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Résumé

Le travail que nous avons abordé se situe dans le cadre général de I’étude de la préservation de
I’environnement et la sant¢ humaine. Pour cela nous nous sommes choisi de faire une étude
bibliographique des risques liés a 1’utilisation des fongicides SDHI et impact sur I’environnement et

la santé humaine.

Les Inhibiteurs de la Succinate DésHydrogénase (SDH) (SDHI) sont utilisés dans le monde entier
pour limiter la prolifération de moisissures sur les plantes et leurs produits. Toutefois, la SDH,
également appelé complexe Il de la chaine respiratoire, est un composant universel des mitochondries

qui sont présentes dans quasi tous les organismes vivants.

La SDH est restée particulierement conservée au cours de 1’évolution, et 1’on peut 1égitimement
s’interroger sur la spécificité des SDHI vis-a-vis des seules moisissures. Ici, nous établissons d’abord
que la SDH de I’homme, de I’abeille domestique, du ver de terre et des champignons sont toutes
sensibles aux huit SDHI testés, avec toutefois des valeurs d’IC50 variables, généralement de 1’ordre de
la micro-molaire. Nous avons ensuite observé que cing des SDHI, principalement de la derniere

génération, inhibent, outre la SDH, I'activité du complexe Il11 de la chaine respiratoire.

MOTS-CLES: fongicide, SDHI, mitochondries, signal, santé humaine, environnement
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Résumé

Abstract

The work we discussed is part of the overall study of environmental conservation and human he
alth. For this purpose, we have chosen to conduct a bibliographic study of the risks associated with t
he use of SDHI fungicides and the impact on the environment and human health.

Succinate Dés Hydrogenase (SDHI) Inhibitors are used worldwide to limit the proliferation
of mold on plants and their products. However, SDH, also known as the respiratory chain complex I

I, is a universal component of mitochondria that are present in almost all living organisms.

The SDH has been particularly conserved over the course of éﬂf:oiilv,rfiﬁt;x.ll and ﬁléi’é .i"s
legitimate reason to question the specificity of HDS with respect to mold a[one I-Ielré, We first establ
ish that the human, domestic, worm and fungus SDH are all sensitive. to the elght tcst’ed SDHIs, but
with variable IC50 values, usually in the order of the micromolar. We ther;c;‘t;éer;/ed that five of the
THDS, mostly of the latest generation, inhibited, in addition to HDS, the activity of the respiratory c

hain complex III.

KEYWORDS: fungicide, SDHI, mitochondria, signal, human health, environment
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Introduction

Les humains ont utilisé des pesticides depuis 500 ans avant J.C. en quantité considérables en
agriculture intensive pour protéger leurs cultures. Les deux guerres mondiales ont marqué un tournant
décisif pour I’industrie agrochimique moderne (KHADDAM- BENADJAL, 2012).

Les produits phytosanitaires sont des substances chimiques destinées a détruire ou combattre les
organismes nuisibles ou végétaux. L usage des produits phytosanitaires est en augmentation continue,
notamment dans les pays en voie de développement a cause de I’accroissement des populations.

Ces pesticides posent un Vvéritable probleme de santé publique, et pas seulement pour les
utilisateurs qui sont les plus exposés, mais aussi pour le consommateur. En effet, ces substances
organiques présentant méme a des faibles quantités, pendant des périodes longues peuvent poser de
nombreux problémes sanitaires. Des études épidémiologiques montrent que les pesticides peuvent
développer de nombreux maladies tel que : le cancer, les malformations congénitales, les problemes
d’infertilité et les problémes neurologiques avec plus de fréquence chez les gens directement exposeés.

Face a cette situation, une seule solution : mieux évaluer les pesticides pour interdire a priori tous
ceux qui présentent un potentiel toxique pour I’homme avéré ou méme suspecté et surtout diminuer
considérablement ’usage des pesticides en changeant d’urgence le type d’agriculture pratiquée dans
notre pays.

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 I'INSERM, du CNRS, de I'INRA et de I’Université
Paris Descartes issus de disciplines différentes, biochimie, biologie moléculaire, médecine, toxicologie
lancent une alerte dans la tribune publiée par Libération 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
I’utilisation des pesticides fut chargé d’évaluer la pertinence de I’alerte.

En Janvier 2019 I’ANSES rendit son avis sur la question (SDHI) en concluant « a ’absence
d’éléments en faveur de I’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 1’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 écosystemes le tout

requérant des etudes complémentaires (Marie CADET,2019).



Chapitre 01
Les pesticides




1. Définitions des pesticides

Le terme "pesticides"” est une appellation générique couvrant toutes les substances (molécules) ou
produits (formulations) qui éliminent les organismes nuisibles, qu'ils soient utilisés dans le secteur
agricole ou dans d'autres applications. La substance ou le microorganisme qui détruit ou empéche les
organismes nuisibles de s’installer sur les végétaux, parties de végétaux ou produits végétaux est
dénommée substance active (anciennement dénommeée matiére active), a laquelle sont associés dans la
préparation un certain nombre de «formulant» (mouillants, solvants, anti-mousses, ...) qui la rendent

utilisable par 1’agriculteur (ACTA, 2005)

Les produits phytosanitaires, étymologiquement dédiés a la santé des plantes, comprennent par
extension les produits utilisés pour lutter contre les ennemis des cultures. Autrement dit, ils englobent
les pesticides, substances utilisées pour lutter contre des organismes nuisibles. Dérivé du latin pestis
(fléau) et caedere (tuer), ils visent plusieurs cibles d’ou dérivent leurs noms : insecticides, rodenticides
(contre les petits rongeurs), herbicides ou désherbants, fongicides, acaricides, nématicides (contre les

vers), molluscicides (contre les limaces).

Ces produits, de synthese pour la plupart, sont tres hétérogenes sur le plan chimique et ont une
toxicité trés variable. On dénombre plus d’un millier de molécules différentes, aux caractéristiques
physico-chimiques trés diverses, classées en fonction de leur structure chimique : organophosphorés,
carbamates...etc.  Ces produits sont présents chez la majorité de la population en faibles quantités
(LEVEAU, 2016).

