Principe général (2 formes) :
Forme 1 : Indications limitées de cancérogénicité chez I'homme et
insuffisantes chez l'animal.
Agent peut-8tre Forme 2 : Indications 1nsufflszivnte_s chlez I'homme et suffisantes chez
cancérogene pour c antl.mal.'
' as particuliers :
I'homme P 311 agents
- Indications insuffisantes pour l'homme et insuffisantes pour I'animal
(groupe 2B) cependant corroborées par des données sur les mécanismes notamment.
- Seule base d'indications solides provenant de données sur les
mécanismes.
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Agent inclassable Principe général : Indications insuffisantes chez I'homme et
qu,ant %1 sa insuffisantes ou limitées chez I'animal 499 agents
cancerogenicite Exception : Indications insuffisantes pour I'homme et suffisantes chez
pour 'homme ) ) ) )
I'animal associés a de fortes présomptions pour un mécanisme de
(groupe 3) cancérogénicité chez l'animal ne fonctionnant pas chez I'homme.
, Principe général : Indications suggérant une absence de
Agentn'est cancérogénicité chez I'homme et chez I'animal de laboratoire.
probailbler\nent pas Cas particulier : Indications insuffisantes pour 'homme associés a des 1 agent
cancérogéne pour
I'homme indications suggérant une absence de cancérogénicité pour l'animal et
. . P (caprolactame)
fortement corroborées par des données mécanistiques et d'autres
(groupe 4) données pertinentes.

Tableau 8: Les criteres de classement des agents selon le degré d'indication de

canceérogénicité de I’'TARC (85)

Une harmonisation des classifications a I’echelle mondiale permettrait de mieux appréhender

le risque 1ié aux pesticides.

2.6.1 Population agricole

La population la plus exposée professionnellement aux pesticides est celle des salariés
agricoles et des exploitants agricoles au sens large du terme. C’est-a-dire, des salariés
saisonniers, les aidants familiaux des exploitants, mais également les salariés des industries

productrices et intermédaires de revente des phytosanitaires.

Concernant le domaine agricole, différents types de cultures existent, les gandes cultures ou
monocultures de céréales, oléagineux, protéagineux, mais aussi 1’arboriculture, la viticulture
et également les polycultures/¢élevage. Elles peuvent étre réalisées en plein air (en champs) ou
étre couvertes (serres). La France compte au 1° janvier 2017 selon la Mutualité¢ Sociale
Agricole (MSA) 1,2 millions d’emplois agricoles avec 680 000 (58%) salariés agricoles et
484 000 (42%) non salariés (chefs, collaborateur d’expolitation, chefs d’entreprises agricole
ou aides familiaux) dont 110 327 soit 24% de femmes. A noter que 80 000 soit 18% des non
salariés sont dans le secteur des grandes cultures avec 64% des contrats en 2016 pour le
secteur culture/élevage regroupant 143 000 étabissements (74% des établissements
employeurs en 2016) (86). Il existe donc une population de femmes exposées
professionnellement alors qu’elles se situent dans des ages (moins de 25 ans a 49 ans) ou elles
pourraient étre enceintes ou désirant mener une grossesse. Cela représente 41 815 soit

38% des 110 327 femmes exposées. Cette population vulnérable se trouvant dans la fenétre
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d’exposition périnatale, cette exposition aux pesticides pourrait avoir des conséquences pour

le déroulement de la grossesse, sur le feetus, puis ’enfant et 1’adolescent a plus long terme.

2.6.2 Pesticides et cancers : données épidémiologiques

Plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées et ont montrées une augmentation de
I’incidence de cancers chez I’humain exposé aux pesticides (87), (88), (89) mais également
une association avec des maladies chroniques (90) telles que la maladie de Parkinson,

Alzheimer, sclérose latérale amyotrophique, diabete, maladies cardio-vasculaires et rénales.

Deux méta-anlyses réalisées aux Etats Unis dans les années 90, de A. Blair en 1992 (91) et J.
Acquavella en 1998 (92) dont les résultats ont été¢ résumées par Baldi et al en 2007 (82) sont

présentés ci-dessous.

Tableau 9 : Associations entre exposition a des classes de pesticides et les types de cancers

issus d’études épidémiologiques (88).
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Figure 9 : synthéses des métaanlyses sur le risque de cancer en milieu agricole par A.Blair

(1992) et J. Acquavella (1998) (82)

En France, on peut notamment citer les études épidémiologiques Francaises AGRICAN
relatives aux questions de santé des professionnels agricoles, cohorte comptant plus de
180 000 participants suivits sur 5 ans. En 2017, Lemarchand et al (93) rapporte 11,067 cas
incidents de cancers (7,304 hommes et 3,763 femmes). Les résultats montrent une diminution
des cancers liés au tabac et une augmentation des cancers hormonodépendants chez
I’homme le cancer de la prostate HR 1.20 [1.01-1.42] p<0,01 en 2016 (94). Egalement
d’autres pathologies sont représentées a la hausse avec notamment les hémopathies comme le
myélome multiple RIS 1.49 [1.19-1.84], le lymphome non Hodgkinien RIS 1.09 [1.01-1.18]
et le mélanome RIS 1.23 [1.05-1.43].

La méme année, 1’étude de Piel et al (95) a pour objectif d’évaluer I’incidence des tumeurs
cérébrales chez les agriculteurs exposés aux pesticides de 13 cultures et 5 élevages. Sur les
180 000, 123,085 ont été exposés aux pesticides (soit 72 % des participants). Une
augmentation du risque de tumeur cérébrale est montrée pour les utilisateurs de
pesticides (HR 1.96; IC 1.11-3.47) surtout pour les méningiomes des €leveurs porcins avec
23/42 (54.8%) HR 2.282(1.14-4.58), pour les agriculteurs de tournesol avec 6/40 (15%) HR
3.562(1.44-8.82), betteraves avec 18/43 (41.9%) HR 2.542(1.31-4.90), pommes de terre
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HR53.09 (1.06-9.03). En 2018 Pouchieu et al (96), chercha a évaluer 1’association de la
maladie de Parkinson et I’exposition des 149 810 participants exposés aux pesticides.
(Insecticides : rotenone ; herbicides : paraquat, diquat ; fongicides : dithiocarbamates (cupreb,
ferbam, cuprobam, mancopper, mancozeb, maneb, metiram, propineb, thiram, zineb, ziram) Il
retrouva une prévalence de 1732 cas (1.2%) de maladies de Parkinson avec une
augmentation du risque pour tous les domaines d’activités OR 1.31 blé/orge, OR 1,34
vigne, OR 1,45 colza et fruits, 1.79 pois avec p<0.05. Une augmentation du risque avec

I’exposition a la rotenone 42/4916 OR 1.57 [1.08, 2.29] ainsi que plusieurs dithiocarbamates.

Il existe bien evidemment en France, des maladies professionnelles assoici¢es a I’exposition
de pesticides, notamment les tableaux 8,11,13,23,58,59 du régime agricole dont la maladie

de Parkinson et les hémopathies malignes (97).

2.6.3 Pesticides et études de métrologie

Les pesticides sont manipulés par les professionnels au cours des taches du transport, de
préparation de la bouille pour I’isoproturon (herbicide) en grande culture céréaliére (blé,
orge) (98), également lors du chargement de I’outil pulvérisateur, de ’application du
pesticide (épandage) et pendant le nettoyage du matériel utilis¢ (99). Mais ils peuvent
¢galement étre exposés pendant les taches dites de ré-entrée (inspection, taille, récolte) pour
les thiocarbamates en viticulture (100), pour 15 substances actives en floriculture (101).
L’exposition dépend également de nombreux facteurs comme la durée, de la forme du
produit utilisé (liquide, granulés, en suspention) de la concentration en substance active
(concentrée ou diluée), des conditions météorologiques (vent, température élevée). Sans
compter la possibilité de transformation d’un substance active d’une phase chimique en
une autre, en fonction des conditions environnementales et des propriétés
physicochimiques spécifiques schématisés par Armenta et al en 2016 (102). Le tout rendant
encore plus complexe la compréhension de 1’exposition professionnelle aux pesticides en

extérieur et en intérieur.

Il ne faut pas oublier que I’exposition dépend également du matériel utilisé, du port ou non
d’équipements de protection individuels (EPI) adaptés. Afin de réaliser les taches
d’application des pesticides plusieurs matériels sont disponibles. Des pulvérisateurs a rampe
qui projetent la substance, ils sont souvent attelés a un tracteur avec ou sans cabine.

Horizontaux, ils sont trés utilisés dans les grandes cultures et verticaux en arboriculture et
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viticulture. Des pulvérisateurs portatifs en sac a dos pour I’application manuelle avec lance.
Plusieurs études ont déja évalué 1’exposition professionnelle a différents pesticides montrant
que la voie cutanée est plus contaminantes que D’inhalation (100). Par ailleurs pour
I’exposition cutanée, les parties du corps les plus contaminées dépendent du type de tache
réalisée ainsi que la présence ou non du port d’équipement de protection individuel, mais
¢galement du type de pulvérisateur utilisé (98), (99) pendant 1’application. A noter qu’il existe
peu d’études ayant évaluer I’absorption cutanée humaine des pesticides, on peut citer R.J.
Feldmann (103) en 1974, qui montra une forte absorption cutanée au niveau génital, des creux
axillaire, des canaux auditifs et du front, qui sont donc des zones a protéger en priorité. En
effet, ces tests métrologiques quantitatifs évaluant 1’exposition externe, refletent plus

précisément I’intensité d’exposition aux pesticides.

Figure 10 : Pourcentage d’absorption des pesticides selon les parties du corps humain issu de

Armental et al (102).
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L’évaluation directe de la dose interne n’est pas encore généralisée au niveau professionnel
pour les pesticides, trés probablement en raison de la difficulté de choix d’un test de
biométrologie (urinaire, sanguine, phaneres) encore a identifier comme valide, reproductible
et fiable (sensibilité, spécificité, limite de détection) pour le diagnostic et le suivi des
professionnels. Compte tenu de la complexité de leur exposition multimodale aux pesticides
et des propriétés physicochimiques trés diverses (demie-vie, lipo ou hydrosoluble,
métabolisme...) de ces derniers. Cette évaluation semble une des priorités a mettre en ceuvre
dans un futur proche du fait que les substances actives sont pour la plupart des pesticides
diluées et mélangées aux autres additifs et adjuvants a de I’eau. On retrouve cependant
plusieures études ayant estimé I’exposition interne par des tests de biométrologie, notamment
récemment dans les urines : paraquat (104), organophosphates et métabolites (105), (106),
(107), par inhalation pour les organophosphates (108). Aucune ¢tude d’exposition

professionnelle utilisant les tests capillaires n’est disponible disponible actuellement.

2.6.4 Evaluation et moyens de prévention du risque lié aux pesticides

L’ensemble des caractéristiques chimiques et toxicologiques de chaque pesticides est
disponible sur la base de données de ’'UPA, la Pesticide Propertie Data Base (109) ou encore
sur I’EU Pesticide Data Base (110). On peut également utiliser en France, le site E phy (111)
permettant de connaitre le nom des produits commerciaux contenant une substance active.
Enfin, les fiches de données de sécurité¢ (FDS) obligatoirement transmises par le fournisseur,
permettent notamment de connaitre les effets sur la santé, I’envornnement mais également les
équipements de protection individuels (EPI) adaptés (112) Majoritairement, les taches de
manipulation des pesticides nécessitent au minimum le port de gants en nitrile (réutilisables
EN 374-3 ou a usage unique EN 374-2) jusqu’au port d’une combinaison intégrale de
protection chimique de type III 3 ou 4 (EN 14605+A1) avec bottes (EN 13832-3) et masque
avec filtre (EN 166) pendant les taches de pulvérisation manuelle. Ces préconisations sont
dé¢ja largement diffusées en France, au travers des campagnes de prévention, des formations et
du suivi médical réalisé¢ par les SST de la MSA. A noter que les outils de prévention

collective sont bien évidemment plus efficients mais beaucoup moins mis en place.

Par ailleurs les efforts en matiere d’information et prévention des professionnels agricoles
sont toujours au cceur des préoccupations des professionnels de la santé au travail. Que ce soit

au travers de senibilisations répétées, de la multiplicité des supports d’information, des
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formations dispensées et bien évidemment d’études de terrain qualitatives et quantitatives
permettant d’appréhender les conditions de travail réelles. Elles sont nécessaires et doivent
étre poursuivies avec assiduité de manicére perenne, seuls véritables outils de prévention

primaire.

3. METHODE

3. 1Définition du sujet

Un travail en collaboration a été établi, réunissant deux toxicologues de I’INRA et moi-méme
médecin issue de la spécialité de médecine du travail pendant le premier semestre de 1’année
2019. La méthodologie choisie pour réaliser cette revue systématique de la littérature a été
validée par le directeur de thése. Nous avons donc utilisé la méthodologie PRISMA traduite

en Francais (113) présentée en Annexe 1.

Pour la premicre étape essentielle de définition du sujet de cette revue de la littérature, nous
avons utilis¢ le modele PICO pour Population Intervention Comparaison Outcomes
permettant de définir précisément les axes de notre travail. Les mots clés, synonymes et
termes associés apres recherche dans le CISMEf, mais également les termes synonymes et les
MeSH en rapport avec chaque ¢lément du PICO a été recherché en francais et en anglais

comme presentée en Annexe 2.

