53

Etudes chez les poissons

De trés nombreuses études ont été consacrées a la détection des PFC dans
I’environnement. Une revue générale récente est disponible (Suja et coll.,
2009). 11 est intéressant d’avoir une idée globale de la quantité de PFC
présents dans I'environnement aquatique de facon a relier les effets observés
sur les organismes modeles aux quantités détectées. Il faut cependant noter
que les organismes ot I'on détecte les PFC sont souvent bien différents de
ceux dans lesquels on étudie leurs effets. Cette différence dans I"échantillon-
nage taxonomique sera certainement a prendre en compte. Les PFC sont
présents dans les eaux de surface européennes a des concentrations de 1,371 a
32 ng/l (Loos et coll., 2009) et dans les océans a des concentrations de 8,6 a
73 pg/l (PFOS) et 52 a 439 pg/l (PFOA) (Yamashita et coll., 2008) ; on
s'attend donc A une contamination des organismes aquatiques. Dans I'étude
de Fernandez-Sanjuan et coll. (2010), des niveaux de 0,23 4 144 ng/g de poids
humide (gww) de PFOS et des niveaux de 0,14 2 4,3 ng/gww de PFOA ont été
détectés dans différentes especes de poissons téléostéens, de crustacés et de
larves d’insectes. Aucun des mollusques bivalves étudiés n’a montré de conta-
mination, ce qui est étonnant au regard du comportement filtreur de ces
animaux.

D’autres études confirment ces données. Ainsi, chez 'esturgeon (Acipenser
sinensis) d’élevage, des PFC ont été détectés a des niveaux de 35,1 ng/gww
(Peng et coll., 2010). Une accumulation a été notée dans le foie, ce qui est
intéressant au regard du mode d’action présumé de ces molécules, via PPARa.
Ces composés sont présents chez des especes de consommation courante
comme le thon qui pourtant vit en mer loin des zones polluées, ce qui en fait
un excellent indicateur de la pollution par ces molécules. Ainsi, Hart et coll.
(2008) ont détecté de facon quasi systématique le PFOS et I'acide perfluo-
roundécanoique (PFUnDA) dans le foie du thon skipjack (Katsuwonus pela-
mis) A des niveaux allant jusqu’a 58,9 ng/feww (PFOS) et 31,6 g/gww
(PFUnDA). Dans cette étude, le PFOA est beaucoup plus rarement trouvé
alors que dans d’autres études portant sur les organismes marins il est détecté a
de plus grandes quantités que le PFOS (Kannan et coll.,, 2002). Chez des
poissons de péche sportive (Micropterus dolomieu) de I’Etat de New York, des
niveaux de 315 ng/gww de PFOS ont été relevés (Sinclair et coll., 2006). Des
niveaux encore plus élevés ont été observés dans trois especes de poissons
téléostéens (poisson rouge, Carassius auratus ; carpe commune, Cyprinus car-
pio ; anguille, Anguilla anguilla) dans des rivieres de Belgique (Hoff et coll.,
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2005). Ainsi, dans le foie, le PFOS est présent de 250 a 9 031 ng/gww,

c’est-a-dire aux plus hauts niveaux détectés a ce jour.

Données de toxicité

Des approches de toxicité classiques ont été menées dans différentes especes.
Ainsi chez le medaka, Ji et coll. (2008) ont montré que le PFOS était environ
10 fois plus toxique que le PFOA et ont mis en évidence un effet de ces
molécules sur la génération F1 non exposée, de parents FO exposés. A des
concentrations de 2 mg/l, le PFOS induit des malformations d’embryons de
zebrafish (courbure de 1'épine dorsale, vessie natatoire non gonflée, batte-
ments cardiaques diminués, faibles mouvements) avec une dose létale LC50
de 2,2 mg/l (Shi et coll., 2008 ; Huang et coll., 2010). Des signes de mort
cellulaire ont été détectés a divers endroits dans 'embryon. Ces effets ont été
reliés 2 des inductions et répressions de divers génes importants au cours du
développement et ont été étudiés sous 'angle d’une perturbation de la signa-
lisation thyroidienne.

