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Objectifs de la présentation 

• Connaître le contexte français lié à l’usage des pesticides; 
 

• Connaître les études mise en œuvre en vue d’évaluer les 
expositions environnementales, incluant l’alimentation; 
 

• Mise à jour des données scientifiques sur les effets sanitaires 
liés à l’exposition aux pesticides; 
 

• Connaître les nouvelles données publiées sur l’intérêt 
potentiel des outils « omics » (spécifiquement la 
métabolomique) pour comprendre les relations exposition/ 
risque 
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Définition des pesticides 

• Pesticides = produits formulés par l’homme destinés à 
détruire ou repousser les espèces indésirables de plantes ou 
d’animaux causant des dommages sur les cultures ou utilisés 
comme régulateur de croissance, défoliant ou dessicant 
 

• Ils font l’objet de 4 réglementations européennes distinctes 
pour leur mise sur le marché  
– Règlements (CE) n° 1107/2009 pour les phytosanitaires et n°528/2012 pour 

les biocides 
– Directives 2004/27 et 2004/28 CE pour les antiparasitaires à usage humain et 

vétérinaire 
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Classifications des pesticides 

• Par usages : 
– Herbicides 
– Fongicides 
– Insecticides… 

 

• Par famille chimique (mode d’action) 
– Insecticides organophosphorés, pyréthrinoïdes 
– Fongicides morpholines, strobilurines 
– Herbicides chloroacétamides, thiocarbamates… 
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Les pesticides en France 

• La France est l’un des premiers utilisateurs 
mondiaux de pesticides : 

• 80 000 tonnes par an 
• 309 substances actives commercialisées en 

2012 
• 46% de fongicides, 33% d’herbicides et >5% 

d’insecticides 

Sources : INSERM, 2013, Expertise collective pesticides et santé ; Ministère de l’Agriculture, http://www.developpement-
durable.gouv.fr 5 



Les pesticides en France 

Source : Butault et al. L’utilisation des pesticides en France : état des lieux et perspectives de réduction, 2011. Ministère de 
l’agriculture. 

Répartition de la surface des exploitations par culture et de l’usage 
des pesticides (euros/ha) en France en 2006 (%) 
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Une préoccupation de santé publique 

• Effets sanitaires documentés en situation professionnelle : 
– Cancers (lymphome non Hodgkinien, myélome multiple…) 
– Maladies neurodégénératives 
– Troubles cognitifs (INSERM, 2013) 

 
• Femme enceinte et fœtus vulnérables 

 
• En population générale, prévalence de l’exposition mal 

connue mais potentiellement importante, quels effets? 
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Les récentes données sus les expositions 
françaises aux pesticides 

• Les travaux du groupe d’étude rattaché au comité d’orientation et de 
prospective scientifique de l’ORP* ont montré des lacunes dans les 
connaissances (usages, quantités, contaminations, expositions) 
 

• Les enquêtes « Alimentation Totale » (EAT) réalisées régulièrement par 
l’ANSES* donnent des informations mises à jour sur les estimations des 
expositions alimentaires 
 

• Le volet environnemental de l’enquête nationale nutrition santé (ENNS) 
réalisée par l’InVS* en 2006-2007 fait état d’une particularité française qui 
reste à étudier 

*ORP : Observatoire des résidus de pesticides, travaux relatifs à l’exposition de la population générale aux pesticides en 
France, 2010; ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire alimentation, environnement, travail; InVS : Institut de 
veille sanitaire, 2013 8 



EAT 2, ANSES, juin 2011 

• 283 substances actives recherchées dans 194 types 
d’aliments (≈ 20 000 denrées couvrant 90% de la 
consommation alimentaire) achetés entre 2007 et 2009  
146 000 analyses 

• 210 pesticides (74%) non détectés, 73 pesticides détectés 
 
 
 
 
 
 
 

• Estimation des expositions basées sur les données de 
consommation alimentaire française 
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Pesticides les plus fréquemment 
retrouvés 
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Source : ANSES, EAT2, 2011. 
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Etude de biosurveillance, InVS, 2007 