3.2 Organisation de la recherche

Pour la réalisation de ce travail de revue de la littérature, nous avons choisi les trois
principales bases de données ¢lectroniques d’articles scientifiques publiés : Pubmed,
Sciences direct et Cochrane review, Les équations de recherche utilisées étaient constituées
d’une combinaison de deux ou trois blocs de mots clés et synonymes prédéfinis
antérieurement, en rapport avec notre sujet: « succinate dehydrogenase », « SDH »,
« succinate dehydrogenase coenzyme q reductase », « electron transport complex II »,
« inhibition », « deficien*® », succinate accumulation », succinic acid », « DNA methylation »,

« histone methylation », « epigenetic », « pseudohypoxia », « Bixafen », « Boscalid »,
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« Benodanil », « Fenfuram », « Furametpyr », « Flutolanil », « Fluopyram »,
« Fluxapyroxad »,  «Isopyrazam », «Isofetamid »,  « Mepronil »,  « oxycarboxin »,
« Penthiopyrad », « Pydiflumetofen », « Penflufen », « Sedaxane », « thifluzamide »,

« occupational », «human toxicity », « acute exposure », « protracted exposure » (Annexe 3).

Pour la recherche de documents dans la littérature grise, nous avons recherché sur les sites
internet, les rapports officiels de plusieurs grandes instances publiques nationales et
internationales : Mutualité Sociale et Agricole (MSA), ANSES, Eurostat, US EPA, FRAC,

Assemblée Nationale.

La recherche bibliographique a été effectuée pendant 3 mois, de Février a Avril 2019 par une
seule opératrice, la rédactrice de cette these. Nous avons utilisé¢ le logiciel de gestion de

ressources bibliographiques ZOTERO.

3.3 Sélection des études

Une fois les articles ¢€ligibles identifiés, les doublons ont été supprimés au moyen du logiciel
de gestion bibliographique ZOTERO. La premicre étape de la sélection a consisté a
rechercher les critéres d’inclusion et d’exclusion dans le titre et le résumé. Nous avons pu
ensuite entamer la deuxieme phase de sélection des articles aprés recherche et lecture
compléte du texte intégral par un seul opérateur. Nous avons pour chaque article veillé a ce

qu’il remplisse les critéres d’inclusion présentés ci-dessous.
Criteres d’inclusion

- Inhibition de la SDH chez les hommes et animaux et ses conséquences métaboliques
et épigénétiques
- Etudes d’exposition professionnelle aux pesticides incluant au moins un SDHi

- Type d’¢étude : épidémiologiques et expérimentales (in vivo ou in vitro)
Criteres d’exclusion

- Article en langue autre que francais et anglais

- Mode d’action d’inhibition de la SDH chez les végétaux

- Etudes toxicologiques issues des entreprises productrices

- Meécanisme d’action portant sur les autres complexes de la chaine respiratoire

mitochondriale
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- Mécanisme génétique d’inhibition de la SDH par mutation d’un ou plusieurs génes de
la SDH

- Traitements et chimiothérapies

- Texte intégral non disponible

- Etude produite par I’industrie des pesticides

Cette démarche de sélection des articles est décrite au moyen du diagramme de flux issu de la

méthodologie PRISMA (Figure 11) présentée dans les Résultats p52.

L’extraction des données a été réalisée en utilisant une grille préétablie ou fiche de lecture
validée par le directeur de these et les collaboratrices, présentant les informations suivantes :
nom de I’auteur, année de publication, nom de de la revue, référence bibliographique, type
d’étude et objectifs, description de la population ou modele utilisé, résultats principaux,
échelle d’évaluation méthodologique utilisée et score associé. Cette extraction des données a

¢été réalisée par un seul opérateur, le rédacteur de cette these.

3.4Analyse des données

3.4.1 Types de données analysées

Nous avons recherché dans les articles sélectionnés concernant la premicre problématique sur
le mécanisme d’action les différentes données qualitatives (Western Blot) ou/et quantitatives
(moyenne +/- dérivation standard, pourcentages, ratios) avec les précisions correspondantes
(p) suivantes : activité¢ enzymatique de la SDH, de la PHD, niveau de concentration de
succinate, du facteur HIFla et niveaux de déméthylation ou hyperméthylation des Histone

et/ou de I’ADN.

Pour la seconde problématique concernant ’utilisation et la toxicité chez I’homme dans un
contexte d’exposition professionnelle aux SDHi nous avons recherché¢ les données
qualitatives et quantitatives suivantes : données de ventes des SDHi en tonnage/an, fréquences
professionnelles d’exposition aux SDHi, niveau d’exposition professionnelle cutanée et

respiratoire en mg/jour ; AOEL en mg de SA/kg de poids du corps/jour.
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3.4.2 Evaluation de la qualité méthodologique des études

Le contrdle de la qualité des études sélectionnées a été réalisé en double lecture a partir de
plusieurs grilles d’évaluation standardisées en fonction du type d’étude. Pour les études
observationnelles : transversale pour avons utilisé la grille STROBE (114). Pour les 3 études
de séries de cas nous avons utilisés CARE checklist (115). Pour les études expérimentales in
vitro cellules nous avons utilisé Science in Risk Assessment and Policy SciRap (116).
Rapporting checklist (Exemple en Annexe 6) et enfin pour les raports officiels issus de la
littérature grise nous avons utilisé¢ la chacklist RIGHT (117) pour les avis d’ANSES et les

rapport d’expert , présentées dans le tableau 10 ci-dessous.

Nous avons additionné les items retrouvés a la lecture des différents types de documents
analysés aboutissant a un score final (Annexe 4). Apres consencus entre la rédactrice de cette
thése et la seconde lectrice, une des toxicologues de I’INRA de Toulouse nous avons inclus

tous les documents.

Design de I’étude Outil d’évaluation de la qualité Score
méthodologique qualitatif

Expérimentale in vitro | SciRap rapporting checklist /50

Avis d’expert RIGHT check list /35

Transversale STROBE /22

Série de cas CARE checklist /30

Tableau 10 : Outils d’évaluation méthodologiques utilisés par type d’étude
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4. RESULTATS

4.1 Sélection des articles

Au terme de la recherche dans les trois principales bases de données bibliographiques
PUBMED, Science Direct et Cochrane Review, nous avons identifié 461 articles. 36 doublons
ont été exclus par I'intermédiaire du logiciel ZOTERO. Au travers de recherches issues de la
littérature grise comme MSA, ANSES, EFSA, US EPA nous avons identifi¢ 24 rapports. Les
critéres d’inclusion et d’exclusion ont été recherchés parmi les 451 articles €ligibles dans le
titre et résumé. A D’issue de cette premiere sélection, 438 Articles ont été exclus car ne
remplissant pas les critéres d’inclusion et/ou remplissaient les critéres d’exclusion. 25
documents sélectionnés dont 8 études expérimentales in vitro (Annexe S), 13 rapports
d’experts ; 1 étude transversale et 3 études de cas ont été€ analysés. Les 25 documents ont ainsi

¢€té inclus apres consencus entre les deux lectrices.

Le diagramme de Flux ci-dessous résume 1’ensemble de la démarche de sélection des

articles : (figaure 11)

Records identified through Additional records identified

g database searching through other sources of grey

= PUBMED: 147 literature

= Science Direct: 314

b= Cochrane Review: O (n=24)

= (n=461)
—
—

¥

o Records after duplicates removed

IE (n=36)

@

=

~

) 1

Records screened Records excluded

— (n=451) 7 [n = 438)

)

a

&

w

Full-text articles assessed Full-text articles excluded
for eligibility | n=0)

— (n=25)
—

=

@

=

=

= Studies included in

- qualitative synthesis

(n=25)

Figure 11 : Diagramme de flux représentant la méthodologie et les résultats de la sélection

des articles inclus dans la revue de la littérature
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4.2 Mécanismes d’inhibition de la SDH chez [’animal et [’homme
Nous avons retrouvé 8 études expériementales in vitro :

En 2007 MacKenzie et al (118), ont montré chez des cellules humaines HeLA (lignée
cancéreuse) in vitro aprés mesure de 1’activité de la PHD en conditions de normoxie, par
quantification de 1’hydroxylation de HA-ODD (en présence de Fe2+ et ascorbate), que la
présence de succinate a une concentration constante de 1 mM causait 1’inhibition de 1’activité
de la PHD par une baisse de I’hydroxylation HA-ODD. L’augmentation des doses d’a
ketoglutarate, de 0.1 a 1 mM stimulerait selon un mode concentration dépendante I’activité de
la PHD par augmentation de HA-ODD hydroxylées visibles au Western Blot. Ces résultats
démontrent que le succinate inhibe la PHD et que 1’a ketoglutarate peut réverser cette
inhibition in vitro. Le succinate apparait donc comme un inhibiteur compétitif de la PHD

a une haute concentration de ImM. (Annexe 6)

En 2009 Cervera et al(119), chercha a déterminer dans son étude expérimentale in vitro
comment les histones pouvaient étre modifiées dans les conditions normoxiques
d’inactivation de la SDH chez plusieurs modéles humains : Hep3B (issues de carcinome
hépatocellulaire) et HT1080 (issues de fibrosarcome) et animal : cellules PC12 de rat
(atteint de phéochromocytome). Aprés exposition a un inhibiteur pharmacologique de la
SDH : 500 uM de 2-thenoyltrifluoroacetone (TTFA) pendant 24h, 1’analyse par Western Blot
de la méthylation des histones H3 sur les résidus K9, K27, K36 a été réalisée. On remarque
une augmentation de la méthylation des résidus d’histone 3 pour toutes les lignées testées, de
plus I’augmentation est dépendante du type de cellules : Hep3B : H3K9me3 x1,5, H2K27me3
x1,9, H3K36me2 x4,5 . Pour HT1080 : H3K9me3 x1,2, H2K27me3 x1,3 , H3K36me2 x2.
Pour PC12: H3K9me3 x2, H2K27me3 x1,9, H3K36me2 x2. Ainsi ’inhibition aigue
pharmacologique de la SDH entraine une hyperméthyaltion des histones H3
(K9,K27,K36) chez I’homme et I’animal avec des profils différents selon les types
cellulaires. Ces résultats ont ensuite été comparés avec le profile d’hyperméthylation des
histones de cellules humaines HEK293 (cellules embryonnaires rénales) avec mutation
silencieuse s’exprimant par une inhibition transitoire de la SDHD et de la SDHB aprés plus de
72h-96h. Ainsi on constate également une augmentation de la méthylation des résidus K27
par 1,8 pour le mutant SDHD et par 1,4 pour le mutant SDHB ; pour les résidus K36,
par 4 pour le mutant SDHD et par 2,5 pour le mutant SDHB par rapport au contrdle
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positif. L’étude montra également la réversibilité du phénoméne d’hyperméthylation des
histones H3K27 pour les cellules Hep3B par I’augmentation de 1’activit¢ des histones
démethylases jmjd3 chez les mutants SDHB par diminution de I’hyperméthylation des résidus

H3K?27 au western blot. (Annexe 7)

En 2012 Xiao et al (120), tenta de comprendre comment le succinate engendrait des
modifications épigénétiques. Ils exposérent a des doses croissantes de succinate : 0,5 mM
(physiologique), puis 1 mM et 3 mM (hautes concentrations). Les niveaux d’activité
d’histones déméthylases ont ét¢ mesurés chez deux modéles cellulaires humain et animal
(ver de terre Caenorhabditis elegans). Pour le modele animal, 1’histone déméthylase
CeKDM7A qui reconnait les résidus H3K9mel et pour le modele humain, [’histone
déméthylase HSKDM4A qui reconnait résidus H3K36me3. Il apparait que le succinate inhibe
I’activité des KDMs o-KG-dependent in vitro. Pour KDMA7 on note une diminution de
>80% de la déméthylation pour les doses de succinate a de hautes concentrations : 1 mM, 3
mM et 10 mM. Pour KDMA4, 1’addition de succinate a 1 mM I’inhibe a 43%, a 3 mM a 68%
et a 10 mM a 85%. Les résultats montrent que le succinate est plus puissant que le fumarate
pour inhiber HsSKDM4A avec une concentration inhibitrice a 50% maximale (IC50) de 0.8

mM contre 1,5 mM pour le fumarate.