Etudes chez les males

Chez le medaka, l'effet de deux fluorotélomeres (6 :2 FTOH et 8 :2 FTOH) et
du NFDH sur la production de vitellogénine par les males a été étudié
(Ishibashi et coll., 2008). Cet effet est observé a des doses de 1 pg/M et a été
relié & une action de ces molécules via ERa. Les effets de PFOS et PFOA n’ont
pas été reportés dans cette étude. Cependant, dans un modele d’hépatocytes
de tilapia (Oreochromis niloticus) en culture, une induction de la vitellogénine
par PFOS et PFOA, mais aussi par 6 :2FTOH a bien été observée a des doses
de 102 30 uM (Liu et coll., 2007b). Ces effets sont bloqués par le tamoxifene,
ce qui suggere qu'ils sont médiés par les récepteurs des cestrogénes. D’autres
fluorotélomeres (4:2 FTOH et 8:2 FTOH) sont inactifs dans ce test. Le
6 :2FTOH est capable d’activer la production de la vitellogénine et I'expres-
sion de ERa chez des zebrafish males traités a des doses de 0,3 a 3 mg/l. Une
modification concomitante des hormones stéroidiennes (augmentation de
testostérone) et de I'expression de leurs enzymes de synthese (CYP17 aug-
mentée, CYP19 diminuée) a été observée (Liu et coll., 2009a). Des effets tres
similaires ont été décrits chez d’autres espéces comme le vairon (Ankley et
coll., 2005). Chez un modele de poisson ovovivipare, Xiphophorus helleri, une
induction de la vitellogénine a 2,5 mg/l de PFOS a été observée apres des
traitements de 3 2 4 semaines, mais cette induction a été précédée par une
baisse de la vitellogénine pendant les deux premiéres semaines de traitement
(Han et Fang, 2010). Cet effet sur la vitellogénine est notée également chez la
carpe apres traitement au PFOA (500 pg/l) mais pas au PFOS (Kim et coll.,
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2010). Chez un autre cypriniforme, le vairon rare (Gobiocypris rarus), une
augmentation de la vitellogénine et de 'expression de ERb a été rapportée
apres traitement au PFOA (3-10 mg/l) de males adultes (Wei et coll., 2007).
C’est la seule espece pour laquelle des signes d’ovotestis ont également été
observés, ce qui suggere clairement une activité cestrogénique.

Etudes chez les femelles

Une étude sur les effets chroniques de PFOS (10 a 250 ng/l) a montré une
diminution de la croissance de la gonade chez la femelle et une altération du
développement des embryons pondus par ces femelles traitées (Du et coll.,
2009). Un effet de 6 :2 FTOH sur I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique,
avec une diminution du rapport T/E2, a été observé chez des femelles de
zebrafish traitées a des doses de 0,3 a 3 mg/l (Liu et coll., 2009a). Des femelles
de porte-épée (Xiphophorus helleri) traitées au PFOS 2 2,5 mg/l montrent une
augmentation de 'index gonadosomatique et une létalité augmentée de leur
descendance (Han et Fang, 2010). Il a été montré chez le vairon (Pimephales
promelas), que PFOS produit des altérations histologiques des ovaires chez les
femelles traitées (Ankley et coll., 2005).

Effets métaboliques dans le foie

In vivo et in vitro les PFC, et notamment PFOS et PFOA, ont des effets
métaboliques sur le foie. Dans plusieurs especes (la truite Oncorhynchus
mykiss, le vairon Pimephales promelas ou des especes plus rarement testées
comme Catostomus commersoni, Notropis hudsonius ou Semotilus atromacula-
tus), un effet inducteur de P'activité de 'acyl-CoA oxydase a été montré, les
effets sur la vitellogénine étant moins largement observés (Oakes et coll.,
2005). Ces effets hépatiques ont été retrouvés dans des especes de consomma-
tion courante comme la plie (Pleuronectes platessa) ou le tacaud (Trisopterus
luscus) ot le PFOS induit une nécrose cellulaire associée a une augmentation
de deux aminotransférases (Hoff et coll., 2003a). Cet effet de PFOS a été
reproduit chez la carpe apres des traitements a 864 ng/g (Hoff et coll., 2003b).
Cependant, cette étude ne montre pas d’effet sur la prolifération des peroxy-
somes. Ceci a été confirmé chez la truite ott le PFOA induit pourtant une
carcinogenése hépatique a 50 mg/kg/j (Tilton et coll., 2008). Le lien entre la
prolifération des peroxysomes et I'activation de PPARa n’est pas encore trés
clair chez les poissons téléostéens. Une étude récente sur le medaka a montré
que le PFOA induisait une augmentation de I'activité de 'acyl-CoA oxydase
peroxysomale et de la catalase ainsi qu'une augmentation de ’expression de
PPARa (Yang, 2010). Des effets sur I'expression des cytokines inflammatoires
(IL6, IL1B, TNFa) ont également été observés.