Ces produits ont pour but de :

- protéger les végétaux ou les produits végétaux contre les organismes nuisibles ou a prévenir leur
action, pour autant que ces substances ou préparations ne soient pas autrement définies ci-apres ;

-Exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas de

substances nutritives ;



- Assurer la conservation des végétaux, pour autant que ces substances ou produits ne fassent pas
I’objet de dispositions particulieres ;

- Détruire les végétaux indésirables ou les parties végétales ;

- Freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux, par une action chimique ou biologique
(AISSAOUI, 2012).

La Food and Agriculture Organization (FAO) définit ainsi les pesticides (Organisation des Nations
Unies pour 1’alimentation et I’agriculture) : « toute substance ou association de substances qui est
destinée a repousser, détruire ou combattre les ravageurs, y compris les vecteurs de maladies humaines
ou animales, les especes indésirables de plantes ou d'animaux causant des dommages ou se montrant
autrement nuisibles durant la production, la transformation, le stockage, le transport ou la
commercialisation des denrées alimentaires, des produits agricoles, du bois et des produits ligneux, des

aliments pour animaux, ou qui peut étre administrée aux animaux pour combattre les insectes, les

arachnides et autres endo ou ecto-parasites (Dorothée BATSCH., 2011).

I.2- Utilité de I’utilisation des pesticides

D’aprés Cooper et Dobson (2007), le bénéfice le plus considérable de I’introduction des pesticides
est le gain tres important sur les rendements dans les exploitations agricoles qui ont fait appel a ces
substances. Pour les agriculteurs, 1’utilisation de ces produits est un gain de temps et d’argent non
négligeable, et aussi économique, par exemple : 1’utilisation d’un herbicide permet de désherber en
quelque heure d’application, ce que I’homme mettrait plusieurs jours a faire mécaniquement. Damalas
(2009), a également ajouté des avantages esthétiques, les consommateurs privilégiant les fruits et
Iégumes sans défauts.

Au niveau de la santé humaine, les insecticides sont des outils tres importants de la lutte contre certains

vecteurs de maladies comme le paludisme (Gueddou A & Nedjaa Kh, 2017)



1.3-Consommation de produits phytopharmaceutiques

1.3.1- Chiffres clés sur la consommation

En 2008, les ventes de PPP en France atteignent la somme de 2,079 milliards d’euros, Soit
1’équivalent de 78 600 tonnes de matiéres actives, placant la France au rang de 4°™ consommateur
mondial derriére les Etats-Unis, le Brésil et le Japon (Figure 1), et de 1°" consommateur européen de
PPP (Figure 2). Cependant, par sa consommation rapportée au nombre d'hectares cultivés (hors prairies

permanentes), la France occupe le 3eme rang européen avec 5,4 kg/ha/an (UIPP, 2010).

par regon ou mande

Amerigue du Nord
7930

20,3%

Europe
11 480

par catégorie de produit

Fongicides
9726

Insecticides
9 411

Figure 1 : Estimation de la consommation mondiale de PPP pour I’année 2009 par région du monde

et par catégorie de produits (Consommation totale : 37860 millions de dollars). (UIPP, 2010).



1.3.2-Catégorie d’usage des pesticides

La plupart des pesticides peuvent étre regroupés selon la cible qu’ils visent. Il est a noter que le

suffixe —cide signifie « tuer ».

Tableau 1 : Catégorie d’usage des pesticides

Catégorie d’usage

Acaricide

Avicide

Fongicide

Herbicide

Insecticide

Molluscicide

Nématicide

Phytocide

Piscicide

Rodenticide

Cibles visées

Acariens

Oiseaux

Champignons
microscopiques causant
des maladies des plantes

Végétaux herbacés

Insectes

Mollusques terrestres

Nématodes causant des
maladies des plantes

Especes végeétales
herbacees et ligneuses

Poissons

Rongeurs

Exemples de cibles

Phytopte de 1’érable
Tétranyque a deux points

Pigeon

Diplocarpon rosae causant la tache noire du
rosier

Pucciniastrum epilobii causant la rouille des
aiguilles du sapin

Venturia inaequalis causant la tavelure du
pommier

Chénopode
Chiendent
Herbe a la puce
Plantain

Blatte
Doryphore de la pomme de terre
Punaise velue

Tordeuse des bourgeons de I’épinette

Escargot
Limace

Meloidogyne hapla causant la nodosité des
racines chez la carotte

Arbre a grand déploiement
Meunier noir

Rat
Souris



D’autres pesticides comportent le suffixe —cide, soit les ovicides, les larvicides ou les adulticides, qui
controlent respectivement 1’ceuf, la larve ou 1’adulte d’un insecte. De plus, certains pesticides ont un
nom se terminant par le suffixe —fuge signifiant « faire fuir », comme c¢’est le cas pour les insectifuges

qui sont des répulsifs a insectes et les avifuges qui éloignent les oiseaux

Il existe d’autres catégories d’usage énumérées ci-dessous :

o médicament topique destiné aux animaux;
e peinture a émondage;

e peinture antisalissure;

e phéromone;

e préservateur du bois;

o régulateur de croissance des plantes;

o répulsif pour animaux.

1.4-Caractéristique générale des fongicides

Les fongicides agricoles permettent de combattre les champignons phtyopathogénes susceptibles
de provoquer des dégats sur les plantes cultivées et les récoltes. Les pertes potentielles provoquées par
les maladies fongiques sont estimées entre 10 et 30%. En dehors des effets quantitatifs, il existe des
champignons pouvant affecter les qualités des productions végétales comme la présence de
mycotoxines toxiques pour I’homme, ou des altérations organoleptiques comme la présence de Botrytis

cinerea sur le raisin (Dorothée BATSCH., 2011).



Chapitre 02
Classification des fongicides




2.1-Classification des fongicides par mode d’action

Pour fonctionner, toute cellule animale ou végétale a besoin :

- d’énergie, grace au processus respiratoire fournissant de I’ATP.

- d’échanges avec le milieu extracellulaire : la perméabilit¢ membranaire permet de réguler les
entrées et sorties d’eau et de substances nutritives a travers la membrane cellulaire.

- de se diviser : le phénomeéne de division cellulaire (mitose et méiose) permet la croissance et la
reproduction de 1’organisme (Dorothée BATSCH., 2011).