De plus, I’étude montra que 1’exposition a des doses de 5 mM de méthylsuccinate (capable de
rentrer dans les cellules) chez DP’homme: HeLa (cellules cancereuses) et
HEK293T(embryonnaire rénale) entrainait unc augmentation de la méthylation des
histones. En effet, les ratios de succinate / aKG étaient tous élevés. Pour HEK293T on note
une augmentation de la monométhylation d’H3K4 par 4, pour H3K27 par 4 et pour la
diméthylation d’H3K79 par 3, pour la triméhylation d’H3K4 par 2. Pour HelLa, les résultats
¢taient similaires. Enfin, 1’étude montra que pour les cellules perméables au succinate, avec
accumulation de ce dernier, HIF1a était augmenté, tandis que I’endostatine diminuait dans
les deux types de cellules humaines via I’inhibition de I’activité enzymatique de la PHD2 et
de la C-P4H, respectivement. Ces résultats ont été comparés a I’inhibition des génes FH et
SDHA/SDHB par micro ARN montrant des résultats similaires : une augmentation de la
méthylation des histones H3K4, H3K9 et H3K79 (par 3 4 5); une accumulation d’HIF1a (par
5) et une diminution d’endostatine (par 7). Ces résultats motrent que le succinate et le

fumarate a de hautes concentrations agissent comme des inhibiteurs compétitifs des
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dioxigénases a-KG dependents, incluant KDMs, PHDs et C-P4Hs. Cette inhibition est
responsable d’une augmentation d’HIF1, hyperméthylation des histones et diminution

d’endostatine pour les cellules humaines HeLLa et HEK293T. (Annexe 8)

En 2013 Sciavelli et al (121), montra dans un premier temps que I’inhibition de la chapreone
TRAP1 chez plusieurs modeles de cellules cancéreuses humaines (shTRAP1) dans lesquelles
elle s’exprime diminue la prolifération des cellules SAOS-2 (osteoarcinome), HCT116
(carcinome colorectal) et Hel.a (carcinome du col utérin) a 1 au par rapport au controle
de 12 au. De plus, la faculté de former des masses chez les cellules SAOS-2 apres injection de
shTREP1 chez des souris saines, est largement diminuée avec des tumeurs de 2mm de
diamétre apres 21 jours d’inhibition de TRAP1 contre 10 mm de diamétre pour le contrdle.
(Figure 2D). Parallelement, I’expression de TRAP1 chez deux types cellulaires humains que
sont cellules épithéliales protatiques RWPE1 (1 au) et fibroblastes MF (8 au) montrent
I’acquisition de la capacité a former des colonies. L’inhibition de 1’expression de TREP1

chez les cellules prostatiques RWPE?2 abolit leur prolifération (4 contre <I au).

Par ailleurs, la technique d’immunoprécipitation (IPCII et DTBP) montre que TRAP1 se
fixe sur la sous-unité SDHA et inhibe ainsi ’activité enzymatique de la SDH (diminution
de la concentration de DCPIP) sur plusieurs modéles humains SAOS-2 Figure 4AB, MEFs
figure 4C et carcinome colorectal stade I-III Figure 4 montrant une diminution de I’activité
du complexe II de maniére réversible. De plus, le niveau de succinate intracellulaire a été
retrouvé augmenté seulement chez les cellules surexprimant TRAPI démontrant que les
conditions de psudo-hypoxie générées par la présence de TRAPI suffisent a stabiliser HIF1.
Ces résultats attestent que TRAP1 inhibe la SDH engendrant I’accumulation de

succinate permettant la stabilisation d’HIF1a, concourant a la tumorogenese(Annexe 9).

En 2014 Guzzo et al (122), montra que I’inhibition de la TRAP1 chez des cellules humaines
I’exprimant : SAOS-2 (osteosarcome) et HelLa (carcinome du col utérin) causait une
augmentation intracellulaire de la génération d’especes actives de I’oxygéne (EAO) de
plus de 1,4 et 1,6 fois p<0,05 respectivement et d’anions superoxydes de 225 a.u et 240 a.u
p<0,05 respectivement. Alors que chez I’animal, la surexpression de TRAP1 chez les
fibroblastes d’embryons de souris MEFs diminue le niveau de ROS et d’anions
superoxydes de 30% p<0,05. L’étude montra que I’inhibition par TTFA se fixant sur les su

B/D de la SDH, engendrait une diminutiion de la viabilité cellulaire chez les cellules avec de
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bas niveaux de TRAP1 (shTRAPI cancer cells de 50% et mock MEFs de 25% p<0,05), méme
protégées par NAC. De plus en inhibant par une cyclosporine (CsA) le PTP avec un niveau
bas de TRAPI1, I’étude montra une abolition de la mort cellulaire. Les niveaux de TRAP1
¢taient inversement corrélés avec I'ouverture du PTP En conséquence, I’inhibition de
TRAP1 augmente la sensibilité de PTP au Ca2+ chez les cellules cancéreuses TRAP1
mais inhibe son ouverture chez les cellules MEF. Les niveaux élevés de EAO étaient
visibles chez les cellules sShTRAP1 surtout a 15 jours de 100 a 170 ua p<0,05. En miroir, la
sur expression de TRAP1 chez cellules MEF entraina une abolition des EAO a 80 ua p<0,05.
A noter que les cellules avec de bas niveaux de TRAPI1 étaient incapables de former des
colonies. Les auteurs montrérent que P’activité anti-oxydante de TRAP1 est causée par
P’inhibition de la SDH au niveau de la sous-unité SDHA entrainant une diminution de la
formation d’especes actives de ’oxygéne dépendant de I’ouverture du pore perméable
de transition (PTP) et ainsi cette activité antioxydante concoure a la tumorogenése in

vitro (Annexe 10).

En 2016 Laukka et al (123), montrérent 1’habilité du succinate et fumarate en conditions in
vitro et in vivo dans I’inhibition de ’activité catalytique des enzymes TETs chez ’homme
des cellules issues de neuroblastome SK-N-BE(2) . In vitro, il apparait que le succinate
inhibe a 50% (IC50) I’activité de TET1 a 540 +/-100 umol et TET2 a 570+/- 190 umol et

apparait efficace en deuxieme place aprés le fumarate. In vivo, apres exposition des cellules

SK-N-BE(2) a du diméthylsuccinate (DMS) on nota une augmentation nucléaire et
cytosolique de succinate a 285+/- 65 p<0,001 et a 255 +/-15 p<0,001 respectivement ; soit
une augmentation de 3 fois dans le cytosol et le noyau (controle 100+/-10).  Apres
exposition des cellules a des niveaux croissants de succinate de 200 a 5000 uM, on note une
diminution de 5-hmC de 10% en conditions de normoxie pour 5000 uM de succinate p<0,05.
On note également une légere aumgentation de I’induction d’HIF20, mais pas d’HIF1, pas de
modification des TET1-3 et une diminution de I’expression de VEGF a 30% a 5000 uM de
DMS. Les auteurs concluent que le fumarate et succinate peuvent réguler les niveaux
globaux des 5-hmC et ainsi induire des facteurs d’induction de I’hypoxie via I’inhibition

des enzymes TETs (Annexe 11).

En 2017 Wentzel et al (124), voulurent démonter les effets de hautes concentrations de
succinate et fumarate sur la viabilité¢ cellulaire, génotoxicité, 1’apoptose/nécrose et sur la
méthylation de I’ADN sur des cultures cellulaires humaines in vitro HepG2 (carcinome

hépatocellulaire). La viabilité cellulaire a 0,5 mM de succinate diminue de 15% P < 0.01 est
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reste stable jusqu’a 3mM diminue a puis 20% a SmM de succinate avec P <0.001. Pour la
génotoxicité (Quantification de I’ADN endommagé avec test Comet : % train d’ADN) on
note une augmentation a partir de 3mM de succinate a 20% et 2 SmM de succinate a 35%
avec P <0.001. De plus la morphologie des cellules a 0.5 mM de succinate était comparable
au contrdle alors que les membranes cellulaires exposés a des concentrations de 5 mM de
succinate semblaient présenter des élongations, et différer des contréles. L’évaluation de
I’apoptose par fluorescence rouge et verte montre que plus d’un quart (27.2%) des cellules
exposées a 5 mM de succinate montrent des marqueurs d’apoptose tandis que 8.79%

semblent étre en apoptose retardée ou en nécrose.

De plus, une augmentation de ’activité des caspase 3 et 7 de 25,8% aprés exposition a 5
mM de succinate pourrait induire un mécanisme d’apoptose. L’analyse de la methylation
par test comet des ilots CpG montre qu’a 0.5 mM et 3 mM de succinate pendant 24 h, montre
qu’aucune différence n’est observée avec le controle. Alors qu’a 5 mM de succinate on
observe une significative hyperméthylation de ’ADN (~82%) p<0,001, comparé au
control (57%). Les auteurs concluent qu’une exposition a de hautes concentrations de
succinate 2 SmM chez HepG2 entraine une activation du mécanisme d’apoptose et des

modifications épigénétiques par hyperméthylation de ’ADN (Annexe 12).

En 2019 Fuhrmann et al (125), montra que chez I’homme sur des cellules THP1 ( monocyte
issus d’une leucémie monocyte aigue) 1’inhibition de 1’activité de la SDH par I’atpenin A5
(AAS), de 0,18 a 0,005 mmol/min/pL (70% d’inhibition de I’activité de la SDH) engendre
une augmentation de succinate. L’analyse au Western Blot d’HIF-lo. montre en
conséquence une accumulation temps dépendant d’HIF-1a, dés 1 h d’exposition avec une
intensité d’activité 200 p<0,05 et pendant les 2—4 h suivantes avec 400 a 3h et 500 a 4h
p<0,05. Les résultats montrent que chez les cellules humaines THP1 I’inhibition de la SDH
par AAS stabilise HIF-1a et augmente I’expression des genes cibles d’HIF1a a savoir

Glutl, BNIP3, and IL-1f (Annexe 13).
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Auteur Modé¢le cellulaire Résultats Score
Date publi SciRAP
MacKenzie | Humain : -Le succinate inhibe la PHD de maniére compétitve a une haute 35/50
2007 HeLa (carcinome col utérin) concentration ImM.
[118]
Cervera Humain : -Augmentation de la méthylation de toutes les histones de tous 32/50
2009 -Hep3B (carcinome les types cellulaires dans les conditions d’inhibition de la SDH :
[119] hépatocellulaire) Pour Hep3B :
-HT1080 (fibrosarcome) H3K9me3 x1,5 , H2K27me3 x1,9, H3K36me2 x4,5 .
-HEK293 (cellules Pour HT1080 :
embryonnaires rénales) H3K9me3 x1,2 , H2K27me3 x1,3 , H3K36me2 x2.
Pour lerat PC12 :
Animal : H3K9me3 x2, H2K27me3 x1,9 , H3K36me2 x2.
-Rat cellules PC12
(phéochromocytome) -Pour HEK293 avec mutations silentieuses :
Mutation SDHD aprés 72h :
H3K27me3 x 1,8, H3K36me2 x 4
Mutation SDHB apres 96h :
H3K27me3 x1,4 , H3K36me2 x2,5
-Réversibilité des profiles d’hyperméthylation des histones
H3K27me3 pour cellules Hep3B avec mutation SDHB par
augementation de 1’activité des histones déméthylases Jmjd3.
Xiao Animal : ver de terre -le succinate inhibe les déméthylases KDM oK G dépendantes in | 40/50
2012 Caenorhabditis elegans ; vitro : Pour KDMA?7 on note une diminution de >80% de la
[120] histone déméthylase déméthylation pour les doses de succinate a 1 mM, 3 mM et 10
CeKDM7A qui reconnait mM . Pour KDMA4 , I’addition de succinate a 1 mM I’inhibe a
résidus H3K9mel 43% ,a3 mM a 68% eta 10 mM a 85%
Hmain : HeLa (cellules - les ratios de succinate / oK G étaient tous élevés . Pour
cancereuses) et HEK293T on note une augmentation de la monométhylation
HEK293T(embryonnaire d’H3K4 par 4, pour H3K27 par 4 et pour la diméthylation
rénale) d’H3K79 par 3, pour la triméhylation d’H3K4 par 2. Pour
histone déméthylase Hel a : les résultats étaient similaires
HsKDM4A qui reconnait - Methylsuccinate : augmentation d’HIF 1a, diminution
résidus H3K36me3 d’endostatine.
- résultats similaires a I’inhibition des génes de la SDHA/B pour
les 2 types cellulaires.
Sciacovelli | Humain : -inhibition de TRAP1 chez HeLa et SAOS-2 diminue la | 35/50
2013 SAOS-2 (ostéo-sarcome) prolifération cellulaire (1 ua contre 12 ua pour le contrdle)
[121] HCT116 (Carcinome -TRAP1 inhibe I’activité du complex II chez SAOS-2, MEFs et
colorectal ou CCR) CRC
RWPE1/RWPE2 - TRAPI induit une augmentation du succinate intracellulaire et

(Carcinome prostatique)

HeLa (carcinome col utérin)

la stabilisation d’HIF1 et ainsi promouvoit la tumorogenése
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Animal :