581

ANALYSE



Reproduction et environnement

582

Au niveau cellulaire, les effets de PFOS et PFOA ont été étudiés sur un
modele d’hépatocytes primaire de tilapia (Liu et coll., 2007a et 2007b). Ces
études ont montré que ces composés entrainent un stress oxydatif et de
I’apoptose, avec une implication des caspases, a des concentrations de 5 a
30 mg/l ; aucun effet n’étant observé a 1 mg/l (Liu et coll., 2007a). Une
induction de vitellogénine a également été notée (Liu et coll., 2007b). Une
étude similaire, menée sur des hépatocytes isolés de saumon (Salmo salar), a
mis en évidence une induction par des concentrations de PFOS de 6 4 25 mg/l
de génes impliqués dans le stress cellulaire (HSP70, glutathion peroxydase)
mais aussi dans le métabolisme des xénobiotiques (CYP1A, CYP3A,
glutathion-S-transferase et UDP-glucuronosoyl-transférase). Une induction
des PPAR (a, B et y) et de 'acylCoA oxydase a également été mise en
évidence (Vatland et coll., 2008). Une forte induction hépatique de PPAR y
mais non « a été observée apres traitement de Gobiocypris rarus par des doses
de PFOA de 3 mg/l, une diminution aux plus fortes doses (30 mg/l) étant
rapportée (Liu et coll., 2009b). Toujours chez Gobiocypris, une régulation de
'expression des apolipoprotéines (diminution de ApoA1l, ApoA-1V, ApoCll,
ApoM et ApoCl ; augmentation de ApoE) a été observée a des doses de
PFOA de 10 mg/l. Contrairement a I’étude précédente, on note une augmen-
tation de 'expression de PPARa chez ces poissons a 10 mg/l et comme dans
I’étude précédente une augmentation forte de PPARY : PPARYy semble donc
étre une cible plus importante de PFOA dans le foie que PPARa chez cette
espece (Fang et coll., 2010). Des effets trés similaires ont été décrits apres des
traitements de mulets (Chelon labrosus) juvéniles par du PFOS a 0,46 ppm
(Bilbao et coll., 2010). Un lien avec le stress cellulaire et notamment la
production de radicaux libres (ROS) a également été mis en évidence chez
I’'embryon entier de zebrafish apres traitement au PFOS a des doses de 100 a
200 ug/l (Shi et Zhou, 2010). Parallelement, une étude de toxicité chronique
de PFOS (10 a 250 ug/l) de la méme équipe a montré toute une gamme
d’effets histologiques, notamment 'accumulation de gouttelettes lipidiques
pouvant &tre reliés a une hépatotoxicité (Du et coll., 2009). Une augmenta-
tion du rapport hépatosomatique et des anomalies histologiques ont été éga-
lement observées aprés un traitement par PFOS (2,5 mg/l) d'un poisson
ovovivipare Xiphophorus helleri (Han et Fang, 2010).

Approche génomique chez les poissons téléostéens

Différentes études de génomique décrivant les effets des PFC (PFOA et
PFOS) ont été publiées, que ce soit au niveau ARN (microarrays) ou protéines
(protéomique). Ces études ont été menées sur la truite arc-en-ciel, sur le
zebrafish, sur la carpe et sur le vairon rare, Gobiocypriis rarus, seule espece
pour laquelle a la fois des données de protéomique et de microarrays sont
disponibles.
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Chez la truite, les effets transcriptionnels de PFOA ont été étudiés aprés un
traitement a 50 mg/kg/j qui induit une carcinogenése hépatique (Tilton et
coll., 2008). Cette formation de tumeurs est indépendante de la prolifération
des peroxysomes car aucune activité liée a la B-oxydation peroxysomale ou a
la catalase n’a été observée dans la signature transcriptionnelle induite par
PFOA. A Topposé, le traitement par le PFOA, comme un traitement au
DHEA réalisé en parallele induit une signature trés comparable a celle obte-
nue par E2, ce qui suggere que c’est cette voie de signalisation qui est induite.
Dans cette méme étude, les génes induits par le clofibrate, un agoniste de
PPARa chez les mammiferes, sont fortement différents de ceux régulés par le
PFOA. Outre les vitellogénines, de nombreux génes impliqués dans la proli-
fération cellulaire, le transport des protéines, 'immunité et le métabolisme
sont régulés par le PFOA et par E2. Une étude assez similaire menée apres
exposition au PFOS (0,1, 0,5, 1 mg/l) chez la carpe a montré dans le foie la
régulation de génes impliqués dans le métabolisme énergétique, la reproduc-
tion et la réponse au stress. Cependant, aucune comparaison avec les effets
d’autres molécules (par ex. les cestrogénes) n’a été entreprise dans cette étude.