Toute atteinte a 1’'un de ces trois phénoménes vitaux va donc provoquer des perturbations dans la
cellule, se traduisant par I’arrét provisoire du fonctionnement de la cellule fongique (produit
fongistatique) ou bien par la mort du champignon (produit fongicide). Ainsi il existe des fongicides
affectant le processus respiratoire, des fongicides affectant la biosynthese de chitine, des mélanines,
des stérols, des acides nucléiques, et enfin des fongicides agissant sur les microtubules. (Dorothée
BATSCH., 2011).

2.1.1- Fongicides affectant le processus respiratoire

Ces fongicides agissent sur différentes étapes du catabolisme oxydatif de molécules organiques
(glucides, lipides), processus servant a genérer de 1’énergie pour la cellule sous forme d’ATP (Figure
10). De nombreuses molécules affectent en particulier la chaine respiratoire mitochondriale, constituée
d’une série de transporteurs d’électrons. Ces molécules sont capables d’inhiber la germination des
spores des champignons, de bloquer 1’¢longation du filament mycélien, et aussi d’immobiliser les
zoospores des oomycetes (groupe comprenant les mildious).

Il existe des fongicides a effets multiples, dits multisites ; ceux-ci peuvent étre minéraux ou de synthése.
A T’inverse d’autres fongicides n’agissent que sur une cible, ce sont des fongicides unisites. (Dorothée

BATSCH., 2011).
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Figure 02 : Cible des fongicides affectant les processus respiratoires.( REGNAULTROGER C.

et al, 2005).

-Fongicides multisites :
» Fongicides minéraux

Les fongicides multisites ont la capacité d’interagir avec de nombreux constituants cellulaires, en
particuliers avec ceux possédant des groupements thiols ou —SH. Cet effet implique un blocage de la
consommation d’oxygene, du catabolisme des substances de réserve des spores (lipides, sucres) et de
la production d’énergie.

Parmi les fongicides multisites minéraux, le cuivre se complexe avec les groupements thiols des
enzymes respiratoires du cycle de Krebbs ainsi que sur les complexes 11 et 111 de la chaine respiratoire,

empéchant la production d’ATP (par exemple la coenzyme A déshydrogénase).



Le souffre a une action un peu différente, il pénetre dans les cellules fongiques, est réduit en
dihydrogene sulfuré H2S qui est un poison respiratoire mortel pour la cellule fongique. (Dorothée
BATSCH., 2011).

» Fongicides de synthese
Ces fongicides regroupent les familles suivantes :
- les dithiocarbamates ; ceux-ci interagissent avec les enzymes respiratoires métalliques, il y a chélation
entre le fongicide et le métal de 1’enzyme respiratoire, formant des complexes de grande taille.
- les sulfénides ont un groupe thiophosgéne qui intéragit avec le groupement thiol des enzymes
respiratoires.
- les quinones et les hydroxyquinones affectent également les processus respiratoires des cellules
fongiques mais ont un mode d’action moins bien connu.

D’une maniére générale, les fongicides multisites inhibent la germination des spores, corrélée avec
I’inhibition de la respiration, due au blocage d’enzymes ou coenzymes a groupement thiols. Ils sont
faiblement toxiques pour I’homme du fait de leur interaction avec le glutathion, qui conduit a leur
dégradation.

-Fongicides unisites :
» Inhibiteurs du complexe Il mitochondrial :
Les crotonalinides (plus généralement les carboxamides) agissent sur la coenzyme Q réductase, qui est
un des composant de la succinase déshydrogénase, enzyme du le complexe Il de la chaine respiratoire
mitochondriale. (Dorothée BATSCH., 2011).
» Inhibiteurs du complexe 111 mitochondrial :

Le complexe Ill ou cytochrome bcl assure au sein de la chaine respiratoire mitochondriale le
transfert des électrons du coenzyme Q au cytochrome c. Il comporte une dizaine de protéines dont le
cytochrome b, qui posséde deux sites de fixation pour le coenzyme Q : I’un situé sur la face interne de

la membrane mitochondriale (Qi), et I’autre sur la face externe (Qo). Suivant que les inhibiteurs du



complexe 111 mitochondrial se fixe sur le site interne ou externe, ils sont appelés respectivement Qil ou

Qol.- 25 - Dans le groupe des Qol sont classés les familles des strobilurines, imidazolinones, et

oxazolidinediones. Les strobilurines sont des molécules de synthese inspirées de la strobilurine A,
substance naturelle produite par un champignon forestier, Strobilurus tenacellus. Ces molécules ont
fortement été utilisees, et de nombreuses résistances se sont développées face a elles. Dans le groupe
des Qil se trouvent une cyanoimidazole, la cyasofamide. Aucune résistance n’a été décelée contre le

produit. (Dorothée BATSCH., 2011).

> Fongicides affectant la biodisponibilité de PATP :

Le silthiofam empéche le transfert de I’ATP des mitochondries vers le cytoplasme, mais a une action
limitée a une seule souche fongique responsable du piétin-échaudage du blé.

Les agents découplant affectent la phosphorylation oxydative de la chaine respiratoire en
perméabilisant les membranes mitochondriales aux protons. On trouve le fluazinam et le
meptyldinocap. Le fluanizam est faiblement toxique pour les vertébrés, du fait de sa rapide

détoxification par le glutathion.

2.1.2-Fongicides affectant les biosyntheses

- Fongicides affectant la constitution des parois

» Inhibiteurs de la biosynthése de la chitine :
La famille des organophosphorés inhibent la chitine synthase présente chez les végétaux, mais agissent
également comme insecticides car cette méme hormone est présente chez les insectes.

» Inhibiteurs de la biosynthese de mélanines :
Les mélanines sont des pigments noirs polyphenoliques synthétisés par de nombreux organismes dont
les champignons. Certains champignons, avec un défaut de mélanisation, ne sont plus capables de
produire d’hyphes permettant d’infecter les cellules épidermiques des plantes hotes. Ces fongicides ont

donc une activité anti-penétrante. (Dorothée BATSCH., 2011).