• Territoire métropolitain 
 

• Adultes et enfants > 3 ans représentatifs de la population 
française 
 

• Mesure des pesticides organochlorés, organophosphorés et 
pyréthrinoïdes sang/ urine 
 

• Permet de dresser un 1er état des lieux de l’imprégnation de la 
population française aux pesticides 
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La particularité française 

• Des concentrations élevées retrouvées dans les urines de la 
population française (par rapport aux études américaines, 
canadiennes ou allemandes) pour : 
 
– 2,4- et 2,5-dichlorophénols (métabolites de pesticides, usages plus 

anciens désodorisant ou anti-mites) 
 

– Dialkylphosphates (dérivés diméthylés et diéthylés), métabolites des 
pesticides organophosphorés 
 

– Tous les métabolites des pyréthrinoïdes (usages au domicile? 
agriculture? Expositions alimentaires ou environnementales locales?) 
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Exemple des pyréthrinoïdes 
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Source : InVS, 2013. 
http://www.invs.sante.fr/Publications-et-outils/Rapports-et-syntheses/Environnement-et-sante/2013/ 
Exposition-de-la-population-francaise-aux-substances-chimiques-de-l-environnement-Tome-2-Polychlorobiphenyles-PCB-NDL-Pesticides  

http://www.invs.sante.fr/Publications-et-outils/Rapports-et-syntheses/Environnement-et-sante/2013/


Les expositions françaises aux pesticides 

• Nombreuses données d’exposition alimentaire, mais 
exposition environnementale peu connue 
 

• Résultats de l’enquête ENNS interroge sur le rôle de ces 
expositions dans l’imprégnation de la population (cf. 
pyréthrinoïdes) 
 

• Lien entre proximité d’usage des pesticides et exposition 
largement évoqué dans la littérature 
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Les déterminants étudiés des expositions 
environnementales locales 

Vivre en milieu rural (organophosphorés, chloroacétamides) (Munoz-
Quezada et al. 2012, Chevrier et al. 2014)  

Distance au champ (60 à 1250 m) (organophosphorés, diméthylchlorthal, 
iprodione, phosmet, chloroacétamides, triazines) (Gunier et al. 2011, Bradman et al. 
2011, Chevrier et al. 2014) 

Surface dédiée à la culture dans la commune de résidence 
(fongicides) (Jamin et al. 2014) 
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Le cas de la région Bretagne 

• > 60% de la surface consacrée aux activités agricoles 
• La moitié concerne la culture de maïs et de céréales 
• 1400 t de pesticides utilisés en 2001 (71% herbicides, 

14% fongicides, 8% régulateurs de croissance, 7% 
insecticides) 
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Le cas de la région Bretagne 

Représentation géographique des surfaces agricoles en Bretagne 
en 2000 
Source : Recensement Agricole 2000; IGN BdCartho ; cartes réalisées par Tania Serrano-Chavez, INSERM U1085, 
décembre 2013 
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Le cas de la région Bretagne 

• 2001-2004 : nombreuses molécules utilisées, presque toutes 
les surfaces cultivées recevaient au moins 4 traitements ≠ 

Herbicides du maïs Isoproturon, bromoxynil, sulcotrione, 
diflufénicanil, ioxynil, nicosulfuron, 
phenmédiphame, clomazone, alachlore, 
acétochlore, prochloraz, S-métolachlore, 
glyphosate 

Fongicides du blé (sur 100% des parcelles) Epoxiconazole, krésoxym-méthyle, 
asoxystrobine, tébuconazole, procymidone, 
cyprodinil, fenpropimorphe 

Régulateurs de croissance du blé (48% des 
surfaces traitées) 

Chlorméquat, étéphon 

Insecticides du maïs Carbofuran, carbosulfan, benfuracarbe, 
imidaclopride 

Sources : CORPEP, enquêtes sur l’utilisation des produits phytosanitaires utilisés  
sur culture de blé, maïs et colza en 2001 et 2005; ACTA, index phytosanitaire 2004; Air Breizh, cadastre 
des émissions atmosphériques en Bretagne, 2003  20 



