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1. Préambule

Le présent rapport vise a synthétiser les travaux expérimentaux réalisés en 2020 au sein de I'unité in vitro et
in vivo d’écotoxicologie (renommée Ecotoxicologie des Substances et des Milieux) dans le cadre de
l'opération C « Dangers des perturbateurs endocriniens » du programme d’appui aux politiques publiques
DRC59 « Données et profils de dangers des substances chimiques » du Ministere de la Transition
Ecologique et Solidaire. Elle concerne plus spécifiquement les données obtenues dans le cadre de I'opération
C2 portant sur « I'évaluation des dangers perturbateurs endocriniens des substances chez le poisson ». C’est
dans le cadre de cette sous-opération que nous avons évalué les propriétés cestrogéno-mimétiques de
substituts du bisphenol A (BPA) pour lesquels il existe un déficit d’information pour statuer sur leurs
caracteres potentiellement perturbateurs endocriniens.

2. Contexte

Le bisphénol A [BPA, 2,2-bis (4-hydroxyphénol) propane] est I'un des produits chimiques d’origine industrielle
dont le volume de production est le plus élevé, en raison de sa large utilisation et de sa grande variété
d'applications (Michalowicz, 2014). De nombreuses études ont démontré que le BPA est un composé
perturbateur du systéme endocrinien, notamment en raison de sa capacité a lier et activer les récepteurs des
cestrogénes (ER), et a entrainer des effets néfastes sur la santé humaine (revue de Rochester, 2013) et la
faune sauvage (revue de Oehlmann et al., 2009). En conséquence, l'utilisation du BPA dans les matériaux
en contact avec les aliments a été restreinte ou interdite dans plusieurs pays. En 2017, 'union européenne
a reconnu le BPA comme un perturbateur endocrinien pour 'lhomme et I'environnement limitant ainsi son
importation et son utilisation sur le marché européen.

D'autres bisphénols, structurellement apparentés au BPA et destinés a le remplacer pour diverses
applications industrielles, ont fait leur apparition sur le marché et sont de plus en plus utilisés et détectés
chez ’'Homme et dans I'environnement (Chen et al., 2016). La question des effets potentiels des substituts
du BPA sur le systeme endocrinien est d'actualité et se pose dans les études sur la santé humaine et
environnementale. C’est également dans ce contexte que I'lneris a mis en place a la demande du Ministére
en charge de I'Environnement, un site internet dédié a la substitution des substances chimiques (dont les
bisphénols) afin d’apporter un appui aux acteurs économiques engagés dans une démarche de substitution
afin de promouvoir la diffusion et le partage d’informations (https://substitution.ineris.fr/fr).

Nos travaux précédents s’étaient focalisés sur quatre de ces substituts, le bisphénol S ou BPS (2,2-bis [4-
hydroxyphenol]sulfone), le bisphénol F ou BPF (2,2-bis [4-hydroxyphenollmethane), le bisphénol AF ou
BPAF (4,4'-(Hexafluoroisopropylidene)diphenol) et le bisphénol C ou BPC (4,4'-Isopropylidenedi-o-cresol) en
raison de leurs fortes utilisations dans diverses applications industrielles et de leurs occurrences
environnementales. Ces travaux avaient permis de démontrer I'activité cestrogéne mimétique de ces
analogues structuraux du BPA dans des modeéles biologiques in vitro et in vivo chez le poisson zébre (Le Fol
et al., 2017 ; Pinto et al., 2019).

3. Objectifs et démarche expérimentale

Dans la présente étude, I'objectif était de renseigner d’une part de la toxicité aigué et développementale d’un
ensemble de bisphénols et d’autre part de leurs activités oestrogéniques potentielles ainsi que de leurs
modes d’action a I'échelle cellulaire et des individus.