- Fongicides affectant la constitution des membranes
» Inhibiteurs de la biosynthese de stérols :

Les stérols sont des composés essentiels des membranes cellulaires, dont ils régulent la fluidité. Les
inhibiteurs de la biosynthése de stérols (IBS) agissent a plusieurs niveaux :
- les inhibiteurs de la demethylase (DMI) (famille des imidazoles, pyridines, pyrimidines et triazoles)
inhibent la C 14 déméthylase.
- les amines (morpholines et pipéridines) inhibent la C 8-7 isomérase, et/ou C 14 réductase.
- les hydroxyanilides inhibent la C 4 déméthylase.
L’élongation du filament mycélien ne peut pas se poursuivre, le champignon ne peut pas croitre.
- Fongicides affectant la synthese des acides nucléiques
Dans cette catégorie se trouvent des fongicides inhibant la biosynthése d’ARN, soit par inhibition de
I’ARN polymérase 1 (phénylamides) soit par inhibition de 1’adénosine désaminase |
(hydroxypyrimidines). Il existe également des produits bloquant la synthese d’ADN (isoxazoles).
- Fongicides affectant la biosynthése d’acides aminés

Le cyprodinil, le mépanipyrim et le pyriméthanil sont trois anilinopyrimidines efficaces
notamment contre la pourriture grise et la tavelure des arbres fruitiers. Ces produits inhiberaient la
biosynthese de la méthionine. (Dorothée BATSCH., 2011).
- Fongicides affectant la biosynthése de glucides

Les dicarboximides, le fludioxonil et le toclofos-méthyl (hétérocycles azotés) perturberaient
I’osmorégulation, en entrainant une accumulation cytoplasmique de polyols (inositol, glycérol,
mannitol). La cible serait une protéine kinase impliquée dans I’osmorégulation. Les hyphes des
champignons atteints subissent des altérations physiologiques du type ramification, renflement,

éclatement. (Dorothée BATSCH., 2011).



2.1.3-Fongicides agissant sur les microtubules

Les familles des benzamides, phénylcarbamates et benzimidazoles se fixent sur la Rtubuline,
empéchant la polymérisation de I’a avec la 8 tubuline. Les phénylurées agissent également sur les
microtubules, mais la cible est inconnue.

Chez les champignons, les substances interférant avec la formation et le fonctionnement des
microtubules entrainent un arrét de 1’élongation des hyphes et induisent d’importantes déformations.
En conclusion, les fongicides constituent un moyen efficace de lutte contre les maladies majeures des
plantes cultivées. Cependant pour que ces produits puissent étre encore utilisés, ils ne doivent pas
présenter d’effets néfastes pour le manipulateur, le consommateur, et I’environnement. Du fait de leur
interaction avec des cibles présentes aussi chez I’homme et les mammiferes, certains produits, trop
toxiques, on été retirés du marché. Les nouvelles substances développées tendent donc a étre sélectifs
de cibles propres aux champignons, afin d’en limiter la toxicité.

Toutefois des phénomeénes de résistance sont apparus ces derniéres années, liés a 1’utilisation accrue
de certains fongicides (notamment les strobilurines), rendant désuete leur utilisation. (Dorothée

BATSCH., 2011).

2.2-les fongicides SDHI

La famille des SDHI (inhibiteurs de la succinate déshydrogénase) ou carboxamides a été découverte
ilyaplusde 12 ans. Son premier emploi fut la protection des semences, puis celle du riz et des cultures
spécialisées. Depuis 2006, elle est utilisée contre les pathogénes des céréales.

A ce jour en Algérie, Il y a deux substances fongicides de la famille des SDHI (Boscalid,
Fluopyram). 1l s’agit du boscalid qui, associé a la pyrachlostrobine, compose le produit commercial
Bellis®.

Et un autre produit a basse du boscalid, associé a la krésoxim-methyl .compose le produit
commerciale Collis®.

Ce produit vise 1’oidium du pommier ainsi que les maladies de conservation.



La spécificité de cette famille est son mode d’action qui est différent de celui des autres familles
chimiques uni-sites. Cette caractéristique est une force dans la stratégie de lutte contre la tavelure mais
également un point faible. En effet, la cible de ces fongicides a base de carboxamides est la chaine
respiratoire des cellules de I’agent pathogene. Ils agissent sur la succinate déshydrogénase en I’inhibant
ce qui entraine une diminution de la production d’énergie et de métabolites indispensables au
fonctionnement cellulaire. Ainsi le mycelium arréte son développement. Ce mode d’action uni-site est
propre aux SDHI, ce qui risque fortement d’entrainer I’apparition de résistance a plus ou moins long
terme s’il est fréquemment employé (AC, 2011).

Les trois substances actives issues de la famille des SDHI testées par le CEFEL ne font pas 1’objet
d’homologation en France (Marie-Neige HEBRARD, 2013).

La société Bayer a présenté lors de la conférence internationale sur les maladies des plantes, en
décembre 2012 a Tour, sa nouvelle substance SDHI, le fluopyram. Ce fongicide est homologué en
Suisse sur la tavelure des fruitiers a pépins et également sur d’autres maladies des cultures 1égumiéres

et fruitiére ainsi que ornementale (Marie-Neige HEBRARD, 2013)

En Algérie, Il y a deux produits de la famille des SDHI, 1l s’agit du Fluopyram qui, sur le nom
commercial vellum prime (Nématicides) et un autre produit a basse du Fluopyram, associé a la

tébuconazole compose le produit commerciale Luna expérience.
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Figure. 3 Structure moléculaire des SDHI. Les parties jaunes et bleues de chaque molécule rappellent

la structure de la carboxine, premier des SDHI (en haut). Les lignes pointillées rouges soulignent le fragment méthyl-
pyrazol présent dans les différents SDHI de génération récente qui inhibent également le complexe Il de la chaine
respiratoire. Boscalid (DJA: 0,04 mg/kg/j) introduit en 2003 aux Etats-Unis par BASF, fluopyram (DJA: 0,012 mg/kg/j)
en 2010 aux Etats-Unis par Bayer, flutolanil (0,09 mg/kg/j) dans 1981 aux Etats-Unis par Nichino America, penflufen
(DJA: 0,04 mg/kg/j) en 2012 aux Etats-Unis par Bayer, isopyrazam (DJA: 0,03 mg/kg/j) en 2010 en Angleterre par
Syngenta, penthiopyrad (DJA: 0.1 mg/kg/j) en 2011 aux Etats-Unis par Dupont-Fontelis, fluxapyroxad (DJA: 0,02 mg/kg/j)
en 2011 en France par BASF, et bixafen (DJA: 0,02 mg/kg/j) en 2011 en Angleterre par Bayer. DJA; Dose Journaliére

Acceptable, conformément & la réglementation européenne. (Plos one 2019)



Chapitre 03
Les effets des pesticides et les
substances SDHI.