Le cas de la région Bretagne 

• Près de 90 % des usages sur grandes cultures 

Herbicides du maïs Isoproturon, bromoxynil, sulcotrione, 
diflufénicanil, ioxynil, nicosulfuron, 
phenmédiphame, clomazone, alachlore, 
acétochlore, prochloraz, S-métolachlore, 
glyphosate 

Fongicides du blé (sur 100% des parcelles) Epoxiconazole, krésoxym-méthyle, 
asoxystrobine, tébuconazole, procymidone, 
cyprodinil, fenpropimorphe 

Régulateurs de croissance du blé (48% des 
surfaces traitées) 

Chlorméquat, étéphon 

Insecticides du maïs Carbofuran, carbosulfan, benfuracarbe, 
imidaclopride 

Sources : CORPEP, enquêtes sur l’utilisation des produits phytosanitaires utilisés  
sur culture de blé, maïs et colza en 2001 et 2005; ACTA, index phytosanitaire 2004; Air Breizh, cadastre 
des émissions atmosphériques en Bretagne, 2003  21 



La cohorte PELAGIE 
(Dr. S. Cordier et C. Chevrier) 

• Perturbateurs Endocriniens : étude Longitudinale sur les 
Anomalies de la Grossesse, l’Infertilité et l’Enfance 

• Etude des conséquences à long terme des expositions prénatales 
et pendant l’enfance aux contaminants de l’environnement sur  la 
grossesse et le développement de l’enfant 

• Recrutement de 3421 femmes entre 2002 et 2006 avant 19 
semaines aménorrhée 

Questionnaires 
et recueil 
urinaire au 1er

trimestre

Données médicales 
à la naissance
(issues de 
grossesse et 
enfant)
Prélèvement de 
sang de cordon, 
placenta, cheveux

Questionnaires 
et recueil de 
paramètres de 
croissance à 2 
ans

6 ans 12 ans…
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Les études françaises fondées sur la cohorte 
PELAGIE : déterminants de l’exposition 

• Fréquence plus élevée d’alachlore et acétochlore dans les 
urines des femmes (n=579) vivant en milieu rural 

• Présence de métabolites d’atrazine associée à la proximité 
aux cultures de maïs, et corrélée à la consommation d’eau du 
robinet 

 

• Surexposition au fenpropimorphe et azoxystrobine 
(fongicides) chez les femmes (n=40) résidant dans des 
communes où la culture de céréales couvre >17% de la SAU 

Chevrier et al. 2014. Envi Int:63  

Jamin et al. 2014. Anal Bioanal Chem:406  
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Les études françaises fondées sur la cohorte 
PELAGIE : risques sanitaires suspectés 

• La présence d’atrazine (ou métabolites) dans les urines des 
femmes au 1er trimestre de la grossesse est associée à un 
risque d’avoir un enfant de petit poids ou de petit périmètre 
crânien à la naissance 

 

• Le risque d’avoir un enfant avec un petit périmètre crânien 
est plus élevé chez les femmes qui vivent dans des communes 
où pois et pommes de terre sont cultivés. Tendance observée 
également avec les cultures de céréales 

 

Chevrier et al. 2011. EHP: 119 

Petit et al. 2010. Environ Health: 9 
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Et ailleurs? 

• Les données de la littérature suggèrent également : 
– des retards de croissance fœtale (organophosphorés et triazines) 

– des anomalies congénitales (herbicides) 

– des altérations du développement neurologiques (organophosphorés 
et pyréthrinoïdes) (INSERM, 2013) 

 

• Mais difficultés d’établir des liens causaux : problématique 
des mélanges complexes et des faibles doses 
– Quelle mesure de l’exposition? 

– Comment mesurer? 