MEFs(Fibroblastes
d’embryons de souris)
Guzzo Humain : I’activité anti-oxyddante de la chaperone TRAP1 est causée par | 34/50
2014 SAOS-2 (ostéo-sarcome) son inhibition de la SDH au niveau de la sous-unit¢ SDHA
[122] HeLa (carcinome col utérin) entrainant une diminution de la formation d’especes actives de
Animal : I’oxygene dépendant de I’ouverture du pore perméable de
MEFs(Fibroblastes transition (PTP) et ainsi cette activité antioxydante concoure a la
d’embryons de souris) tumorogengse in vitro.
Laukka Humain : -inhibition par succinate : IC50 38/50
2016 SK-N-BE(2) TET1 540 +/-100 pmol
[123] (Neuroblastome) TET2 570+/- 190 pmol
Et une augmentation nucléaire et cytosolique de succinate,
285+/- 65 p<0,001 et 255 +/-15 p<0,001 respectivement soit une
augmentation de 3 fois dans cytosol et le noyau (contréle 100+/-
10).
-succinate a 5000 pM inhibe 10% 5 hmC, pas les TETs,
n’augmente pas HIF 1o mais 1égeérement HIF2a.
Wentzel Huumain : Hep2G (carcinome | - Succinate & 5 mM entraine 20% mort cellulaire et une 37/50
2017 hépatocellulaire) augmentation de 25,8% de I’expression des caspases 3-7 et 27%
[124] d’apoptose.
- Succinate & 5 mM entraine une hyperméthytion des ilots CpG
82% p<0,001 comparé au contrdle 57%
Fuhrmann | Humain: THP1 (monocyte -inhibition de I’activité pharmacologique (AAS) de la SDH de 37/50
2019 issus d’une leucémie 70% entraine une accumulation temps dépendant d’HIF-1a, des 1
[125] monocytaire aigue) h d’exposition avec une intensité d’activité 200 p<0,05 et

pendant les 2—4 h suivantes avec 400 a 3h et 500 a 4h p<0,05 .
Les résultats montrent que I’inhibition de la SDH par AAS
stabilise HIF-1a et augmente I’expression des genes cibles

d’HIF1a a savoir Glutl, BNIP3, and IL-1

Tableau 11 : Résumé des 8 études in vitro sur les mécanismes d’actions métaboliques et

épigénétiques
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3.3. Exposition professionnelle aux SDHI et toxicité pour les expositions aigiies et chroniques

aux SDHi

Phyt attitude 1997 a 2014 (126),(127), (128)

En France, le suivi professionnel de 1’état de santé des agriculteurs et des salariés agricoles est
du ressort de la Mutualité Sociale et Agricole (MSA). Le réseau phyt’attitude de la MSA
existant en France depuis 1991, a pour objectif « recenser et d’analyser toutes les
informations sur les accidents, incidents ainsi que les effets sur la santé survenus lors de
['utilisation de produits chimiques ». Par produits chimiques on entend « produits
phytopharmaceutiques, biocides, médicaments vétérinaires ». Le principe de recueil
d’informations est le suivant : « déclaration volontaire d’évenements indésirables au décours
immeédiat de leur survenue par [’intermédiaire d’'un numéro vert gratuit, ouvert depuis 2004,
ou au décours d’une visite médicale avec le médecin du travail » (129). La déclaration des
incidents d’expositions aigues n’est donc pas exhaustive et la population étudiée, varie
chaque année, mais la MSA se déclare « indépendante de groupe pharmaceutique et des
pouvoirs publics » et les dossiers sont anonymisés. Les données recueillies sont médicales et
informent sur la/les substances actives mises en cause ainsi que les circonstances de
I’accident. Le score d’imputabilité est établi par le toxicologue selon le couple
substance/symptomes en 10-I4, seuls les dossiers cotés 12 a 14 sont inclus dans 1’analyse.
« Les chiffres présentés ne sont donc pas des indicateurs mais plus des marqueurs de

activité du réseaux ».

Tableau 12 : Score d’imputabilité selon méthodologie phyt’attitude (128)

On remarque une augmentation des signalements d’expositions aigues apres 2007 puis une
stabilisation jusqu’en 2014 pour les incidents avec symptomes aigus/subaigus et une
augmentation majeure de ceux en lien avec une exposition chronique avec 124 entre 1997-

2007, 101 entre 208-2010 et 220 entre 2011-2014. La population reste comparable entre
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1997 et 2014, majoritairement masculine, avec une notable augmentation du nombre de
femmes, 14,5% en 1997 contre 21% en 2014. Les signalements proviennent a plus de 60%
des salariés agricoles contre 30% des exploitants dans les cultures spécialisées, la viticulture
et la polyculture dans 70-80% des cas. On constate qu'un grand nombre de pesticides sont
recencés avec plus de 300 produits, dont plus de 30% concernent la famille des
fongicides. La durée d’exposition est inférieure a 40h pour 40% des cas, tandis que les 60%
sont exposés entre 40-120h et plus par an. Les accidents concernent majoritairement 1
seul produit a plus de 60%, 1’utilisation multiple lors des accidents reste stable depuis 1997-
2014, représentée par 40% des cas. La forme liquide est incriminée dans 70% des cas, les
granulés dans 13 a 18% des cas. A noter une régression des accidents incriminants les
poudres, 14% en 1997-2007, 10% en 208-2010 et 8% en 2011-2014. Au niveau de la
symptomatologie clinique aigue/sub aigue décrite en lien avec une exposition aux fongicides,
les signes cutanés sont majoritaires a 25-38%, les signes digestifs sont stables a 16-20%,
tandis que les signes neurosensoriels sont en légére augmentation depuis 1997 avec 13%,
en 2008-2010 avec 15% et en 2011-2014 avec 16%. Un nombre trés limité de cas
(seulement 4) incriminant les SDHI ont été retrouvés pour le Boscalid, le pyriméthanil et
le flutolanil. Les taches les plus accidentogenes sont réalisées en extérieur a plus de 70%
majoritairement lors de I’application mécanisée et manuelle de la bouillie semblent tout
de méme diminuer depuis 1997 avec 40%, en 2008-2010 avec 32,2% et en 2011-2014 avec
19%. Le matériel utilisé lors de 1’épandage joue égelement un role, les pulvérisateurs montés
sont majoritairement représentés a plus de 45% ainsi que la présence d’un tracteur muni de
cabine dans 50% des cas ou celle-ci est fermée dans 70% des cas. Deuxiémement, la
préparation de la bouillie et le remplissage du matériel représentent toujours 14-18% des
taches exposantes respectivement de 1997 a 2014. Enfin, on note une augmentation de
I’exposition du fait du nettoyage du matériel, 7% en 1997, 9,4% en 2008-2011 et 10% en
2012-2014. L’accidentologie est représentée par les projections accidentelles en régression
depuis 1997 a 46,4%, 37,7% en 2008-2011 et 12% en 2012-2014, de méme que pour les
ruptures ou fuite de tuyaux avec 25,6%, 23% et 20% en 1997, 2008-2011 et 2012-2014
respectivement. Cependant les tdches de débouchage de buses ont quant a elles augmentées de
13% en 1997, 19% en 2008-2011. La déficience des EPI reste stable a 14% depuis 2008-
2014 pour 50% de la population déclarant porter des gants. Les principaux résultats sont

résumés dans le tableau 13 ci-dessous.
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Phyt’attitude study 1997-2007 2008-2010 2011-2014

Reference [94] [95] [96]

Score CARE checklist /30 items 12/30 14/30 14/30

Total Signalements 1909 657 782

Exposition aigue inclus 1554 397 409

Exposition chronique exclus 124 101 220

Imputables 12-14 N 1067 245 224

Population N(%)

Femmes ND(14,5%) 53 (21,6%) 48 (21%)

Hommes ND( 85,5%) 192 (78,4%) 178 (79%)

Age (25-59 ans) ND (93%) ND (94,5%) ND (92%)

Statut %

Employer 67,5% 60,8% 66%

Exploitant 23,4% 34,3% 31%

Secteur agricole %

Cultures epécialisées ND 39,2% 35%

viticulture ND 19,6% 22%

polyculture ND 18,4% 10%

total des 3 71,5% 77% 67%

Nombre de produits utilisés N ND 369 381

Famille pesticide N(%)

Fongicide 1/3 (33%) 118 (32%) ND (35%)

Insecticide <1/3(<33%) 116 (31,4%) ND (33%)

Herbicide 1/5 (20%) 74 (20,1%) ND (19%)

Nombre de produits incriminés %

Un seul 65% 71,8% 60%

Plus de deux 35% 28,2% 40%

Formulation N(%)

Liquide ND (68,1% ) 257 (69,6%) 280 (71%)

Granule ND (13,2%) 65 (17,6%) 71 (18%)

Poudre ND (14%) 38(10,3%) 30 (8%)

Symptomes  cliniques aigus  aprés

exposition a un Fongicide %

Cutanés 38% 35,4% 25%

Digestifs 20% 16,5% 18%

Neurosensoriels 13% 15,2% 16%

SDHi incriminé ND Boscalid 2 dossier Flutolanil 1 dossier
Pyrimethanyl 1 dossier

Localisation des tiaches professionnelles

Extérieur 71 % 71,3 % T7%

Intérieur 27,3% 27,9% 16%

Taches exposantes

Application manuelle 40,1 % 20,8% 7%
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Application mécanisée ND 11,4% 12%

Préparation de la mixture 16%, 18%, 14%
Chargement du matériel 14% 18,4% 13%
Nettoyage du matériel 7%. 9,4%. 10%
Type de pulvérisateur

Attelé 50% 34,7% 46%
A dos 20% 12,7% 13%

Période d’exposition

<40 h/an 37,9%, 38,6 % 43%
40-120h / an 33,3% 28% 31%
>120h/ an 28,8% 33,5% 27%
Accidentology

Projections 46,4% 37,7% 12%
Rupture ou écoulement de tuyau 25,6% 23,0% 20%
Déficience des EPI ND 14,8% 14%
EPI utilisés %

Tracteur avec cabine ND 58,8 % 56%
Cabine fermée ND 73,3% 71%
Port de gants 52,8 % 56,2% 50%

Tableau 13 : principaux résultats réseau phyt’attitude 1997-2014

Etude transversale de métrologie professionnelle :

En 2013 Lesme et al(130) , ont réalis¢ une étude transversale visant a estimer une méthode
d’évaluation de 1’exposition professionnelle cutanée et respiratoire par métrologie de 8
pesticides (mancozeb, carbendazim, carboxine, dimethomorph, mandipropamide,
propamocarb chlorhydrate, and thiram) chez 3 salariés agricoles d’une culture florale en
Colombie. Dans une Roseraie, pendant 6 semaines, et pendant 8h/jour les taches de
préparation, application des pesticides et nettoyage ont été¢ étudiées avec le port des
équipements de protection (gants, combinaison, bottes, masque). L’estimation de I’exposition
(cutanée et respiratoire) représentée par 1’absorption de chaque pesticide par jour a été
comparée a I’OAEL. Pour la carboxine (utilisation de 447g/jour), la quantité appliquée de
716 ml/jour avec une exposition cutanée de 29,2 + 21.0 mg/jour et une exposition par
inhalation de 0.05 + 0.03 mg/jour (Absorption dermale de 5%). L’estimation de 1’absorption
de la carboxine est de 1.5 £ 2.1 mg/jour, qui apparait inférieure a la quantité quotidienne
considérée sans effet sur la santé pour une exposition vie entiere (AOEL) de 3.85
mg/jour de référence. Par ailleurs, I’étude renseigne sur les tiches les plus exposantes :

Application 99,9% puis la préparation 0,07% et enfin le nettoyage 0,03%. Les parties du
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corps les plus exposées dans cette étude sont a mettre en lien avec le matériel utilisé (un
pulvérisateur vertical a 5 entrées) et les conditions spatiales exigues (rangées de 60 cm de
large) de réalisation des taches exposantes. Ainsi, dans ce contexte on constate que le tronc
est le plus exposé a 19,5%, les bras a 17,7% puis les jambes a 15,9% et les avant-bras a 15,7%
et enfin les cuisses a 15,2%, les mains a 3% (table 3) montrant une exposition caractérisée
par les auteurs d’homogéne. En parall¢le, cette étude permet de connaitre le niveau de
protection des équipements de protection individuelles selon la partie du corps concernée :

mains 95% et corps 99,2-99,8%. Ces résultats sont résumés dans le tableau 14 ci-dessous.

Etude Résultats Score
Référence STROBE
Design /29
Lesme et al Estimation de I’exposition totale (cutanée et respiratoire) a la carboxine dans une 18/29
[130] exploitation colombienne de culture florale pour les taches de préparation, application de la

Etude bouille et nettoyage en serre :

transversale Exposition cutanée actuelle = de 29,2 + 21.0 mg/jour

de métrologie | Absorption cutanée : 5%

cutanée et Exposition par inhalation : 0.05 + 0.03 mg/jour

respiratoire Dose interne : 1.5 + 2.1 mg/jour < AOEL : de 3.85 mg/jour

de plusieurs Parties du corps les plus exposées en fonction de I’exiguité des locaux et utilisation du

pesticides pulvérisateur manuel vertical a 5 entrées :

tronc 19,5% > les bras 17,7% > jambes 15,9% > avant-bras 15,7% >cuisses 15,2% > mains 3%

Tableau 14 : Résumé résultats étude transversale (130)

GECU de I’ANSES (3) et 12 rapports EFSA (131), (132), (133), (134), (135), (136) (137),
(138), (139) (140), (141), (142)

En 2019 PANSES, au travers d’un groupe d’expertise collective d’urgence (GECU) conduit

de Juin a Décembre 2018 rendit son avis sur la question des SDHi.