3.1-Liste des substances SDHI et des usages autorisés

D’aprés le FRAC, 18 substances actives évaluées en Europe, appartiennent a la famille des SDHI. I
s’agit d’une famille assez récente, la plupart des substances actives (hors boscalid, carboxine et
flutolanil) ayant été approuvées aprées 2013. Douze de ces substances sont actuellement approuveées en
Europe. Quatre substances SDHI ne sont plus approuvées en Europe depuis 2002 : benodanil, fenfuram,
mepronil, oxycarboxin. Le furametpyr et le thiflumazide ne sont pas référencés dans la base européenne
de la Commission européenne sur les SA autorisées pour une utilisation en tant que produit

phytopharmaceutique (PPP) (Anses, 2019).

Tableau 2: Liste des substances actives SDHI approuvées en (Anses, 2019).

Liste SDHI Date de la derniere | pote  de |2 17"
(source : FRAC) Principaux types d’usages de approbationde la | . (oo von dun PPP
SA. contenant la SA
benzovindiflupyr Traitement des parties aériennes : céréales 03/2016 11/2016
bixafen Traitement des parties aériennes : céréales 10/2013 08/2011
boscalid Traitement des parties aériennes : céréales, vigne, | 08/2008 06/2005
arboriculture, cruciféres oléagineux, tournesol,
Iégumes
carboxine Traitement de semences 06/2011 12/1968
fluopyram Traitement des parties aériennes : céréales, | 02/2014 10/2013
arboriculture, cultures légumiéres, oléagineux,
banane
flutolanil Traitement de semences : pomme de terre 09/2009 06/1992
fluxapyroxad Traitement de semences et des parties aériennes : | 01/2013 10/2011
céréales, arboriculture, légumes
isofetamid Traitement de semences et des parties aériennes : | 09/2016 08/2018
vigne, arboriculture, fraise, cruciféres oléagineux
isopyrazam Traitement parties aériennes ornementales 04/2013 12/2017
penthiopyrad Traitement des parties aériennes : céréales et | 05/2014 11/2014
tomates
sedaxane Traitement de semences : céréales et mais 02/2014 07/2011




3.2--Données de vente, d’utilisation et de vigilance concernant les SDHI

3.2.1- Données de vente et d’utilisation

f . . .. 20

La banque nationale des ventes des produits phytopharmaceutiques par les distributeurs (BNVD )

ainsi que les enquétes Pratiques culturales du Ministére en charge de I’agriculture permettent de
collecter des données de vente et d’utilisation.

Le boscalid est la substance de la famille des SDHI la plus vendue. Elle se situe aujourd’hui au 49"

rang des ventes de substances entrant dans la composition des PPP, avec un tonnage annuel vendu de

pres de 250 tonnes chez les professionnels en 2016. Ce tonnage est toutefois en diminution puisqu’il
était de 600 tonnes par an en 2009 (229me rang de vente).

En termes de pratiques culturales, le boscalid est appliqué au moins une fois sur prés 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). A noter que pour le blé tendre et ’orge,
pres de 30% des surfaces étaient traitées au moins une fois au boscalid en 2011 contre environ 10%
lors de I’enquéte de 2014. A I’inverse, 11% des vignes étaient traitées au moins une fois au boscalid

en 2011 contre 22% en 2014. (Anses, 2019)
Les tonnages de vente de la carboxine et du flutolanil sont plus faibles et, comme pour le boscalid, en
diminution :

* carboxine : 43,2 tonnes (121eme rang) contre 76,4 tonnes en 2012

« flutolanil : 4,6 tonnes (218éme rang) contre 13,1 tonnes en 2009.

Pour ces substances, il n’est pas observé de surfaces traitées dans les enquétes pratiques culturales. Ce
résultat s’explique par le fait que ces enquétes n’étudient pas le recours aux traitements de semences

qui sont les principaux usages autorisés pour ces substances.

Pour les substances plus récemment autorisées (a partir de 2013), les ventes sont en augmentation, sans

toutefois atteindre celles du boscalid. Par ordre décroissant de vente, on observe ainsi :



« fluxapyroxad : 145 tonnes en 2016 (69eme rang) contre 113 tonnes en 2013, associé a 38% des
surfaces en blé tendre traitées au moins une fois en 2014 et 24% des surfaces en orge la méme

annee. (Anses, 2019)

bixafen : 90 tonnes en 2016 (86érne rang) contre 82 tonnes en 2013, associé a 38% des surfaces en

orge traitées au moins une fois en 2014 et 22% des surfaces en blé tendre la méme année.
* fluopyram : 60 tonnes en 2016 ( 106éme rang) contre 10 tonnes en 2014
* sedaxane : 20 tonnes en 2016 (154éme rang) contre 13 tonnes en 2013
* benzovindiflupyr : 656 kg en 2016 (281éme rang) contre 0 en 2015

« penthiopyrad : 432 kg en 2016 (291°™ rang) contre 0,4 kg en 2015,

Pour ces quatre derniéres substances, il n’est pas observé de surfaces traitées dans les enquétes
pratiques culturales. Les données les plus récentes disponibles de ces enquétes sur les grandes cultures

datent de 2014. (Anses, 2019)
3.2.2- Donneées de phytopharmacovigilance

Les données discutées ci-aprés sont issues de la phytopharmacovigilance. La méthodologie
employée pour collecter ces données est disponible dans la notice explicative des fiches de synthése

des données de surveillance et de vigilance par substance active (Anses, Novembre 2017) .

3.3.2.1- Denrées alimentaires destinées a la consommation humaine

Les données concernent la France et les trois dernieres années les plus récentes disponibles, de 2013 a

2016.