– Quels indicateurs utiliser? 
25 



Des outils novateurs pour améliorer les 
connaissances : les « omics » 

• La métabolomique, à l’instar de la génomique ou de la protéomique, est une 
technique d’analyse « haut-débit » mais qui s’intéresse aux métabolites 

• Elle identifie de manière non ciblée l’ensemble des métabolites dans un fluide, 
un tissu, une cellule de l’organisme : empreinte métabolique 

• Son intérêt réside dans l’utilisation directe de « matrices » humaines (sang, 
urine, salive…) 

Tous les composés chimiques produits ou 
intermédiaires issus du métabolisme cellulaire de 
l’organisme qui participent à la croissance, à 
l’homéostasie et au maintien de ses fonctions 

 

Oligopeptides, acides aminés, sucres, acides gras 
simples, acides biliaires, acides organiques, 
vitamines, polyphénols, alcaloïdes, minéraux, 
hormones… 26 
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Dose 
externe

Effet 
toxique

Dose 
interne

Dose à la 
cible

Évènements 
clés

Mécanismes 
d’action

Réponse 
cellulaire

Interactions

REPONSE CELLULAIRE

Métabolites

Présentateur
Commentaires de présentation
De façon conceptuelle, le type de signature biologique au niveau du métabolome peut être considérée comme reflétant de façon concomitante d’une part une exposition chimique (mesure des substances chimiques parentes ou de leurs produits directs de biotransformation / dégradation), et d’autre part l’effet biologique induit par cette exposition (mesure de biomarqueurs indirects dont le niveau d’expression est sur- ou sous-exprimé consécutivement à cette exposition). 
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L’identification de métabolites modifiés entre différents groupes 
d’individus et la recherche dans les bases de données sur le métabolisme 
humain permettent d’identifier des voies métaboliques modifiées / 
altérées 



Développement parallèle à celui des techniques d’analyse de pointe 
(spectroscopie RMN et de masse) et des outils statistiques de plus en plus 
perfectionnés (analyses multivariées) 

0

300

600

900

1200

1500

19
98

19
99

20
00

20
01

20
02

20
03

20
04

20
05

20
06

20
07

20
08

20
09

20
10

20
11

20
12

Evolution du nombre de publications indexées dans Pubmed 
comportant les termes « metabolomics » ou « metabonomics » 

Le développement de la métabolomique 
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La métabolomique à l’étude des pesticides 

• > 15 publications relatives aux effets des pesticides sur le métabolisme 
entre 2009 et 2014, basées sur l’expérimentation animale 

• Les études portent sur les expositions aux insecticides (organochlorés, 
organophosphorés, carbamates, pyréthrinoïdes et à quelques 
mélanges) 
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Pesticides Protocoles Principaux résultats Références 

Endosulfan (OC*) Souris – voie orale - 
périodes pré/ post-natale Stress oxydant hépatique Canlet et al. 

2013 

Propoxur (carbamate) Rats ♂ - voie orale - 28 j Stress oxydant, altération du métabolisme énergétique et 
lipidique (cétogénèse et β-oxydation) 

Liang et al. 
2012a,b 

Dichlorvos (OP*) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme des sucres et des 
acides gras 

Yang et al. 
2011, 2013 

Diméthoate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme des acides gras, des 
acides aminés, et du cycle du citrate 

Feng et al. 
2012 

Acéphate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Altération du métabolisme du glucose, des acides nucléiques et 
des protéines 

Hao et al. 
2012 

Phorate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme énergétique et des 
acides nucléiques 

X. Sun et al. 
2012 

Chlorpyrifos + carbaryl (OP/ 
CARB*) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique et des acides gras dans 

le foie 
Wang et al. 
2009, 2011 

Dichlorvos + deltaméthrine 
(OP/ PYR*) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique hépatique Wang et al. 

2013 

Propoxur + perméthrine (CARB/ 
PYR) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique (cycle du citrate, 

métabolisme du glucose, ↗ β-oxydation) 
Liang et al. 
2012c 

Perméthrine + deltaméthrine 
(PYR) Rats ♂– voie orale – 60 j Altération du métabolisme énergétique (↗ glycolyse anaérobie, 

β-oxydation et cétogénèse) 
Liang et al. 
2013 

Dichlorvos + diméthoate + 
acéphate + phorate (OP) 

Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, dommage à l’ADN, altération du métabolisme 
des lipides et du métabolisme énergétique 

Du et al. 
2013 

Endosulfan + atrazine + 
chlorpyrifos (OC/ OP/ triazine) 

Souris – voie orale - 
périodes pré/ post-natale 

Altérations du métabolisme des acides aminés et du glucose, 
des cycles du citrate et de l’urée 