Dans cet optique, nous avons mis en place une stratégie originale combinant deux tests in vivo sur embryons
de poisson zebre qui ont été validés au niveau international (test FET et test EASZY) et un test in vitro sur
des hépatocytes de poisson zebre exprimant stablement les récepteurs des cestrogénes de poisson zébre
(lignée ZFL-zfERSs) afin d’évaluer les dangers d’'un ensemble de onze bisphénols. Cette stratégie repose
donc sur des tests qui visent a apporter des informations complémentaires sur les dangers des substances
tout informant des mécanismes d’actions des substances a I'échelle moléculaire, cellulaire et des embryons.
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3.1. Bisphénols sélectionnés

Dans cette étude, les onze molécules retenues comprenaient :

e Six bisphénols pour lesquels il existait un déficit d’'information relatif a leurs toxicités et leurs activités

oestrogéniques :

Chemical CAS no
Tetrachlorobisphenol A 79-95-8

Bisphenol C Chloride 14868-03-2
Bisphenol B 77-40-7
BPS-MAE 97042-18-7
BPS-MPE 63134-33-8
4-4'oxydiphenol 1965-09-9

e Cing hisphénols dont les activités oestrogéniques avaient été préalablement renseignées (Le Fol et

MW (g/mol)
366.07

281.3

242.312

290.33

340.4

202.206

al., 2017 ; Pinto et al., 2019).

Chemical CAS no
Bisphenol A 80-05-7
Bisphenol AF 1478-61-1
Bisphenol C 79-97-0
Bisphenol F 620-92-8
Bisphenol S 80-09-1

Structure

MW (g/mol) Structure

228.29

336.23

256.34

200.24

250.27

Origin
abcer

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Ark Pharm, Inc.

Santa Cruz
Biotechnology

tci europe n.v.

Origin
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Purity (%)
98

98

98

96

95

98

Purity (%)
99

99

97

98

98

Use
Industrial

Industrial

Industrial

Industrial

Industrial

Industrial

Use
Industrial

Industrial

Industrial

Industrial

Industrial
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3.2. Stratégie de tests in vivo et in vitro chez le poisson zebre
3.2.1. Tests in vivo sur embryon de poisson zébre
3.2.1.1. FET-raffiné

Dans un premier temps, chaque bisphénol a été testé en concentration-réponse dans le test FET
conformément a la ligne directrice de 'OCDE (OCDE 236) afin de déterminer les concentrations induisant
50 % de mortalité (CL50). Les embryons nouvellement fertilisés ont été exposés dans des microplaques
24 puits durant 96 heures avec un renouvellement quotidien des milieux d’essais et I'analyse de critéres de
mortalité a 8, 24, 48, 72 et 96 heures d’exposition. Des observations complémentaires de dix critéres
phénotypiques (e.g., malformations cardiaques, cedémes périvitellin, cedémes péricardiques, mouvements
spontanés, pigmentations, etc) ont été réalisées également quotidiennement afin d’évaluer les effets
développementaux des bisphénols et d’identifier des molécules potentiellement tératogénes.

L’originalité du test FET réalisé dans le cadre de cette étude résidait dans I'utilisation d’embryons de poissons
zébres transgéniques cypl19alb-GFP (qui sont également utilisé dans le test EASZY) ce qui nous a permis
de réaliser des observations complémentaires par imagerie en fluorescence et ainsi acquérir des
informations préliminaires sur le potentiel oestrogénique des substances.

3.2.1.2. Test EASZY

Dans un second temps, chaque molécule a été évaluée dans le test EASZY conformément a la ligne
directrice (ligne directrice en cours d’adoption) en exposant des embryons de poisson zébre transgéniques
cypl9alb-GFP nouvellement fertilisés durant 96 heures a des concentrations choisies sur la base des
résultats du test FET, i.e. des concentrations ne provoquant ni mortalité ni altération du développement. Les
milieux d’essais ont été renouvelé quotidiennement. La survie et I'éclosion des embryons ont également été
analysés chaque jour. En fin d’essai, le cerveau de chaque embryon a été imagé I'aide d’'un microscope a
épifluorescence de maniére non invasive afin de pouvoir quantifier I'intensité de fluorescence émise.