Pour le boscalid : cette substance est recherchée dans prés de 5000 analyses réalisées tous les ans sur
des denrées preélevees a la distribution. Les taux de quantifications sont compris entre 4,4 et 8,7% selon
les années. De 110 a 150 types de denrées alimentaires sont analysés. Il n’est pas observé de

dépassement des LMR. (Anses, 2019)



Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 1200 et
2700 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 69 a 77 types de denrées alimentaires. S’agissant
de denrées directement a la production, les taux de quantification sont plus élevés (entre 9,2% et 12,7%)

sans entrainer de dépassement de LMR au cours des derniéres années.

Dans ’EAT?2, 611 analyses de boscalid ont été réalisées, avec un taux de quantification de 3,1% sans
dépassement de LMR. Dans I’EATi, 305 analyses ont été réalisées, avec un taux de quantification de

1,6% sans dépassement de LMR. (Anses, 2019)

Pour le flutolanil : cette substance est recherchée dans pres de 5000 analyses réalisees tous les ans sur
des denrées préleveées a la distribution. Les taux de quantifications sont de 0,02%. De 109 a 139 types
de denrées alimentaires sont analysés. Il n’est pas observé de dépassement des LMR (sauf pour une

carotte en 2015).

Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 1200 et
2600 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 65 a 70 types de denrées alimentaires. Les taux
de quantification sont inférieurs a 0,7% sans entrainer de dépassement de LMR au cours des derniéres

années.

Dans I’EAT2, 313 analyses de flutolanil ont été réalisées, sans quantification observée. Dans

I’EATI, 296 analyses ont été réalisées, sans quantification observée.

Pour la carboxine : cette substance est recherchée dans 2200 a 4500 analyses réalisées tous les ans sur
des denrées préleveées a la distribution, sans quantification. De 109 a 119 types de denrées alimentaires

sont analysés.

Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 800
et 1400 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 50 a 61 types de denrées alimentaires. Une

seule quantification est observée sans entrainer de dépassement de LMR au cours des derniéres années.

Dans I’EAT2, 211 analyses de carboxine ont été réalisées, sans quantification observée. Dans I’EATI,

135 analyses ont été réalisées, sans quantification observée. (Anses, 2019)



Les autres substances ne sont pas recherchées dans ’EAT2 et ’EATi compte tenu d’approbation
plus récente (bixafen, fluxapyroxad, fluopyram, sedaxane, penthipyrad, benzovindiflupyr). Elles le
sont a des degrés variables, dans les programmes de surveillance et de contrdle : Pour le boscalid : cette
substance est recherchée dans prés de 5000 analyses réalisées tous les ans sur des denrées prélevees a
la distribution. Les taux de quantifications sont compris entre 4,4 et 8,7% selon les années. De 110 a

150 types de denrées alimentaires sont analysés. Il n’est pas observé de dépassement des LMR.

Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 1200 et
2700 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 69 a 77 types de denrées alimentaires. S’agissant
de denrées directement a la production, les taux de quantification sont plus élevés (entre 9,2% et 12,7%)

sans entrainer de dépassement de LMR au cours des derniéeres années.
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Dans ’EAT2, 611 analyses de boscalid ont été réalisées, avec un taux de quantification de 3,1% sans
dépassement de LMR. Dans I’EATi, 305 analyses ont été réalisées, avec un taux de quantification de

1,6% sans dépassement de LMR.

Pour le flutolanil : cette substance est recherchée dans prés de 5000 analyses réalisées tous les ans
sur des denrées prélevées a la distribution. Les taux de quantifications sont de 0,02%. De 109 a 139
types de denrées alimentaires sont analysés. Il n’est pas observé de dépassement des LMR (sauf pour

une carotte en 2015).

Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 1200 et
2600 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 65 a 70 types de denrées alimentaires. Les taux
de quantification sont inférieurs a 0,7% sans entrainer de dépassement de LMR au cours des dernieres

années.

Dans I’EAT2, 313 analyses de flutolanil ont été réalisées, sans quantification observée. Dans

I’EAT], 296 analyses ont été réalisées, sans quantification observée.



Pour la carboxine : cette substance est recherchée dans 2200 a 4500 analyses réalisées tous les ans sur
des denrées prélevées a la distribution, sans quantification. De 109 a 119 types de denrées alimentaires

sont analysés. (Anses, 2019)

Cette substance est également analysée sur des denrées directement a la production avec entre 800
et 1400 analyses réalisées tous les ans, correspondant a 50 a 61 types de denrées alimentaires. Une

seule quantification est observée sans entrainer de dépassement de LMR au cours des derniéres années.

Dans I’EAT2, 211 analyses de carboxine ont été réalisées, sans quantification observée. Dans I’EATI,

135 analyses ont été réalisées, sans quantification observée.

Les autres substances ne sont pas recherchées dans I’EAT2 et I’EATi compte tenu d’approbation
plus récente (bixafen, fluxapyroxad, fluopyram, sedaxane, penthipyrad, benzovindiflupyr). Elles le

sont a des degrés variables, dans les programmes de surveillance et de controle : (Anses, 2018)

- le bixafen et le fluopyram sont recherchés a la distribution (entre 2200 et 4800 analyses par an)
et a la production (entre 400 et 1800 analyses par an) avec un taux de quantification inférieur a

2,5%. Un dépassement de LMR sur kiwi a été observé pour le fluopyram.

- le fluxapyroxad est recherché dans les denrées a la distribution (entre 2200 et 4500 analyses par

an) et a la production (300 a 960 analyses par an), sans quantification.

- le penthiopyrad et le benzovindiflupyr sont recherchés uniquement dans les denrées a la

production et en 2016 (respectivement 551 et 187 analyses par an), sans quantification.

- le sedaxane n’est pas recherché dans les données 2013-2016 disponibles.