Demur et 
al. 2013 

Mélange de 6 pesticides (OC/ 
OP/ dithiocarbamates) 

Souris – voie orale – 4 
sem 

Stress oxydant et altération du métabolisme du glucose au 
niveau hépatique 

Mehri et al. 
2010 

* OC: organochlorés; OP : organophosphorés; CARB : carbamates ; PYR : pyréthrinoïdes 
33 



Pesticides Protocoles Principaux résultats Références 

Endosulfan (OC*) Souris – voie orale - 
périodes pré/ post-natale Stress oxydant hépatique Canlet et al. 

2013 

Propoxur (carbamate) Rats ♂ - voie orale - 28 j Stress oxydant, altération du métabolisme énergétique et 
lipidique (cétogénèse et β-oxydation) 

Liang et al. 
2012a,b 

Dichlorvos (OP*) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme des sucres et des 
acides gras 

Yang et al. 
2011, 2013 

Diméthoate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme des acides gras, des 
acides aminés, et du cycle du citrate 

Feng et al. 
2012 

Acéphate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Altération du métabolisme du glucose, des acides nucléiques et 
des protéines 

Hao et al. 
2012 

Phorate (OP) Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, altération du métabolisme énergétique et des 
acides nucléiques 

X. Sun et al. 
2012 

Chlorpyrifos + carbaryl (OP/ 
CARB*) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique et des acides gras dans 

le foie 
Wang et al. 
2009, 2011 

Dichlorvos + deltaméthrine 
(OP/ PYR*) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique hépatique Wang et al. 

2013 

Propoxur + perméthrine 
(CARB/ PYR) Rats – voie orale – 90 j Altération du métabolisme énergétique (cycle du citrate, 

métabolisme du glucose, ↗ β-oxydation) 
Liang et al. 
2012c 

Perméthrine + deltaméthrine 
(PYR) Rats ♂– voie orale – 60 j Altération du métabolisme énergétique (↗ glycolyse anaérobie, 

β-oxydation et cétogénèse) 
Liang et al. 
2013 

Dichlorvos + diméthoate + 
acéphate + phorate (OP) 

Rats ♂ - voie orale - 24 
sem 

Stress oxydant, dommage à l’ADN, altération du métabolisme 
des lipides et du métabolisme énergétique 

Du et al. 
2013 

Endosulfan + atrazine + 
chlorpyrifos (OC/ OP/ triazine) 

Souris – voie orale - 
périodes pré/ post-natale 

Altérations du métabolisme des acides aminés et du glucose, 
des cycles du citrate et de l’urée 

Demur et 
al. 2013 

Mélange de 6 pesticides (OC/ 
OP/ dithiocarbamates) 

Souris – voie orale – 4 
sem 

Stress oxydant et altération du métabolisme du glucose au 
niveau hépatique 

Mehri et al. 
2010 

* OC: organochlorés; OP : organophosphorés; CARB : carbamates ; PYR : pyréthrinoïdes 

FAIBLES 
DOSES (≈DJA 
ou NOAEL) 
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Un projet fondé sur deux hypothèses 

META LE

• L’exposition à une substance toxique conduit à une 
modification du métabolome (Robertson, 2005, Tox Sci.) 
 

• Les expositions à des mélanges complexes de molécules, 
même à faible dose, peuvent conduire à des effets 
(Kortenkamp, 2010, Int J Andr) 
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Objectifs 

• Explorer l’influence des expositions aux pesticides sur les 
empreintes métaboliques de femmes enceintes et de leur 
enfant 
 

• Caractériser les métabolites discriminants pour suggérer des 
hypothèses mécanistiques sur le lien entre les modifications 
métaboliques retrouvées et les expositions de la population 
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Stratégie méthodologique 

? 

Interprétation 
biologique et 
hypothèses 

mécanistiques 

Constitution 
des groupes 
d’exposition 

? 

Choix de la 
population 
et recueil 

des 
échantillons 

? 