Utilisation agricole et données de vente

Premic¢rement, 11 substances actives inhibitrices de la succinate déshydrogénase
autorisées en Europe furent recensées (benzovindiflupyr, bixaféne, boscalid, carboxine,
fluopyram, flutolanil, fluxapyroxad, isofétamid, isopyrazam, penthiopyrad, sedaxane). Les

données de vente de ces SDHi issues de la BNVD entre 2008 et 2017 montrent que le
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boscalid est le plus utilisé encore a I’heure actuelle bien que son utilisation diminue depuis
2008 passant de 600 tonnes annuelles a moins de 200 tonnes annuelles en 2017, cependant il
faut ajouter la multiplicité d’utilisation de SDHi depuis 2012 (6 substances actives
différentes). En 2017, on constate [’utilisation dans 1’ordre décroissant du boscalid,
fluxapyroxad, fluopyram, bixaféne, carboxine, sedaxane. Les anciennes molécules régressent
tandis que les plus récentes progressent. Pour I’isofetamid et I’isopyrazam, il n’est pas a priori
enregistré de données de vente. Les utilisations selon le type de culture varient également
pour le boscalid avec pres de 80% des surfaces de colza (données 2014), 51% des surfaces en
carottes (données 2013), environ 30% des surfaces en fraises, salades (données 2013) et
pommes (données 2012), environ 20% des surfaces en vigne (données 2014), melons et
poireaux (données 2013) et 30% pour le bl¢ tendre et ’orge, en 2011. Pour le fluopyroxad,
c’est 38% des surfaces en bl¢ tendre traitées au moins une fois en 2014 et 24% des surfaces en
orge. Pour le bixaféne, c’est 38% des surfaces en orge traitées au moins une fois en 2014 et
22% des surfaces en blé tendre. Aucune notion d’efficacité sur le rendement des cuture n’est

mentionnée.

Figure 12: Evolution des ventes de SDHi entre 2008 et 2017 en tonnage par année en France

€)

Les 12 rapports d’expert de ’EFSA sur les SDHi autorisés, renseignent sur leur utilisation

agricole de maniére non exhaustive qui a été évaluée. L’omniprésence des SDHi notamment
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pour les cultures céréalieres de blé, orge, avoine et seigle est résumé dans le tableau 15 ci-

dessous.
Substance active Utilisation agricole évaluée
Benzovindiflupyr BI¢, seigle, orge, avoine, soja, canne a sucre en spray
feuilles
Bixafen BI¢, avoine, seigle en spray feuilles
Boscalid Raisin, pois, légumineuses,
Carboxin Traitement des semences de blé, orge, seigle, avoine
Fluopyram Spray sur tomate, fraise, raisin, vin
Flutolanil Traitement des semances, tubercules de pomme de
terre
Fluxapyroxad BI¢, orge
Isofetamid Epandage

Fruits : péche, prune, abricot, cerise, raisin, fraise,
légumes : salade, épinards, herbes fraiches

Graines : de Colza, lin, pavot, moutarde,

Isopyrazam BI¢, orge, avoine, seigle en pulverisation foliaire
Penflufen Traitement des semences pomme de terre, orge
Penthiopyrad Fruits : pomme, poire,

Légumes :tomates, aubergines, concombre, courgette

Céréales :blé, orge, seigle, avoine

Sedaxane Céréales : blé, soja,

Colza pulvérisation

Tableau 15 : Résumé non exhaustif des utilisations agricoles des SDHi

Maladie professionnelle et accidentologie

Plusieurs sources citées dans le rapport de I’ANSES mentionnent des données relatives a la
sant¢ humaine et 1’exposition aux SDHI. Dans la base du RN3PYV, il n’existe pas selon les
auteurs de cas de paragangliomes et de phéochromocytomes chez des salariés exposés
aux pesticides. Dans la base du CAP entre 1999-2018 seulement 29 cas d’exposition
accidentelle aigue sont rapportés avec seulement 4 impliquant uniquement les SDHi
(boscalid et flutolanil) avec une symptomatologie bénigne sans séquelles selon les auteurs
pour une exposition respiratoire (toux, céphalées, vomissement, douleur abdominale) et
cutanée (paresthésie des levres). Les données du réseau Phyt’attitude de 1997 a 2018,
révelent selon les auteurs que 12 signalements impliquant un produit commercial & base

SDHi seule ou associée avec au total 7 produits (6 mélanges et 1 SA seule) comprenant 3
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SDHi (boscalid, carboxine, flutolanil). Parmi ces 7 produits, 4 sont non autorisées

actuellement.

Etudes toxicologiques chez I’animal

Dans une seconde partie du rapport de I’ANSES, les hypothéses des scientifiques ayant donné
I’alerte sanitaire ont également ¢été reprises et argumentées. Les modéles d’évaluation
toxicologiques utilisés ne sont pas adaptés au mécanisme d’action non génétique des
SDHi. De plus ils rassurent faussement sur leur absence de potentiel cancérogene génétique
sans pouvoir évaluer la part métabolique et épigénétique. L’utilisation de 1’argument des
niveaux inférieurs des limites maximales de résidus suggere un effet seuil non démontré a

I’heure actuelle encore en questionnement.

Par ailleurs, on remarque, que tous les SDHi ont une toxicité aigue sur le foie (augmentation
du poids, hypertrophie) sauf la carboxine qui possede plutdt une toxicité aigue rénale (Rat
oral NOAEL 5.5 mg/kg bw/day et Rat dermal NOAEL 30 mg/kg bw/day). Le bixafen,
boscalid, fluopyram, flutolanil, fluxapyroxad, pydifumetofen ont des effets toxiques aigues
sur le foie et la thyroide (hypertrophie, hyperplasie, hormones thyroidiennes) avec des
valeurs de NAOEL orales comprises entre 7,5 et 30 mg/kg pc/jour et NOAEL dermal
comprise entre 300-1000 mg/kg pc/jour (sauf pour le flutolanil 80-680 mg/kg pc/j).
Cependant I’ANSES, invalide ces effets chez le modeéle murin en invoquant le méme
argument pour pas moins de 7 SDHi autorisés, un mécanisme d’activation des récepteurs
nucléaires CAR considéré comme non pertinent chez I'humain. En conséquence, 3 substances
actives sont classées carcinogénes cat 3 R40 par ’ANSES, le fluopyram (foie, thyroide), la
carboxine (rein, parathyroide), isopyrazam (foie, utérus) et un en catégorie 2 (H351) le
penthiopyrad (foie, thyroide). Pour le fluxapyroxad on remarque deux classements, selon la
Directive 67/548/EEC : R40 Carcinogenicity category 3 “limited evidence of a carcinogenic
effect” et selon Regulation (EC) 1272/2008 : H351 Carcinogenicity category 2 “suspected of
causing cancer”. Seul, I’isopyrazam est class¢ comme reprotoxique Cat. 3 R63 pour des
NOAEL pour le rat et lapin comprise entre 20-150 mg/kg poids corps/jour. Ces résultats sont

résumés dans le tableau 16 ci-dessous.

La Neurotoxicité aigue ou/et chronique est retrouvée pour quelques SDHI, fluopyram,
fluopyroxad, penthiopyrad, pydiflumetofen et sedaxane pour de hautes doses mais ne sont pas

classés comme neurotoxiques.
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Substance active Classement EFSA NOAEL (mg/kg

poids corps/jour)

carboxine Carcinogenes cat 3 R40
0.82 (rat male)

fluopyram carcinogenes cat 3 R40

Liver cell adenoma and carcinoma 89 (rat female)

Follicular cell adenoma in thyroid 105 (souris male)
fluopyroxad Carcinogenes cat 2 H351

liver tumours 2.1 (rat)
isopyrazam carcinogenes cat 3 R40

liver hepatocellular adenomas, uterine 35 (rat)

endometrial adenocarcinomas

penthiopyrad Carcinogenes cat 3 R40
Carcinogenes cat 2 H351
Liver tumors 20 (souris)
Thyroid tumors 27 (rat)

Tableau 16 : Liste des SDHi cancérigenes selon la Classification de ’EFSA

Concernant le dernier point sur le risque pour la santé chez I’homme, les auteurs
argumentent les différences de sensibilité inter-espéces d’affinité et donc de capacité
d’inhibition de la SDH. Egalement, que les études ADMEE montreraient chez le rat « 99%
de la dose administrée s’est retrouvée éliminée 7 jours apres l’administration » et ainsi
concluant « métabolisation rapide et importante des SA et [’absence de bioaccumulation chez

le rongeur ».

Exposition professionnelle, AOEL et EPI (131), (132), (133), (134), (135), (136) (137), (138),
(139) (140), (141), (142)

Pour chaque SDHi autoris¢ les AOEL sont étabis allant de 0,04 mg/kg/j pour le
Benzovindiflupyr et le Fluopyroxad jusqu’a 0,56 mg/kg/j pour le flutolanil. Pour ce faire
plusieurs scénarios sont réalisés pour trois catégories : les applicateurs, les travailleurs
effectuant les taches de ré-entrée et les passants et résidents. Pour chaque population pré-citée,
des modeles matriciels extrapolent les expositions professionnelles en pourcentage de
I’AOEL avec et sans EPI adapté pour chaque pesticide. Ainsi, on constate que les
applicateurs apparaissent comme les plus exposés entre 3 et 90% de ’AOEL sans EPI,
devant les travailleurs réalisant les taches de ré-entrée entre 2 et 5% de ’AOEL, suivit
par les passants et résidents avec 0,1 a 3% de PAOEL pour 8 SDHi autorisés dont le

Boscalid. Cependant pour les 3 restants notamment Fluopyroxad, Isofetamid, et penthiopyrad
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les données sont préoccupantes notamment pour le Fluopyroxad pendant les tiches de
mélange et chargement ou le UK model prédit 450% AOEL sans EPI et 350% AOEL avec
EPI. Pour I’Isofetamid, les models sont multiples et fournissent des résultats trés disparates. A
titre d’exemple, pour les applicateurs en serres de culture de fraises/laitues, le modele
allemand conclu a 27840 % AOEL sans et 2784% AOEL avec EPI tandis que le modele SE
conclu a 21%AO0EL et 8%AOEL respectivement avec et sans EPI. Rapellons qu’aucun ne
modele validé n’est disponible actuellement pour évaluer I’exposition en intérieur (serre). Par
ailleurs, la comparaison des différentes valeurs toxicologiques de référence pose question.
Prenons I’exemeple du Benzovindiflupyr son AOEL systémique de 0,04 mg/kg/j pour une
exposition professionnelle subchronique saisonieére ou d’une année est tres proche de I’ADI
de 0,05 mg/kg/j dose orale maximale sans effet pour les consommateurs pendant la vie
enticre. Tandis que pour le Bixafen avec un AOEL de 0,13 mg/kg/; son ADI est de 0,02
mg/kg/j soit 10 fois inférieur. De méme pour le Boscalid avec un AOEL 0,1 mg/kg pdc/j et
ADI de 0,04 mg/kg pdc/j. Ces chiffres attestestent de la nette surexposition des travailleurs
qui est cependant considérée comme aigue et subchronique mais qui dans les faits est bien
chronique soit pendant tout leur exercice professionnel. Laquelle vient se surajoute a
I’exposition orale inhérante a la consommation de leur propre production. Faisant ainsi de la
population agricole une population doublement exposée au risque des pesticides. Par
ailleurs, les conclusions de ces différents rapports attestent et rassurent sur les VIR infrieures
aux limites fixées (en % de I’AOEL) pour de nombreux SDHI, Benzovindiflupyr, bixaféne,
Carboxine, Fluopyram, isopyrazam sans EPI et d’autre part attestent de 1’efficacité des EPI a
utiliser systématiquement pour le flutolanil, fluxapyroxad, Isofetamid, penflufen,
penthiopyrad, sedaxane. Leur recommandation principale va dans le sens de la prévention
individuelle en pronant le port d’EPI comme véritable bouclier contre les pesticides pendant

les taches de préparation, application, taches de ré-entrée et de nettoyage.

Enfin, les conclusions du GECU sont donc au regard des hypothéses soulevées par les
donneurs d’alerte « n’apportent pas d’éléments en faveur d'une exposition qui n'auraient pas
éte pris en compte dans l'évaluation des substances actives concernées, et mettent en évidence
des incertitudes résiduelles sur des risques qui auraient pu ne pas étre pris en compte dans
[’évaluation des substances actives concernées. » lls concluent également a la nécessité
d’étayer la recherche sur les SDHi concernant les questions restantes sans réponses

actuellement tout en rejetant la demande du groupe de scientifiques ayant donné ’alerte et
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quant a la nécessité¢ d’appliquer le principe de précaution de suspendre temporairement

P’utilisation des SDHi.

DISCUSSION

Résultats principaux et cohérence externe
o Résultats des études in vitro

Au travers des 8 expérimentations in vitro on retrouve des mécanismes analogues de
modifications métaboliques et épigénétiques pour différentes populations cellulaires animales
et cancéreuses humaines comme présentés dans le tableau 11. La diminution de I’activité de
la SDH ou le succinate apparait comme un acteur central de la compréhension de ces
multiples mécanismes, de par son accumulation a court terme est retrouvé dans les divers
mécanismes métaboliques et épigénétiques. Il pose ainsi la question de son accumulation

chronique.