3.3.2.2- Eaux de surface

S’agissant de la présence des substances de la famille des SDHI dans les eaux de surface, le boscalid
se démarque des autres substances. Pour la métropole, le boscalid est recherche sur 52% a 62% des
points de mesures du reseau de surveillance, soit 11 000 a 16 000 analyses par an. Les taux de
quantification varient de 11% a 18% sans dépassement de la PNEC. Un facteur de plus de 600 est
observé entre la PNEC aquatique et les moyennes de contamination les plus élevées observees.

flutalonil et la carboxine sont également recherchés dans les eaux de surface sur 29% a 67% des
points de mesure, soit 8 000 a 15 000 résultats analytiques par an, avec des taux de quantification
faibles, inférieurs a 0,2% et sans dépassement de la PNEC. Des facteurs de plus de 600 et 1200 sont
observés entre la PNEC et les moyennes de contamination les plus élevées, respectivement pour la

carboxine et le flutolanil. (Anses, 2014).
I n’y a pas de données disponibles dans les DROM pour ces substances.

Le fluxapyroxad et le bixafen sont trés peu recherchés (moins de 2% des points de mesure du réseau
de surveillance correspondant au plus a 300 analyses par an), avec une seule quantification pour le
fluxapyroxad en 2015, sans dépassement de la PNEC. Ces substances sont associées & des PNEC

inférieures a celle du boscalid d’un facteur respectivement 4 pour le fluxapyroxad et 27 pour le bixafen.

Pour le fluopyram, le sedaxane, le penthiopyrad et le benzovindiflupyr, il n’y a pas de données de

surveillance dans les eaux de surface. (Anses, 2014).

3.3.2.3-Eaux destinées a la consommation humaine et eaux souterraines
Les non-conformités sont analysées au regard du dépassement du seuil de qualité réglementaire de
0,1 pg.L en vigueur dans les eaux destinées a la consommation humaine.

Dans les eaux destinées a la consommation humaine pour la période 2007-2016 :



- Pour le boscalid : plus de 5000 analyses sont réalisées tous les ans, avec un taux de quantification

inférieur a 0,6%, et 4 non-conformités depuis 2014.

- Pour le flutolanil et la carboxine, environ 1500 analyses sont réalisées tous les ans, associées a

une quantification depuis 2014 sans non-conformité.

- Le fluxapyroxad et le bixafen sont trés peu recherchés (30 analyses par substances en 2016), sans

quantification.

- Les autres substances ne sont pas recherchées (fluopyram, sedaxane, penthiopyrad,

benzovindiflupyr).

Pour les eaux souterraines, les résultats disponibles sont analysés sur la période 2014-2016.

Plus de 15 000 résultats d’analyses sont disponibles pour le boscalid, avec un taux de

quantification de 5%. Le taux de non-conformité est de 0,4%.

Pour le flutolanil, plus de 8 000 résultats d’analyses sont disponibles avec un taux de

quantification de 0,1% et sans non-conformité observée.

La carboxine et le bixafen sont recherchés (respectivement plus de 7 000 et 4 400 résultats

d’analyses), avec une seule quantification pour le bixafen.

Enfin, les autres substances ne sont pas recherchées (fluxapyroxad, fluopyram, sedaxane,

penthipyrad, benzovindiflupyr). (Anses, 2014).

3.3.2.4-Evaluation des risques alimentaires pour le consommateur

Les expositions aux résidus de produits phytopharmaceutiques sont calculées a partir des données
de poids corporel, de consommations alimentaires et de teneurs de résidus dans les aliments recueillis

par les plans de surveillance et de contrdle (Anses, 2014) ou des études de 1’alimentation totale (EAT).

Pour le boscalid, sur la base des données disponibles, il n’a pas été observé de dépassements des

valeurs toxicologiques de référence chronique ou aigué. Selon un scénario maximaliste, I’exposition



chronique représente au plus 1,2% de la DJA, avec un taux de couverture du régime alimentaire

compris entre 60% et 95%.

Pour le flutolanil, sur la base des données disponibles, il n’a pas été observé de dépassements des
valeurs toxicologiques de référence chronique ou aigué. Selon un scénario maximaliste, I’exposition
chronique représente au plus 0,2% de la DJA, avec un taux de couverture du régime alimentaire
compris entre 65 et 92%. Pour PEAT2, les analyses disponibles ne permettent pas de couvrir de
manicre satisfaisante I’ensemble du régime alimentaire et donc d’estimer les risques pour le

consommateur.

Pour la carboxine, les analyses disponibles ne permettent pas de couvrir de maniére satisfaisante

I’ensemble du régime alimentaire et donc d’estimer les risques pour le consommateur.

Les risques alimentaires, évalués dans les dossiers d’AMM, n’ont a ce jour pas été évalués par cette
approche complémentaire basée sur les mesures disponibles pour les autres substances (fluxapyroxad,
bixafen, fluopyram, sedaxane, penthiopyrad, benzovindiflupyr) en raison de leur introduction plus
récente sur le marché national et de la durée nécessaire a la réalisation des plans de surveillance et de

contr6le (Anses, 2019).

3.3.2.5-Air ambiant

Seul le boscalid est recherché au cours des trois derniéres années disponibles (2013 & 2015), avec un

taux de quantification inférieur a 1% estimé a partir de 250 a 320 analyses par an.

Dans le cadre du travail d’expertise relatif a la définition de modalités de surveillance des pesticides
dans D’air, les substances SDHI ont fait 1’objet d’un travail de priorisation. Seul le boscalid a été
identifi¢ comme prioritaire en vue d’une surveillance nationale des pesticides dans 1’air (Anses, 2017).

3.3.2.6-Cas d’intoxication en santé animale (faune sauvage et animaux
domestiques)

Sur la base des données disponibles (données ONCFS, au 31/12/2013), il n’a pas été montré d’effets
aigus sur la faune sauvage. Par ailleurs, malgré une exposition potentielle au boscalid et au flutolanil,
ces substances n’ont pas été détectées dans les mesures d’imprégnation d’oiseaux granivores ou de

leurs ceufs non éclos dans des plaines de grande culture.