Analyse 
métabolomique 

Prise en 
compte des 
facteurs de 
confusion 
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Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.

http://idata.over-blog.com/3/18/53/18/images-2/cordon.gif


n=3421

• Pregnant women included between 2002 and 2006 in 
Brittany, France

n=3322
• Living singletons

n=1061

• Availability of samples (urine in early gestation & cord
blood at birth)

n=338

• Sample frozen in 2004

n=86

• Same gestational age for urine samples (11th week of 
pregnancy)

La population issue de la cohorte PELAGIE 
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1er tercile 0-17%               n=40 

2ème tercile >17 - <25%       n=20 

3ème tercile ≥ 25%                n=23 

3 groupes d’exposition en fonction de la part de cultures de 
céréales (% surface agricole utile) dans la commune de 

résidence des femmes  
n=86 – 3 outliers retirés après une ACP 

La constitution des groupes d’exposition 

• La proximité à des cultures agricoles / vivre en région rurale 
est un facteur de risque d’exposition aux pesticides (Shirangi et 
al, 2011, Brender et al, 2011, Gunier et al, 2011, EHP) 

• En Bretagne, les grandes cultures concernent surtout le maïs 
et les céréales 
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Total 
n (%) 

Groupe 1 
n (%) 

Groupe 2 
n (%) 

Groupe 3 
n (%) 

p-value 

Nombre de femmes 83 (100%) 40 (48.2%) 20 (24.1%) 23 (27.7%)   
Niveau d’éducation         0.68 
Ecole/ collège 12 (14.5%) 8 (22.0%) 2 (10.0%) 2 (8.7%)   
Baccalauréat 22 (26.5%) 9 (22.5%) 7 (35.0%) 6 (26.1%) 
Etudes secondaires 49 (59.0%) 23 (57.5%) 11 (55.0%) 15 (65.2%)   
Age – médiane 
[Q1;Q3] 

29.3 
[27,0 ; 32,6]  

31.5 
[26.9 ; 33.7] 

27.8 
[26.9 ; 31.8] 

29.1 
[27.3 ; 31.1] 

0.15 

IMC – médiane 
[Q1;Q3] 

21,4 
[22,0 ; 23,8]  

21.3 
[20.5 ; 24.7] 

21.0 
[19.7 ; 22.2] 

21.9 
[20.1 ; 28.3] 

0.30 

Parité         0.01 
1er enfant 29 (34.9%) 17 (42.5%) 9 (45.0%) 3 (13.0%)   
2ème enfant 36 (43.4%) 11 (27.5%) 9 (45.0%) 16 (69.6%)   
> 2 18 (21.7%) 12 (30.0%) 2 (10.0%) 4 (17.4%)   
Tabagisme         0.10 
Non ou ex-fumeuses 59 (71.1%) 30 (76.9%) 12 (60.0%) 17 (73.9%)   
Ayant arrêté en début de grossesse 13 (15.7%) 2 (5.1%) 5 (25.0%) 5 (21.7%)   
Fumeuse 10 (12.0%) 7 (18.0%) 3 (15.0%) 1 (4.4%)   
Données manquantes 1 1       

Consommation d’alcool         0.84 
Pas d’alcool 71 (85.5%) 34 (87.2%) 18 (90.0%) 19 (82.6%)   
Occasionnellement ou un verre/ jour 11 (13.3%) 5 (12.8%) 2 (10.0%) 4 (17.4%)   
D é  t  1 1       

Caractéristiques de la population (n=83) 
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L’analyse métabolomique 

Préparation 
des 

échantillons 

Ajout de D20, ± 
solution 
tampon, TSP 
Centrifugation 
Tubes RMN 

Spectroscopie 
RMN du 
proton 

Spectromètre 
600 MHz 
Suppression du 
signal de l’eau et 
des grosses 
molécules 

Pré-traitement 
des données 
et bucketing 

Phasage, calibrage, 
correction de la 
ligne de base 
Numérisation des 
spectres en région 
de 0.01 ppm 

Analyses 
mutlivariées 
(ACP, PLS-DA) 

Importation des données 
dans SIMCA et R 
Standardisation 
Méthodes de PLS-DA 
(réduction de la 
dimensionnalité) par 
calcul de variables 
latentes qui maximise la 
covariance entre les 
variables X et les groupes 
d’exposition 