Le mécanisme métabolique d’induction de la pseudo-hypoxie par accumulation de
succinate (ImM), inhibition de la PHD et stabilisation d’HIFla retrouvé pour les cellules
HeLa (118) apparait comparable au mécanisme génétique, retrouvé dans des cellules
embryonnaires humaines rénales (HEK293) avec mutation SDHD (13) aprés une inhibition
d’au moins 48h de la SDH par le diméthylsuccinate (25 mM) dans des conditions de
normoxie et d’hypoxie (3% d’oxygéne). Pour Astrom et al (143) les conditions
envirronnementales et notamment le niveau d’oxygéne (plus faible) pourraient expliquer la
pénétrence incomplete des formes familiales de certains phénotypes de PGL/PCC avec
mutations SDHD. En effet, I’altitude (plus élevée) a laquelle vivent les patients avec
mutations SDHD serait associée a un age plus précoce de PGL/PCC et des localisations
multiples. De ce fait, 1’évaluation procarcinogenique de 1’inhibition pharmacologiques de la
SDH par les SDHi (et accumulation de succinate) devrait étre réalisée aprés un délai
minimum d’exposition de 48h, dans des conditions suboptimales d’oxygenation cellulaire a

définir.
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D’autre part, dans les cellules humaines HeLA et THP1 I’accumulation de succinate induit
I’inhibition de la PHD, également chez les cellules SAOS-2, CRC et MEFs de souris par
I’expression de TRAP1 modulant I’action du PTP.

Pour les cellules humaines Hep3B, HT1080, HeLA et HEK293T et animales de rat PC12 et
Caenorhabditis elegans ’inhibition de la SDH et I’accumulation de succinate entraine une
diminution de la déméthylation a haute concentration pour SK-N-BE(2) et HepG2 et une
augmentation de la méthylation des histones. En effet, I’inhibition pharmacologique de la
SDH par le 2-thenoyltrifluoroacetone (TTFA) a 500uM apres 24h d’exposition pour les
modeles Hep3B (carcinome hépatocellulaire) et HT1080 (fibrosarcome) et animal PC12
(phéochromocytome du rat), montrent une hyperméthylation des histone 3 (H3) sur les
résidus lysine K9, K27 et K36 différente selon le type cellulaire (119). Ces résultats suggerent
une susceptibilité d’hyperméthylation des histones dépendant et spécifique du type
cellulaire. De plus, cette inhibition pharmacologique de la SDH déclenche le méme profile
d’hyperméthylation des histones H3 pour des cellules avec mutations silencieuses transitoires
des génes de la sous-unit¢ SDHD et SDHB apres 72h et 96h respectivement. Ces résultats
sont donc bien en faveur de notre hypothese de I’existance de fortes similitudes entre les
mécanismes d’inhibition génétiques par mutation des sous-unités de la SDH et ceux non
génétiques (métaboliques par pseudo hypoxie et épigénétiques par hyperméthylation des

histones) résultant de I’inhibition environnementale pharmacologique de cette enzyme.

Nous sommes tout de méme force est de constater qu’aucun modéle animal n’est
entierement extrapolable a I’humain, que la variabilité intrinsque de chaque population
cellulaire humaine est également un facteur a prendre en considération dans la compréhension
de ces modes d’actions complexes et surtout de 1’exposition chronique des populations

professionnelles et de la population générale.

D’autres études montrérent une association entre la diminution de Pactivité de la SDH et
certaines pathologies notamment suite a un traitement avec le Triptolide un composé issu de
la « liane du dieu du tonnerre » étudiée comme co-traitement contre le cancer des testicules
(144) 1 apparait efficace via la production d’EAO et I’activation de JNK. Egalement, Nonaka
et al (145) ont identifié que la streptozotocine utilisée pour le traitement des insulinomes,
induit un diabéte mellitus dans les cellules musculaires de rat et diminue ’activité de la SDH
de 48% (p<0,01) comparé au contrdle sain et apparait réversible 72% (p<0,01) apres stress

thermique.
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De plus, Ju et al (146) dans son étude de cas/témoins chinoise, évaluérent I’exposition
respiratoire de 67 travailleurs industriels au toluéne diisocyanate (TDI) qui montra une
diminution significative de 1’activité de la SDH ou dans le groupe exposé 1’activité de la SDH
est négativement corrélée avec la longueur de I’exposition r=-0.319, p<0.05. (article original
en langue chinoise) . En 2014, Myung et al (147) posaient méme la question dans son article
sur la possibilité d’utiliser les mécanismes des fongicides industriels et notament celui des
SDHi afin d’élargir le nombre de traitements antifongiques a visée thérapeutique pour I’étre
humain, car ceux-ci ne comprennent que 12 molécules (les azolés, I’amphotéricine B,
échinocandine et la 5-fluorocytosine) pour les 4 entitées responsables des pathologies

humaines a savoir Candida, Aspergillus, Cryptococcus et Pneumocystis.

Concernant les effets epigénétiques, Van der Plaat et al (148) montrerent qu’il n’y avait pas
d’association significative avec 1’exposition professionnelle aux pesticides et la méthylation
de ’ADN (ilots CpG) sanguin de 2802 sujets testés avec seulement 31 dont 20 dans les cas
d’obstruction respiratoire avec une exposition élevée. Cependant, Zhang et al (149), montra
des similarités de méthylation de I’ADN des promoteurs CpG de 712 geénes, in vitro de
cellules hématopoiétiques K562 pour 3 organophosphates : fonofos, parathion, and terbufos.
Egalement, Collotta et al (150) dans sa revue regroupa plusieurs études montrant des effets
épigénétiques notamment de méthylation de ’ADN et des histones de pusieurs pesticides
Methoxychlor, Vinclozin, Dichlorodiphenyl-trichloroethane (DDT), Organochlorine,
Paraquat ayants des implications et mécanismes différents des SDHi, dans 1’¢état actuel de nos

connaissances.

Ces résultats issus d’études expérimentales rigoureuses et accessibles sont en contradiction
avec les conclusions du rapport de I’ANSES, se basant sur des éudes toxicologiques
anciennes, non publiées et inaccessibles a la critique de la communauté scientifique. En
utilisant notamment plusieurs arguments comme 1’absence d’effet cancérigene des SDHi
secondaire a des tests toxicologiques évaluant leur génétoxicité sans prendre en considération
leur mécanisme d’action métabolique et épigénétique, et rassurer sur les VTR inférieures en
supposant que I’effet soit dose dépendant ce qui n’est pas encore prouvé actuellement. De
plus, I’absence d’effet seuil fait écho aux potentiels effets de perturbateurs endocriniens des
SDHi, Young Jin Oh et al (151) en 2007, et Medjakovic et al (152) en 2013 étudierent la
question. Young Jin Oh et al, dans son étude expérimentale in vitro chercha a évaluer 9
pesticides retrouvés dans un réservoir d’eau potable entre 2000 et 2004 a de trés faibles

concentration pug/L en dessous des LMR du NIER (national intitut of environnemental
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research) dont le Flutolanil un SDHi, et leur potentiel effet perturbateur endocrinien sur les
récepteurs oetrogéniques (ER) des lignées cellulaires humaines de cancer du sein (MCF-
7 BUS) par test E screen comparatif avec les cellules MDA MB 231 comme controle négatif
aprés 48h d’exposition et 6 jours de culture. Ses résultats montrent que le flutolanil apparait
augmenter la croissance par plus de 2 fois, diminue le niveau d’expression des récepteurs
oestrogéniques o proteine visible au Western Blot et augmente I’expression des génes des
récepteurs de la progestérone et PS2 mRNA au RT-PCR a une concentration de 10-4M de la
méme maniere que le contrdle positif 17 oestradiol. Enfin, Béranger et al (153), dans leur
étude transversale parmi la cohorte Francaise multicentrique ELFE réalisée en 2011,
composée de 18,040 femmes enceintes, les auteurs chercherent a évaluer les concentrations de
140 perticides et métabolites par test capillaire. 2866 furent testées avec des échantillons
capillaires de 9 cm de longueur représentant la période de grossesse, pour les 140 substances
les plus utilisées : 111 pesticides et 29 métabolites de 25 familles chimiques différentes. 122
substances utilisées détectées au total, une moyenne de 43 substances détectées par femme
(38-47), avec 28 substances utilisées pour 70-100% des échantillons. Le Boscalid a été
détecté chez 195 femmes (soit 63%) a 0.3 pg/mg pour une limite de détection de 0.079 pg/mg.
Cette ¢étude montre que les femmes enceintes dans la population générale, sont exposées
simultanément a plusieurs classes chimiques de pesticides et de ce fait subissent « I’effet
cocktail » pendant toute la durée de la grossesse. Par ailleurs, cette étude de biométrologie
relative a I’exposition chronique chez la femme enceinte interpelle quant a 1’élimination
rapide en 24h du boscalid revendiqué par les études ADME in vitro et in vivo chez I’animal
issue d’études toxicologiques fournies par les firmes. Sans oublier que les SDHi ne
représentent que le sommet de I’iceberg, devant la grande diversité de pesticides utilisés
concourrant a I’effet cocktail aussi bien alimentaire qu’environnemental auquel au final

chacun et chacune d’entre nous est soumis.

Par ailleurs, les conclusions de I’ANSES déclarent invalider les effets toxiques hépatiques et
thyroidiens sur les modeles animaux par : « induction enzymatique de I'UDPGT (Uridine 5'-
diphospho-glucuronyltransférase) via une activation du récepteur nucléaire CAR/PXR
considéré suffisamment étayé pas les études mécanistiques dédiées ». Ce mécanisme est bien
montré dans 2 études issues des industriels BAYER par Tinwell et al (71) et Rouquié et al
(72) pour le fluopyram. Ce mécanisme non reconnu valide pour ’humain, engendre ainsi
pour I’ANSES la non classification CMR de plusieurs SDHi comme le Benzovendiflupyr,

Boscalid, Fluopyroxad, Penflufen, Penthiopyrad, Pydiflumetofen et le Sedaxane car le mode
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d'action considéré comme « non pertinent pour ['homme. » Par ailleurs, le caractére universel
du complexe II mitochondrial chez tous les étres vivants explique son impact sur les
organismes non cibles des SDHi notamment les abeilles, les espéces acquatiques. Sans oublier
les pathologies humaines ayant un mécanisme génétique mettant en cause directement le
complexe II et son non fonctionnement dans les cas de syndromes SDHx héréditaires de
paragangliomes, phéochromocytomes mais également dans de nombreux cancers ou les
modeles murins ne semblent pas reproduire les mémes pathologies que I’étre humain. En ce
sens le modele murin ne semblant pas le plus adapté reste tout de méme nécessaire pour
I’ANSES le qualifiant d’incontournable et conclut en encourageant la recherche sur celui-ci

bien que non extrapolable a ’humain. Ces conclusions semblent quelque peu contradictoires.

Enfin, les maladies mitochondriales ne sont pas prises en compte pour I’évaluation du
risque des pesticides dans la population générale avec des sous groupes plus vulnérable et
susceptibles de développer ces pathologies. Il est & noter que la composition du groupe
d’experts comprend uniquement de toxicologues réglementaires sans aucun spécialiste des

mitochondries et de ses pathologies chez 1’étre humain.

e Exposition professionnelle : utilisation, taches exposantes et toxicité aigiie/chronique

L’utilisation des SDHi depuis 1960 compte malheureusement trés peu d’études sur le sujet,
actuellement 11 substances actives autorisées en Europe furent recensées
(benzovindiflupyr, bixaféne, boscalid, carboxine, fluopyram, flutolanil, fluxapyroxad,
isofétamid, isopyrazam, penthiopyrad, sedaxane). Utilisées pour le traitement antifongique
des cultures agricoles céréalieres, viticoles, et maraichéres (Tableau 14) avec le Boscalid
comme leader depuis sa mise sur le marché en 2003 et I’augmentation du nombre de
nouvelles molécules utilisées actuellement démontre leur omniprésence dans le paysage
agricole. Concernant 1’exposition professionnelle a ces derniers, une seule étude de mérologie
a été retrouvée dans la littérature attestant que les salariés étaient exposés a 1.5 = 2.1 mg/jour
de carboxine par voie cutnanée et respiratoire, valeur inférieure a la quantité quotidienne
considérée sans effet sur la santé pour une exposition vie entie¢re (AOEL) de 3.85 mg/jour de
référence. Par ailleurs, 1’étude renseigne sur les taches les plus exposantes : Application
99,9% puis la préparation 0,07% et enfin le nettoyage 0,03%. Cependant ces résultats ne

sont pas extrapolables en raison des conditions trés spécifiques d’exercice professionnel en
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serre de culture florale en Colombie. IIs apparaissent tout de méme cohérérants avec les autres
¢tudes de métrologies réalisées sur les pesticides : I’isoproturon (herbicide) en grande culture
céréaliere (blé, orge) (98) ou ce sont les tiches de préparation qui sont les plus exposantes
pour les mains et les avant-bras, tandis que pour les thiocarbamates en viticultures ou les
mains sont les plus exposées avec 49% et 56.2% pour la préparation et la pulvérisation
respectivement. La contamination cutanée en tracteur par tache est de 2,85 mg pour le
nettoyage, 4,20 mg pour la préparation et 6,13 mg pour la pulvérisation (100). Des résultats
similaires sont rapportés pour 15 substances actives en floriculture (101) attestant de la

diversité¢ des modalités d’exercices et des pratiques professionnelles.