3.2.2. Tests in vitro

Enfin, les tests in vivo ont été complété par des tests in vitro sur lignée ZFL-zfERs. Il s’agit d’'une lignée
hépatiqgue de poisson zébre qui exprime de maniére stable un rapporteur luciférase sous le contrble
d’éléments de réponse aux cestrogenes (ERE) et les différents sous type des récepteurs des cestrogenes de
poisson zébre.Ce modéle permet d’apporter des informations mécanistiques supplémentaires sur les
interactions des molécules avec les récepteurs des cestrogénes de poisson zébre.

4. Les substituts du BPA présentent des toxicités variables et induisent des
effets développementaux variés

A lissu des tests FET, les données de CL50 obtenues montraient que les bisphénols présentaient des
toxicités aigués variables depuis des substituts trés toxiques (CL <1 mg/L) a des molécules non toxiques
(CL50 >100 mg/L). La figure 1 illustre la toxicité comparée des bisphénols chez les embryons de poisson
zebre.

Comparativement au BPA (CL50 = 13,8 mg/L), six substituts (TCBPA, BPAF, BPS-MPE, BPC CL, BPC,
BPB) présentaient des niveaux de toxicité plus importants, deux substituts présentaient des toxicités
comparables au BPA (BPS MAE, 4,4’ oxydiphenol) et deux autres substituts des niveaux de toxicité faible
(BPF, BPS).
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Figure 1. Concentrations induisant 50 % de mortalité (LC50) chez les embryons de poisson zébre cypl9alb-GFP
exposeés aux différents bisphénols dans le test FET

En outre, les observations de critéres phénotypiques associés au développement des embryons ont permis
de démontrer que les bisphénols étaient capables d’induire un ensemble d’anomalies du développement
dont certaines sont fréquemment observées quel que soit la molécule considérée (Figure 2). De maniéere
remarquable, la majorité des substituts se caractérisaient par une altération importante de la pigmentation,
qui se manifestait pour certains d’entre eux par une absence totale de pigment des embryons exposés
(Figure 2) qui pourrait refléter une perturbation de la voie de biosynthése de la mélanine (Cao et al., 2018;
Oh et al., 2018; Mu et al., 2020).

Control _~+|4-4'0DP P
3 dpf 3 dpf

Figure 2. Imagerie en lumiere transmise montrant les effets d’un substitut du BPA, le 4,4’ oxydiphenol (4-4’ODP), sur le
développement d’'un embryon de poisson zebre qui se manifeste par des malformations de la colonne vertébrale et une
altération de la pigmentation.

Ces effets développementaux s’opéraient a des intensités et des concentrations variables selon les substituts
étudiés. Le ratio entre les CL50 et les concentrations les plus faibles induisant ces effets phénotypiques nous
ont permis de dériver un indice de tératogénicité et d’identifier certains substituts du BPA comme
potentiellement tératogénes (i.e. BPC ClI, 4-4'ODP, BPS-MAE, BPF).

5. L'ensemble des substituts du BPA, a l'exception du TCBPA, sont
oestrogéniques chez les embryons de poisson zebre

En plus de fournir de nouvelles informations pertinentes sur la toxicité des bisphénols testés, I'utilisation
d'embryons transgéniques dans le test FET raffiné nous a permis d’acquérir des informations préliminaires
sur leur activité cestrogénique potentielle. Ainsi, les données d’'imagerie en fluorescence acquises en fin de
test FET révélaient que la majorité des bisphénols, a I'exception du TCBPA, était capable d’induire la GFP
sous le contrdle du promoteur du géne ER-régulé cypl9alb-GFP. Cette activité oestrogénique a été ensuite
investiguée plus en détail en effectuant des courbes concentration-réponses complétes dans le test EASZY.