Identification 
des métabolites 

Identification des 
variables les plus 
contributives dans la 
construction des 
variables latentes, 
Retour aux spectres, 
consultation de BDD 
Internet 
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Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Spectres RMN urine 

H3, H4
(7.80 ppm)

H7
(7.62 ppm)

H5, H6
(7.53 ppm)

H7

H3 H4

H5 H6

C

H1

H2

H1, H2
(3.97 ppm)
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Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Group 1 = 0-17% céréales - Group 2 = >17-25% céréales - Group 3 = >25% céréales 

Modèle de PLS-DA après filtration OSC et standardisation de Pareto 
• 4 composantes principales sur variables latentes. Les deux premières expliquent 

plus de 70% de la variance totale 
• R2CUM = 90,7% – Q2CUM = 0.53 

Modélisations PLS-DA 
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Présentateur
Commentaires de présentation
Nous avons utilisé un filtre selon la méthode OSC (Orthogonal Signal Filtering) est une méthode de filtrage des données qui permet de supprimer la variabilité (expérimentale, instrumentale, physiologique…) contenue dans les données spectrales (matrice X) et non corrélée (orthogonal) au facteur d’intérêt Y (ici, l’exposition). Initialement développée en spectroscopie proche infra-rouge, le filtrage OSC a été utilisé pour prétraiter des données spectrales issues de RMN du proton. Standardiser les données permet de donner le même poids à toutes les variables, quelle que soit leur variance. Trois types de standardisations sont effectuées : centrée-réduite (par défaut), unité (les valeurs sont divisées par l’écart-type) et pareto (les valeurs sont divisées par la racine carrée de l’écart-type).On voit sur cette figure que les 3 groupes sont discriminés par le modèle obtenu. L’axe 1 oppose les groupes moyennement et fortement exposés au groupe peu exposé. L’axe 2 oppose le groupe faiblement exposé au groupe fortement exposé.



Citrate 

Hippurate 
Lactate 

Glycine 

Threonine 

GPC 

Cereal_Group_PW11_OSC-PAR8.M1 (PLS-DA),PAR 
w*c[Comp.1]w*c[Comp.2] 
Colored accordinf to model terms Loading Plot w*c[1] vs w*c[2] 

Métabolites importants et statistiquement significativement différents entre 
les groupes (au moins 1 versus 2 et 3), Kruskal-Wallis, p<0.05 

Identifications des métabolites 
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Présentateur
Commentaires de présentation
Le loading plot est une carte factorielle représentant le poids des variables, c’est-à-dire la projection ou l’influence des variables sur les composantes. Plus il est loin de zéro, plus la variable a une forte influence sur la composante et peut donc être considérée comme importante.



Ajustement sur les facteurs de confusion 

Métabolites 
Groupes 

d’exposition 
n OR ajustés* (95%CI) p-value  

Glycine 
1 37 Ref   
2 20 1.32 (1.12 ; 1.57) 0.001 
3 23 1.30 (1.10 ; 1.53) 0.002 

Thréonine 
1 37 Ref    
2 20 1.60 (1.01 ; 2.54) 0.04 
3 23 2.06 (1.26 ; 3.35) 0.004 

Lactate 
1 37 Ref   
2 20 1.42 (1.12 ; 1.81) 0.004 
3 23 1.54 (1.21 ; 1.98) 0.0006 

Glycéro-
phosphocholine 

1 37 Ref   
2 20 1.26 (1.01 ; 1.56) 0.04 
3 23 1.37 (1.09 ; 1.72) 0.006 

Citrate 
1 37 Ref   
2 20 0.98 (0.96 ; 1.00) 0.06 
3 23 0.97 (0.95 ; 1.00 ) 0.03 

Hippurate 
1 37 Ref   
2 20 0.99 (0.98 ; 1.00) 0.23 
3 23 1.00 (0.99 ; 1.01) 0.51 

Association entre concentrations de métabolites urinaires et groupes d’exposition 

* Ajusté sur l’âge, la parité, l’IMC et le tabagisme 45 

Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Interprétation biologique 
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Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Conclusion 