Concernant les effets toxiques en lien avec I’exposition professionnelle aigiie et chronique, le
réseau Phyt’attitude de la MSA renseigne sur les caractéristiques accidentelles des
signalements des salariés et exploitants agricoles avec plus de 1536 signalement aigiis/sub
aigiis inclus imputables. Leur symptomatologie apparait bénigne avec des signes cutanés (25-
38%), digestifs (16,5-20%) et neurosensoriels (13-16%). Seulement 4 signalements
concernent 3 SDHi : deux pour le Boscalid, un pour le Flutolanil et pour le Pyriméthanil
ont été rapportés et identifiés comme plausibles a vraissemblables entre 1997-2018
comme rapport¢ par I’ANSES, aucun cas de maladie professionnelle de
pragangliome/phéochromocytome n’a été rapporté ¢galement. Cette tres faible représentation
des SDHi en contradiction avec leur trés large utilisation est a questionner. En effet on
constate par ailleurs une augmentation des signalements en lien avec une exposition
chronique exclus dans I’analyse de la MSA, avec 124, 101 et 220 signalements pour les
périodes 1997-2007, 2008-2010 et 2011-2014 respectivement, restent encore a investiguer.
Par ailleurs de nombreux facteurs accidentels interviennent dans 1’exposition aigiie
professionnelle aux pesticides comme le type de culture avec 71,5-80% des cultures
spécialisées, viticulture et polyculture, sur les 369-380 produits incriminés 32-35%
concernant les fongicides. Les taches les plus exposantes sont réalisées en extérieur a 71-77%,
I’application mécanique et manuelle apparait dans 19-40% des cas devant, la préparation de la
bouillie 14-16% et le nettoyage des outils qui semble augmenter avec 7-10% entre 2011-2014
(tableau 13). Par ailleurs on constate une faible observance du port des EPI et notamment des
gants avec 50% de la population déclarant les utiliser, a noter que cette proportion est en
stagnation depuis 1997. Ce chiffre est a mettre en lumiére avec plusieurs hypothéses comme
le manque d’information des salariés/exploitants, le manque de confort des EPI, leur entretien

la contrainte temporelle de production souvent avancée et leur colit financier mais également
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la déficience de ces derniers. En effet, ’EFSA préconise essenticllement le port EPI
efficaces pour 6/11 SDHi autorisés, ce qui est tout de méme la derniére ligne de prévention
en santé travail lorsque les mesures de protections collectives ont été ou non mises en place.
A noter que Garrigou et al (154), étudia en 2001-2002, I’efficacité des EPI utilisés en
viticulture. En utilisant une méthode transdisciplinaire d’ergotoxicologie par 72 jours
observations du travail réel et métrologies cutanées (patch), 67 observations ont été réalisées
pendant les taches de préparation, application automatique sur tracteur et nettoyage des
I’équipements, pour le dithiocarbamate. La comparaison de I’appliacation avec applicateur a
dos dans deux situations sans et avec port d’EPI a permis d’estimer I’efficacité des EPI classe
4 EN 374-3: 2004.. 1l apparait que les agents portants les EPI correctement, bien entretenus
sont plus exposés pendant les taches d’application 7,7mg [2,8-21,6] et de nettoyage 9,3 mg
[1,9-28,9] que ceux n’en portant aucun respectivement 4 mg [2,2-18,8], 2,3 mg [1,4-10,8].
Les EPI classe 4 ont par la suite été re testé et ont été retrouvé tous permeéables a 5 herbicides
purs et dilués en moins de 10 mn, tandis que les classe 3 sont plus efficaces, de part leur
épaisseur plus importante et la chaleur engendrée, ils ne permettraient pas 1’observance des
utilisateurs. Ces résultats s’expliquent en partie par le fait que les EPI sont testées a des fins
industrielles et non pas dans les conditions d’utilisation agricoles (tres variées et en
extérieur). Encore un exemple qui démontre bien comme conclue I’auteur que les évaluations
métrologiques doivent tenir compte des conditions de travail réelles multiples, diverses et
souvent trés spécifiques voir uniques. Dans le méme sens, s’ajoute 1’évaluation de
I’exposition professionnelle aux pesticides par les modéles mathématiques divers et varié€s ne
prenant pas en compte la diversit¢ des situations d’exercice professionnel, ajouté a la
réalisation de peu de mesures, souvent inférieures aux AOEL, méme pour les scénarios
qualifiés de « pire cas ». Cela engendre un biais qui apparait faussement rassurant quant au

degré de protection des professionnels au risque li¢ aux pesticides (155).

Il apparait urgent de mettre au cceur des priorités gouvernementales des moyens aussi bien
financiers, qu’en terme de resource intellectuelle pluridisciplinaire médicale, technique,
toxicologique, épidémiologique afin d’assurer une évaluation du risque professionnel aux
SDHi plus poussée. Réfléchir in finé aux moyens préventifs les plus efficaces a mettre en
place comme proposé par le groupe de scientifiques nouvellement constitué, a savoir le
principe de précaution avec la suspension de la commercialisation de ces substances dans un
premier temps. Et ainsi, étudier les pistes d’alternatives possibles afin de ne pas subir de

manicre fataliste cette situation, qui nous est présentée sans solution. Et devant la necessité
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paradoxalement avancée de 1’utilisation des pesticides comme garant de notre sécurité agro-

alimentaire. Comme disait Einstein, « un probleme sans solution est un probleme mal posé ».

o (Coheérance interne de l’étude

Les points forts de notre étude sont premic¢rement, le contexte sensible et la justification de sa
réalisation aux vues des préoccupations aussi bien scientifique, que médiatique et politique. A
noter le caractere singulier de ce travail en effet, il s’agit d’un des premiers faisiant le lien
entre mécanismes d’actions métaboliques et épigénétiques des SDHI, utilisation agricole et
exposition professionnelle par des auteurs compétents dans des domaines différents, médecin
universitaire, médecin du travail et toxicologues de I'INRA proposant ainsi un nouvel angle
de vision venant compléter et mettre en lien les connaissances sur le sujet, bien que d’autres
scientifiques aient déja posés les bases de cette problématique. Deuxiément la méthodologie
PRISMA employée pour ce travail validée pour la réalisation des revues de la littérature,
donne du poids a notre recherche. Nous avons pu satisfaire la plupart des critéres de qualité de
cette méthode avec un score de 20/27 items soit 74% (Annexe 14) apres double lecture.
D’autre part, notre travail présente bien évidemment des limites, tout d’abord le faible nombre
d’articles inclus, mais il s’agit plus d’un état de fait, voire une constation flagrante du nombre
trés limité d’études sur le sujet ce qui en soit pose déja matiere a réflexion. Par ailleurs nous
n’avons pas pu €luder le biais de publications malgres notre effort de recherche et d’inclusion
de documents issus de la littérature grise. Par la méme, la nature des documents inclus et leur
méthodologie de réalisation a posé également des contraintes, notamment les références citées
d’études non publiées, le manque de données brutes permettant une analyse statistique plus
rigoureuse, et enfin une certaine opacité rendant la recherche de documents publics européens

et internationaux difficile.
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CONCLUSION

Notre travail de revue systématique est le premier dans la littérature a faire le lien entre
mécanismes d’actions cellulaires des SDHi et exposition professionnelle. En effet, nous avons
montré au travers de plusieurs études expérimentales in vitro 1’existance de mécanismes
¢ipgénétiques et métaboliques (accumulation de succinate, pseudo-hypoxie et
hyperméthylation des histones/ADN) secondaires a 1’inhibition pharmacologique de la SDH
pour des modeles cellulaires humains et animaux. Ces mécanismes d’actions apparaissent
similaires a ceux d’origine génétique par mutation des sous-unités de la SDH décrits dans
plusieurs pathologies humaines comme les PGL/PCC et certains cancers. Ces données
appuient notre hypothése de I’effet non cible des SDHi sur les mitochondries de nombreux
étres vivants dont fait partie ’humain. Cet état de fait est a opposer avec 1’utilisation majeure
des SDHi dans la plupart des secteurs agricoles et le manque criant d’études toxicologiques
humaines et épidémiologiques sur I’exposition professionnelle a ces derniers. Des
interrogations restent encore sans réponses concernant leur mode d’action sur le modele
humain et notamment les lignées cellulaires non pathologiques. Il apparait urgent d’y pallier
au plus tot afin de mieux appréhender leur futur impact sanitaire et apprendre des expériences
passées. Pour se faire, il conviendrait en premier lieu d’engager la recherche scientifique
sur le mode d’action des SDHi sur des populations cellulaires humaines saines afin d’en
comprendre les mécanismes métaboliques et épigénétiques sous-jacents tout en s’intégrant
dans une démarche de recherche globale sur le sujet avec un collectif de travail
pluridisciplinaire (médecins spécialistes des maladies mitochondriales, des médecins du
travail, toxicologues, ergonomes, agronomes, ¢conomistes, sociologues). Le récent projet
SOHO (156) dont le protocole a été ¢laboré en 2019, basé sur un réseau interdisciplinaire de
partenaires scientifiques, propose une évaluation intégrée des SDHi selon le concept
EcoHealth, en estimant les bénéfices pour les agriculteurs en termes de contrdle des cultures,
et en apportant des connaissances sur les expositions et les mécanismes de toxicité pour 1’étre
humain. Ainsi il devrait permettre de développer de nouveaux outils d’évaluation du risque,
adaptés au mode d’action, en les confrontant aux tests classiques de toxicologie, et de
proposer une nouvelle approche d’évaluation du risque basée sur I’interdisciplinarité et la co-

construction des savoirs.
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ANNEXES

Annexe 1 : Grille PRISMA [113]

Annexe 2 : tableau PICO

Question 1
PICO explication Termes-synonymes/MeSH
Population Homme (Cellules, tissus ) Human
Animal de tout types Animals
Intervention Inhibition SDH SDH inhibition, SDH-deficient, Loss of function
Epigénétique Epigenetic
Accumulation de succinate Succinate , succinc acide accumulation
Pseudo-hypoxie Pseudohypoxia
Hypermethylation
ADN ou histones DNA or histone Methylation
Succinate deshydrogenase Succinate deshydrogénase
Synonymes electron transport complex I1
succinic dehydrogenase
succinate coenzyme q reductase
Outcoms= Hypothése Meécanisme de carcinogenése non génétique mais métabolique et
Résultats épigénétique
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Question 2

PICO explication Termes / MeSH
Population Salariés agricoles Agrecultural workers
Agriculteurs Farmers / growers / Farm workers
Exposition Occupational exposure
professionnelle
antifungal agents, fungicides (industrial), Carboxamide Benzamide
SDHI
SDHI, SDH inhibithors
Carboxin 5,6-dihydro-2-methyl-n-phenyl-1,4-oxathiin-3-carboxamide
(nom molécules)
Oxycarboxin 2,3-dihydro-6 methyl-5 phenylcarbamoyl-1,4-oxathin-
4, 4-dioxide
Benodanil 2-iodobenzanilide
Mepronil, Flutalonil
Boscalid 2-chloro-N-(4-chlorobiphenyl-2-yl)nicotinamide
Fenfuram
Fluopyram N-(2-(3-chloro-5-(trifluoromethyl)-2-pyridyl)ethyl)-
alpha,alpha,alpha-trifluoro-o-toluamide
Thifluzamide 2',6'-dibromo-2-methyl-4'-trifluoromethoxy-4-
trifluoromethyl-1,3-thiazole-5-carboxanilide
Isopyrazam 3-(difluoromethyl)-1-methyl-N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-
isopropyl-1,4-methanonaphthalen-5-yl)pyrazole-4-carboxamide
Furametpyr N-(1,3-dihydro-1,1,3-trimethylisobenzofuran-4-yl)5-
chloro-1,3-dimethylpyrazole-4-carboxamide
Penflufen
Sedaxane N-(2-(1,1'-bicyclopropyl)-2-ylphenyl)-3-(difluoromethyl)-1-
methyl-1H-pyrazole-4-carboxamide
Bixafen, Penthiopyrad, Fluxapyroxad
Isofetamid, Pydiflumetofen
Intervention Effets sur la santé Chronic protracted /acute
effects /Toxicity
Utilisation utilization / usage / purpose/ application/uptake/sells
Résultats Données existantes ou non sur ces problématiques

Annexe 3 : Equations de recherche

PUB Ql

MED ("succinate"OR"succinic acid"OR"SDH"OR"succinate dehydrogenase"OR"succinate coenzyme q

reductase"OR"electron transport complex I1I")AND ("histone methylation"OR"DNA
methylation"OR"epigenetic"OR"pseudohypoxia')
Fiters : Spices human, other animals / Language english, french