Chez le zebrafish, une étude de protéomique a suivi les effets induits par le
PFOS a 0,5 mg/l sur des embryons aprés 192 heures de traitement apres
fécondation (Shi et coll., 2009). Les résultats révelent que 69 protéines sont
différenciellement exprimées par rapport aux témoins et 18 protéines ont pu
étre identifiées. Ces protéines sont impliquées dans le métabolisme énergé-
tique, la détoxification, le transport des lipides et le métabolisme des stéroides.
Aucune comparaison avec les effets des cestrogénes ou d’agonistes des PPAR
n’a été réalisée.

Chez Gobiocypris rarus, trois études génomiques ont été réalisées (Wei et coll.,
2008a, 2008b, 2009) et toutes étudient les effets de PFOA au niveau hépa-
tique. Aprés un traitement 2 10 mg/l pendant 28 jours, la premiére étude
(Wei et coll., 2008a) différencie les signatures transcriptomiques observées
dans les deux sexes : respectivement 124 et 171 génes sont modulés par le
PFOA chez les males et les femelles et seuls 43 génes sont en commun. Ceci
suggere qu'il faudrait systématiquement distinguer les effets des PFC selon le
sexe. Comme dans les études précédentes, des classes de genes tres diverses,
impliquées dans le métabolisme et le transport des lipides, I'action des hor-
mones, la réponse immune et la fonction des mitochondries sont modulées
par le PFOA. Des genes de la biosynthése des acides gras sont inhibés alors
que ceux impliqués dans le trafic intracellulaire du cholestérol voient leur
expression augmentée. Les génes impliqués dans la f-oxydation des acides
gras ne sont altérés que chez les femelles. Parallelement, on observe une
inhibition de génes impliqués dans la synthése des hormones thyroidiennes
(déiodases de type II) et une induction de génes de réponse aux cestrogénes
(vitellogénine 3). Ces données montrent bien que le PFOA altere les équi-
libres hormonaux a de nombreux niveaux. L'étude de protéomique réalisée
par les mémes auteurs confirme largement les conclusions de ces travaux de
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transcriptomique (Wei et coll., 2008b). Une étude de transcriptomique sur
des hépatocytes en culture a comparé les effets de différents PFC parmi
lesquels le PFOS, le PFOA et le 8 :2 TFOH, les effets de différents mélanges
de composés ont également été étudiés (Wei et coll., 2009). De fagon intéres-
sante, ces composés régulent une série de génes identiques (11 augmentés, 7
inhibés) bien que le 8 :2 FTOH produise une signature assez différente de
celle des autres PFC. Parmi ces génes systématiquement retrouvés, on note
CYP3A, la thioredoxine interacting protein, et la L-FABP. Comme précédem-
ment, des génes impliqués dans le métabolisme et le transport des acides gras,
le métabolisme des xénobiotiques, la réponse immunitaire et le stress oxydatif
voient leur expression modifiée. Dans les mélanges, on observe souvent des
génes qui ne sont régulés par aucun des PFC utilisés seuls, ce qui suggere que
plusieurs molécules ensemble ont des actions spécifiques.

En conclusion, de nombreuses études confirment que les PFC (PFOS, PFOA)
sont détectés dans les eaux de surface européennes et dans les océans, ce qui
sous-tend une contamination des organismes aquatiques. Chez les poissons
males, les PFC induisent la production de vitellogénine, effet médié par les
récepteurs des cestrogénes. Des altérations histologiques des ovaires ont été
observées chez les femelles exposées.

Différentes études de génomique décrivant les effets des PFC (PFOA et
PFOS) ont été publiées. Des signatures transcriptomiques différentes sont
observées pour les deux sexes. Les genes modulés par le PFOA sont de classes
trés diverses (métabolisme et transport des lipides, action des hormones,
réponse immune et fonction des mitochondries). Leffet des mélanges sur les
génes est souvent différent de celui obtenu avec chacun des composants
isolés.
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