• 1ère étude exploratoire étudiant le lien entre modifications 
métaboliques et expositions complexes aux pesticides chez 
la femme enceinte 
 

• Ces expositions pourraient induire un stress oxydant 
impliquant une perturbation du métabolisme énergétique 
 

• Ces résultats sont en accord avec les données toxicologiques 
de la littérature montrant, même à faible dose, la possibilité 
d’un stress oxydant et de la modification du métabolisme 
énergétique lors de l’exposition aux pesticides en mélange 
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Présentateur
Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Perspectives 

• Analyses (en cours) des profils métaboliques des sangs de 
cordon à la naissance  

• Discrimination possible en lien avec les groupes d’exposition 
initialement constitués (% cultures céréales dans la 
commune) 

Groupe peu exposé (<17% céréales) 

Groupe moyennement exposé (17-25%) 
Groupe plus exposé (>25%) 

Quels métabolites? 
Quelles hypothèses mécanistiques? 
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Commentaires de présentation
La RMN est une technique de spectroscopie basée sur la résonance des noyaux atomiques en présence d’un champ magnétique extérieur. En effet, lorsqu’ils sont soumis à un champ magnétique, les noyaux des atomes vont absorber l’énergie de ce champ puis la restituer lors d’une phase de relaxation. L’énergie mise en jeu lors de ce phénomène de résonance correspond à une fréquence très précise qui dépend à la fois du champ magnétique et de l’environnement chimique de l’atome (dans la molécule). La RMN du proton, que nous avons utilisée ici, est basée sur la résonance de l’atome d’hydrogène. Chaque proton ayant un environnement chimique différent aura une fréquence de transition propre. Les méthodes multivariées comme l’ACP ou la PLS sont adaptées à l’analyse des données de métabolomique pour lesquelles le nombre de variables est largement supérieur au nombre d’observations (on compte en RMN entre 750 et 10 000 variables) et des colinéarités existent entre les variables. Nous avons choisi la régression PLS-DA (Partial Least Squares – Discriminant Analysis) qui est largement utilisée pour modéliser les observations en fonction de groupes d’exposition.Il s’agit d’une méthode de réduction de la dimensionnalité où un petit nombre de variables latentes (combinaisons linéaires des variables initiales) sont calculées selon un critère d’optimisation. Les variables latentes sont construites en maximisant la covariance entre les variables X et la variable Y à expliquer (le groupe d’exposition). Elles sont ensuite utilisées comme variables explicatives dans un modèle de régression linéaire, dont la variable réponse est le groupe d’exposition. La qualité du modèle construit est évaluée à l’aide du R² et du Q². Le R2 quantifie la part de variation de la variable « groupes » expliquée par le modèle et le Q² mesure la capacité prédictive du modèle.La régression polytomique est une régression logistique adaptée à la modélisation d’une variable dichotomique à plusieurs modalités. Elle est souvent utilisée en épidémiologie environnementale.



Perspectives 

• Association d’une démarche toxicologique pour conforter ces premières 
observations  (hypothèses sur le stress oxydant) et mieux comprendre si 
lien avec des modifications métaboliques au niveau des organes chez la 
mère et l’enfant (foie, cerveau) 

• Recueillir des échantillons biologiques similaires à ceux disponibles chez 
l’homme + complémentaires 

• Se situer dans des conditions d’exposition proches de celles des femmes 
enceintes 

naissance 

Pesticides 
per os – GD5 

Recueil des 
urines  à la fin de 
l’organogénèse 

Recueil sang, foies , 
cerveaux (rates & 

foetus) 
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• Etendre l’étude d’exposomique (UHPLC - spectrométrie de masse haute 
résolution) réalisée sur 40 échantillons à l’ensemble de la population étudiée 
(n=338) en incluant plus de pesticides dans la liste initiale 

• Analyse non ciblée (ne dépend que de la liste initiale de pesticides établie) 
• Association d’une démarche de quantification ciblée (UHPLC-MS/MS) 
• Permettra de mieux connaître l’exposition des femmes enceintes à proximité des 

cultures, qui ne dépend pas que de la volatilité des substances 
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