6/10



Les expositions d'embryons de poisson zeébre au BPA et aux substituts du BPA conduisaient a des inductions
concentration-dépendantes de la GFP dans le cerveau des embryons au cours du développement. La figure 3
illustre par exemple l'effet du BPS MPE sur I'expression de la GFP chez les embryons transgéniques. Seul
le TCBPA ne présentait pas d’activité oestrogénique confirmant ainsi les données préliminaires issues du
test FET.

Différents profils d'induction ont été observés, certains composés induisant des réponses avec un niveau
d'induction maximal similaire a celui observé chez les embryons exposés au 17a-éthynylestradiol a 14,8 ng /
L (utilisé comme témoin positif) tandis que d'autres induisaient la GFP a des taux d’inductions plus faibles.

Test FET Test EASZY
BPS MPE BPS-MPE
20+ e——— o o r 100 25 r 100
Eclosion (%) | 80 20 Eclosion (%) ***-BD
154 —— Mortalité (%) Survie (%)

—— Malformations (%)

-
w
1

L 60 - 60

10_ sedekk

GFP fold induction
(above control)
(o) abejuaoiag
GFP fold induction

(above control)
(o) aBeiuaoiag

T 10 | a0
- 40 ol
54 5 *kkk 20
X k20 . g
— —
oL T 0
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Figure 3. Expression de la GFP (histogrammes) chez les embryons cyp19&B-GFP mesurée aprés 96 heures d’exposition
au BPS-MPE dans le test FET (courbe concentration-réponse partielle) et dans le test EASZY (courbe concentration-
réponse compléte). Les inductions concentration-dépendantes de la GFP témoignent de I'activité oestrogénique du
bisphénol. Les taux d’éclosion, de mortalité ou de survie sont indiqués par les courbes.

Sur la base des profils de réponses obtenues dans les tests EASZY, les concentrations induisant 50 % d’effet
(CE50) ont été dérivées pour chaque bisphénol, permettant ainsi de les classer en fonction de leur activité
oestrogénique dans le test depuis la molécule la plus active (BPC CI) a la molécule la moins active (BPS).
En se basant sur les CE50, il est remarquable de constater que sept des bisphénols actifs dans le test EASZY
présentaient une activité oestrogénique plus importante que le BPA.

Au bilan, les tests EASZY nous ont permis d’identifier dix molécules actives parmi les onze testées, de
renseigner pour la premiere fois I'activité oestrogénique in vivo de cing d’entre elles et enfin de démontrer
gue de nombreuses molécules substitutives sont plus actives que le BPA dans les modéles utilisés dans
cette étude.

6. L’activité oestrogenique des bisphénols implique une interaction directe ou
indirecte avec les récepteurs des cestrogénes

Pour aller plus loin dans la caractérisation des modes d’action des molécules, l'activité cestrogénique des
onze bisphénols a été évaluée in vitro dans une lignée cellulaire de poisson zébre (ZFL) exprimant de
maniére stable les récepteurs des cestrogénes de poisson zébre ERa ou ER[B2 et le géne de la luciférase
sous dépendance des éléments de réponses aux cestrogénes (ERE-LUC).

Les résultats obtenus montraient que I'ensemble des bisphénols était capable d’induire 'activité luciférase
en présence des différents sous-types des récepteurs ER de poisson zébre a I'exception notable de trois des
bisphénols testés, i.e. le TCBPA, le BPS-MAE et le BPA-MPE. Ainsi pour la majorité des bisphénols testés,
leurs capacités a agir comme des ligands agonistes des récepteurs ERs de poisson zebre étaient
démontrées a I'échelle cellulaire étayant ainsi leur propriété cestrogéno-mimétique et les effets observés in
vivo. De méme I'absence de transactivation des récepteurs ERs par le TCBPA confirmait I'absence d’activité
oestrogénique de cette molécule.