Q2

("SDHI"OR"succinate dehydrogenase inhibitors"OR"SDH
inhibitors"OR"isofetamid"OR"pydiflumetofen"OR"carboxin"OR"5,6-dihydro-2-methyl-n-phenyl- 1,4-oxathiin-3-
carboxamide"OR"oxycarboxine"OR"Plantvax"OR"2,3-dihydro-6 methyl-5 phenylcarbamoyl-1,4-oxathin-4,4-




dioxide"OR"Benodanil"OR"2-iodobenzanilide"OR"Mepronil"OR"Flutolanil"OR"Boscalid"OR"2-chloro-N-(4-
chlorobiphenyl-2-yl)nicotinamide" OR"Fenfuram"OR"Fluopyram"OR"N-(2-(3-chloro-5-(trifluoromethyl)-2-
pyridyl)ethyl)-alpha,alpha,alpha-trifluoro-o-toluamide"OR"Thifluzamide"OR"2',6'-dibromo-2-methyl-4'-
trifluoromethoxy-4-trifluoromethyl-1,3-thiazole-5-carboxanilide"OR"Isopyrazam"OR"3-(difluoromethyl)-1-
methyl-N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-isopropyl-1,4-methanonaphthalen-5-yl)pyrazole-4-
carboxamide"OR"Furamethpyr"OR"N-(1,3-dihydro-1,1,3-trimethylisobenzofuran-4-yl)5-chloro-1,3-
dimethylpyrazole-4-carboxamide"OR"Penflufen"OR"Sedaxane"OR"N-(2-(1,1'-bicyclopropyl)-2-ylphenyl)-3-
(difluoromethyl)-1-methyl-1H-pyrazole-4-
carboxamide"OR"Bixafen"OR"Penthiopyrad"OR"Fluxapyroxad"OR"Benzovindiflupyr")
AND ("occupational expos*"OR"human expos*"OR"farmer"OR"grower"OR"farm worker"OR "agr?cultural
worker")

Filter : human

idem AND("toxicity"OR "health effect"OR"acute expos*"OR"protracted expos*")

Science | Ql

direct ("succinate"OR"succinic acid"OR"succinate dehydrogenase"OR"SDH"OR "succinate coenzyme q
oxidoreductase"OR "electron transport complex II")AND("histone hypermethylation"OR"DNA
hypermethylation"OR"pseudohypoxia")NOT("plant™)

Q2
("Carboxin"OR"Mepronil"OR"Boscalid"OR"Fenfuram"OR"Fluopyram")AND("occupational"OR"human
toxicity"OR"occupztional exposure")

("Thifluzamid"OR"Penflufen"OR"Sedaxan"OR"Penthiopyrad"OR"Fluxapyroxad"OR"Isofetamid"OR"Pydiflumet
ofen")AND("occupational"OR"toxicity")

("Benodanil"OR"isopyrazam"OR"furametpyr"OR"Bixafen"OR"Pydiflumetofen" OR"Flutolanil"OR"Benzovindifl
upyr")AND("occupational" AND"human toxicity"OR"occupational exposure"

Cochra | Q1
ne ("succinate"OR"succinate dehydrogenase"OR"succinate coenzyme q reductase"OR"electron transport complex
II")AND("histone demethylation"OR"histone methylation"OR"pseudohypoxia")NOT("plant")

Q2

("SDHI"OR"succinate dehydrogenase inhibitors"OR"SDH
inhibitors"OR"isofetamid"OR"pydiflumetofen"OR"carboxin"OR"5,6-dihydro-2-methyl-n-phenyl-1,4-oxathiin-3-
carboxamide"OR"oxycarboxine"OR"Plantvax"OR"2,3-dihydro-6 methyl-5 phenylcarbamoyl-1,4-oxathin-4,4-
dioxide"OR"Benodanil"OR"2-iodobenzanilide"OR"Mepronil"OR"Flutolanil"OR"Boscalid"OR"2-chloro-N-(4-
chlorobiphenyl-2-yl)nicotinamide" OR"Fenfuram"OR"Fluopyram"OR"N-(2-(3-chloro-5-(trifluoromethyl)-2-
pyridyl)ethyl)-alpha,alpha,alpha-trifluoro-o-toluamide"OR"Thifluzamide"OR"2',6"-dibromo-2-methyl-4'-
trifluoromethoxy-4-trifluoromethyl-1,3-thiazole-5-carboxanilide"OR"Isopyrazam"OR"3-(difluoromethyl)-1-
methyl-N-(1,2,3,4-tetrahydro-9-isopropyl-1,4-methanonaphthalen-5-yl)pyrazole-4-
carboxamide"OR"Furamethpyr"OR"N-(1,3-dihydro-1,1,3-trimethylisobenzofuran-4-yl)S-chloro-1,3-
dimethylpyrazole-4-carboxamide"OR"Penflufen"OR"Sedaxane"OR"N-(2-(1,1'-bicyclopropyl)-2-ylphenyl)-3-
(difluoromethyl)- 1-methyl-1H-pyrazole-4-
carboxamide"OR"Bixafen"OR"Penthiopyrad"OR"Fluxapyroxad"OR"Benzovindiflupyr")

Annexe 4: Tableaux résumant les scores d’évaluation méthodologique des études incluses

Etude Deign Checklist score
Fuhrmann Experimentation in vitro SciRAP 37/50
Cervera Experimentation in vitro SciRAP 31/50
Xiao Experimentation in vitro SciRAP 39/50
Leukka Experimentation in vitro SciRAP 38/50
Wentzel Experimentation in vitro SciRAP 37/50
Guzzo Experimentation in vitro SciRAP 34/50
MacKenzie Experimentation in vitro SciRAP 35/50
Sciacovelli Experimentation in vitro SciRAP 35/50
MSA 1997-2007 Série de cas CARE checklist 12/30
MSA 2008-2011 Séfie de cas CARE checklist 14/30
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MSA 2012-2014 Série de cas CARE checklist 14/30
ANSES 2019 Rapport de paires/expert RIGHT checklist 32/35
Benzovindiflupyr | Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2015;13(3):4043

bixafen Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2012;10(11):2917

boscalid Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
Carboxine Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2010;8(10):1857

fluopyram Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2013;11(4):3052

flutolanil Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
fluxapyroxad Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
isofetamid Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
isopyrazam Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
Penthopyrad Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2013;11(2):3111

pydimetofen Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
Sedaxane Rapport de paires/expert RIGHT Checklist 28/35
EFSA Journal

2012;10(7):2823

Lesme Etude transversale STROBE 18/29

Annexe 5 : Exemple remplissage grille évaluation sciRap

SciRAP checklist
Category Items to bhe described laukka | Cervera | Xiao | Wentzel | Mac Guzzo | sciacovelli | fuhrmann,
Kenzie
Purpase Burpose and/or aim, of the study, % % x x x x x x
and aim
Endpoints, Endpgints included in the investigation. | x x % % %
Test Mame, ID and/or CAS-number. x x x x x x x x
compound Source, i.e. manufacturer and batch/lot | x x *® x *® *® x x
number.
Burity, including information on x
contaminants, isomers, etc.
Qther relevant information, e.g.
radiglabelled.
Stability and homegsneity of the ® ® x x x x x x
compound in the vehicle under the
conditions of use and storage.
stability, in the medium, i.e. sensitivity,
of the test campeond to hydrelysis
and/or photolysis.
solubility, x
Temperature for storage. * * * * * * *
Vehicle Type/sharacteristics. x x x x x x x x
Justification for ghoice of vehicle if x x % x % o E E
other than ethanal or DMSO.
Ethical Ethical reyiew permissions, licenses, Ed Ed ® x ® ® x x
statement and national or institutional guidelines,
as relevant.
Test system Type of system, e.g. cell line, primary, ® ® ® x ® x x x
cells, tissue, organ, embryo.
Species and strain (as relevant) of the x x % x % % x x
origin of the cells/tissue/argan.
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Annexe 6 : Mac Kenzie et al (2007)

Annexe 7 : Cervera et al (2009)
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Annexe 8 : Xiao et al (2012)

100



Annexe 9 : Sciavelli et al(2013)

Annexe 10 : Guzzo et al(2014)
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Annexe 11 : Laukka et al(2016)

Annexe 12 : Wentzel et al (2017)
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Annexe 13 : Fuhrmann et al(2019)

Annexe 14 : Evaluation méthodologique de cette these avec la grille PRISMA

Item Item Item Item Item Item
PRISMA | These | PRISMA | These | PRISMA | These | PRISMA | These | PRISMA | These | PRISMA | Thése
Item 1 X Item 6 X Item 11 | x Item 16 Item 21 | x Item 26 | x
Item 2 X Item 7 X Item 12 Item 17 | x Item 22 Item 27 | x
ltem3 | x Item8 | x Item 13 | x Item 18 | x Item 23 TOTAL | 20/27
Item 4 X Item 9 X Item 14 Item19 | x Item 24 | x Soit % 74%
Item 5 Item 10 | x Item 15 Item 20 | x Item 25 | x
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ABSTRACT

Occupational exposure to Succinate dehydrogenase inhibitors
(acute and chronic toxicity) : a systematic review

Introduction: SDHi fungicides used for treatment of multiples agriculturale corps, inhibit the universal
SDH enzyme well conserved in all living beings and responsible of mitochondriale respiratory. Non-
target organisms may be impacted like humans, and neuroendocrine tumors have already been
described with a genetic mecanismes of SDH inhibition. The aims of this study are first, to collect
datas about similar non-genetic mode of action thus epigenetic and metabolic resulting from SDH
inhibition in humans and animals and secondary investigate occupational exposure of SDHi, by
identifiing high risk tasks and human toxicity for acute and protracted exposure.

Method :We realised a systematic review using PRISMA method, the search took place during
February to April 2019 using the 3 mains data bases Pubmed, Science Direct and Cochrane Review,
also grey littérature was investigated for principal authorities MSA, EFSA, ANSES. 487 papers were
found, 25 were methodologicaly analysed in double lecture and included. 13 peer reviews, 3 case
series, 8 experimental in vitro studies, 1 cross-sectional study.

Results: The eight experimental in vitro studies on animal and human models found showed existence
of metabolic and epigenetic mecanismes of SDH decreasing activity (accumulation of succinate,
pseudo-hypoxia, histone/DNA hypermethylation, activation of chaperone TRAP1) and their similarity
with those genetic involved in tumorogenesis. Occupational exposure to SDHi despite their major use
in many agricultural crops is pourly documented. Only one metrology study was found, but could not
permit to know acuratly specific exposant tasks relative to SDHi use. French Phyt’attitude network
provided only four rapporting concerning SDHi between 1997-2018 two cases for Boscalid, one case
for Fluopyroxad and Flutolanil relative to acute accidentale occupational exposure caraterized by a
benign cutaneous, digestive and neurosensoriale symptomatology. No occupational disease were
described either.

Conclusion: This review is the first to show existence of similarities regarding genetic and non-genetic
modes of actions (metabolic and epigenetic) of SDHi in different animals and humans cells models.
The occupational exposure of SDHi and their human toxicity for acute and chronic exposure is
currently, poorly evaluated. It seems urgent to initiate an overall resaerch, in this contexte SOHO
project with EcoHealth concept provid a new approch based on interdisciplanrity and co-construction
knowledge regarding SDHi questionnings.

Key words: succinate dehydrogenase; SDHi; boscalid, occupational exposure, human toxicity,
pesticides
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CADET Marie 2019 TOU3 1610

Exposition professionnelle aux Inhibiteurs de la Succinate Déshydrogénase
(toxicité aigue et chronique) : une revue systématique de la littérature

Introduction : Des fongicides, les SDHi utilisés pour le traitement de nombreuses cultures agricoles,
inhibent la SDH, une enzyme universelle concervée chez toutes les espéces vivantes concourant a la
respiration cellulaire mitochondriale. Les objectifs de cette étude sont de rassembler les données
existantes sur premi¢rement les mécanismes d’action analogues non génétiques (métaboliques et
épigénétiques) résultant de 1’inhibition de la SDH et secondairement sur 1’exposition professionnelle
aigue/chronique aux SDHi concernant leur utilisation, les tiches exposantes et leur toxicité humaine.
Nous avons réalisé une revue systématique de la littérature selon la méthodologie PRISMA de Février
a Mars 2019 dans les 3 principales bases de données Pubmed, Sciences direct, Cochrane Review et
dans la littérature grise. 487 documents ont été retrouvés, 25 ont été inclus et évalués
méthodologiquement en double lecture.

Résultats : Les 8 études expérimentales in vitro retrouvées sur divers modeles cellulaires animaux et
humains montrent que les mécanismes métaboliques et épigénétiques de diminution de 1’activité de la
SDH (accumulation de succinate, pseudo-hypoxie, méthylation des histones/ADN, activation de
TRAP1) sont comparables aux mécanismes génétiques par mutations des sous-unités de la SDH
concourant chez ’homme au processus de cancérogenese. Concernant I’exposition professionnelle
aux SDHi, malgré leur utilisation trés répandue en agriculture, notamment en France, il existe
actuellement trés peu d’études épidémiologiques disponibles. Le réseau Phyt’attitude 1997-2018 n’a
recencé que 4 signalements imputables aux SDHi : 2 pour le Boscalid, 1 pour le Fluopyroxad et le
Flutolanil pour une exposition aigiie caractérisée par une symptomatologie bénigne cutanée, digestive
et neurosensorielle.

Conclusion : Cette revue systématique de la littérature a permis de montrer 1’existence de mécanismes
épigénétiques et métaboliques secondaires a 1’inhibition de la SDH pour plusieurs mod¢les animaux et
humains. La toxicité aigiie et chronique des SDHi dans le cadre d’une exposition professionnelle reste
actuellement peu documentée et a évaluer de manicre pluridisciplinaire.

TITRE EN ANGLAIS : Occupationnal exposure to Succinate dehydrogenase inhibitors (acute and
chronic toxicity) : a systematic review
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