Par contre, des différences notables ont été observées entre les réponses obtenues dans la lignée cellulaire
et dans les embryons de poisson zébre pour le BPS-MAE et le BPS-MPE (Tableau 1).
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Tableau 1. Synthése des données sur I'activité oestrogénique des bisphénols dans les tests in vitro de transactivation
des récepteurs zfERa et zfERB2 et in vivo chez les embryons cyp19alb-GFP (test EASZY). Les cellules de couleur verte
témoignent de I'absence d’activité oestrogénique dans le test considéré ; les cellules en rouge indiquent une activité
oestrogénique. On notera une trés bonne concordance des données in vitro et in vivo & l'exception de deux bisphénols
pour lesquels les activités oestrogéniques ne sont révélées que dans le test in vivo.

Bisphénols Activation du zfERa  Activation du zfERB2 Activité

in vitro in vitro oestrogéniquein
vivo (EASZY)

TCBPA
BPAF
BPS-MPE

BPCCI
BPC
BPB
BPA

4-4’oxydiphenol
BPS-MAE
BPF
BPS

En effet, ces deux bisphénols n’induisaient aucune réponse significative dans les tests in vitro sur les cellules
ZFL alors qu’ils induisaient I'expression de la GFP chez les embryons dans le test EASZY. De telles
différences entre les réponses in vitro et in vivo ont déja été observées dans le cadre d’autres études
réalisées au laboratoire pour des molécules qualifiées de pro-oestrogéniques c’est-a-dire nécessitant d’étre
métabolisées avant d’induire une réponse oestrogénique. Ainsi, les réponses oestrogéniques spécifiquement
obtenues dans le test EASZY pour le BPS-MAE et le BPS-MPE reflétent trés probablement des différences
d’activation métabolique de ces deux substances dans les modeles in vitro et in vivo soulignant la nécessité
de considérer les réponses des organismes entiers pour informer de maniére fiable sur l'activité
endocrinienne des substances.

7. Bilan et Perspectives

Dans le cadre de cette étude, les effets toxiques, développementaux ainsi que les activités oestrogéniques
de onze bisphénols dont le BPA ont été investiguées a I'aide d’une stratégie de tests combinant des tests in
vivo chez les embryons de poissons zébres transgéniques cypl19alb-GFP (test FET et test EASZY) et des
tests in vitro sur la lignée hépatique ZFL-ZfERs.

Cette stratégie s’est avérée efficace pour 1) déterminer la toxicité des molécules 2) étudier leurs effets
développementaux 3) renseigner de leur activité oestrogénique in vivo et de leur mécanisme d’action vis-a-
vis de la signalisation oestrogénique dans un modéle de vertébré aquatique, le poisson zebre.

Cette stratégie nous a permis d’apporter des informations nouvelles et pertinentes sur les dangers d'un
ensemble de substituts du BPA en démontrant que parmi les substituts testés la majorité 1) sont plus toxiques
gue le BPA 2) induisent des effets développementaux marqués, sur la pigmentation en particulier et 3)
présentent des activités oestrogéniques plus importantes que le BPA dans les tests in vitro et in vivo utilisés
dans cette étude.

Bien que des données soient actuellement manquantes ou parcellaires sur les effets potentiels des substituts
testés sur la fonction de reproduction (e.g., nombre d’ceufs pondus par femelle), il est raisonnable de penser,
sur la base des informations obtenues dans cette étude, qu’ils puissent engendrer des altérations de la
fonction de la reproduction par suite de perturbations du systéeme endocrinien et ce a des niveaux
d’expositions inférieurs a ceux du BPA.

Cette étude démontrait également des effets précoces des bisphénols dans le cerveau au cours du
développement embryonnaire, comme réveélé par les inductions de I'expression du géne cyp19a1b, dont les
effets toxicologiques a court et a long terme doivent étre explorés plus avant via, par exemple, la mise en
place de tests comportementaux chez les poissons zébres.
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