Concernant les animaux domestiques (données CAPAE-OUEST, au 31/12/2017), les appels relatifs
aux fongicides SDHI recus par le CAPAE-Ouest sont peu nombreux (boscalid : 1, carboxine : 7,
fluopyram : 1, sedaxane : 2), et sont liés le plus souvent a I’ingestion de semences traitées (notamment
par des chiens). C’est pourquoi ils sont plus fréquents a la période des semis d’automne. L’ intoxication

n’a été jugée Probable pour aucun des appels regus, et cela peut s’expliquer le plus souvent par :
* une toxicité de ces matieres actives peu spécifique,
* une utilisation des substances généralement en association,
* des doses ingérées inconnues,

* une ingestion de semences qui peut étre en cause également dans les troubles observés.
3.3.2.7.1- Mortalités massives aigués
Entre 2012 et 2016, 660 déclarations de mortalités d’abeilles ont été recues dans le cadre de la
surveillance des mortalités massives aigués et des maladies, classées dangers sanitaires de premiére
catégorie des abeilles sur I’ensemble du territoire. Sur les 27 enquétes ayant conclu a une intoxication

a une ou plusieurs substances actives, aucune mortalité n’a été¢ imputée aux SDHI. (Anses, 2019).

2.4.7.2 Contamination des matrices apicoles

Sur la base des données disponibles (données ITSAP — au 22/06/2018), le boscalid et le fluopyram
ont été retrouvés dans les matrices apicoles, principalement dans le pollen de trappe.

Tableau 3 : Concentrations en boscalid dans les matrices apicoles (exprimées en mg/kg) (Anses,
2019).

Résultats Pollen de trappe Pain d'abeille Miel
nombre d'analyses 1007 356 109
LOQ 0,02 0,02 0,02
occurrence de détection 161 2 1
fréquence de détection (%) 16 0,6 0,9
occurrence de quantification 101 1 1
fréquence de quantification (%) 10 0,3 0,9
concentration moyenne 0,169 - -
concentration maximale 3,2 0,026 0,04
concentration médiane 0,057
P5 0,024
P95 0,544




Tableau 4 : Concentrations en Fluopyram dans les matrices apicoles (exprimées en mg/kg) (Anses,

2019).
Résultats Pollen de trappe
nombre d'analyses 1007
LOQ 0,01
occurrence de détection 50
fréquence de détection (%) 5
occurrence de quantification 24
fréquence de quantification (%) 2,4
concentration maximale 0,278

La contamination des echantillons de pollen de trappe collecté par les abeilles s’étend sur I’ensemble
de la saison de suivi des colonies, du mois d’avril au mois de septembre pour le boscalid. Pour le
fluopyram, la contamination s’étend du mois d’avril au mois de juin. Les deux substances sont
principalement retrouvées dans les ruchers autours desquels la vigne est plus fortement représenteée.

(Anses, 2019).

3.4- Fixation de la limite maximale de réesidus (LMR)

La définition de résidu a été précisé par la Directive 90/642/CE du 27 novembre 1990, puis traduite
en droit francais par I’arrété du 5 aolt 1992 qui applique ce terme non seulement aux reliquats de la
substance active, mais aussi, le cas échéant, aux produits de métabolisation, de dégradation ou de
réaction.

La LMR est un parametre réglementaire que I’on pourrait assimiler a la quantité maximale de résidu

d’un produit donné qui ne doit pas étre dépassée dans une denrée alimentaire donnée. Elle est proposée



par le pétitionnaire dans le dossier d’homologation a partir d’études réalisées sur chaque culture pour
laquelle un usage est sollicité, dans des conditions d’application et de prélévements correspondants aux
Bonnes Pratiques Agricoles Critiques, en nombre suffisant, bien dispersés dans le temps et dans
I’espace. Apres évaluation des résultats de ces études, un calcul statistique permet d’obtenir une LMR
pour chaque culture faisant 1’objet d’une autorisation d’usage.

Les Limites Maximales de Reésidus (LMR) sont fixées & partir d'essais conduits selon les Bonnes
Pratiques agricoles et les Bonnes Pratiques de Laboratoire. Pour chaque culture proposée a
I'nomologation, les études de résidus doivent étre conduites selon des exigences européennes

précisement définies et tres strictes (Aprifel, 2020)

3.5-La dose journaliére admissible (DJA)

La DJA est la dose qu’un individu peut ingérer chaque jour pendant toute sa vie sans qu’il en
résulte d’inconvénient pour sa santé. Elle s’exprime en poids de substance par unité de poids corporel
(ex : mg/kg). Elle est bien évidemment déduite d’expérimentations animales qui permettent de
déterminer une DJA chez I’animal. Cette valeur est extrapolée a "'Homme par application d un premier
facteur de sécurité fixé a 10 (changement d’espéce animal / homme) puis d’un deuxiéme facteur de
sécurité également fixé a 10 et qualifié d’intra-spécifique pour tenir compte de I’extréme variabilité
individuelle de I’espeéce humaine.

La DJA chez I’Homme est donc déduite de la DJA établie chez I’animal en divisant cette derni¢re
par un facteur de sécurité de 100, lequel n’est pas immuable puisqu’il est modulable en fonction des
données scientifiques. Il n’est pas rare du tout de voir ce facteur porté a 500 par exemple si le produit
présente une forte toxicité, a 1500 si le produit posseéde des propriétés mutagenes et méme a 5000 s’il

y a un doute sur sa non-cancérogénicité (Aprifel, 2020).



PARTIE Il: EXPERIMENTATION :
Résumes




1 Intitulé : Sensibilité de la chaine respiratoire mitochondriale aux pesticides
SDHI et conséquence sur les cellules humaines en culture. (PLOS One, janvier
2019) (Annexe 1)

1.1. Résume :

Les Inhibiteurs de la Succinate DésHydrogénase (SDH) (SDHI) sont utilisés dans le monde
entier pour limiter la prolifération de moisissures sur les plantes et leurs produits. Toutefois, la SDH,
également appelé complexe 11 de la chaine respiratoire, est un composant universel des mitochondries
qui sont présentes dans quasi tous les organismes vivants.

La SDH est restée particulierement conservée au cours de 1’évolution, et ’on peut 1égitimement
s’interroger sur la spécificité des SDHI vis-a-vis des seules moisissures. Ici, nous établissons d’abord
que la SDH de I’homme, de 1’abeille domestique, du ver de terre et des champignons sont toutes
sensibles aux huit SDHI testés, avec toutefois des valeurs d’IC50 variables, généralement de 1’ordre
de la micro-molaire.

Nous avons ensuite observé que cing des SDHI, principalement de la derniere génération,
inhibent, outre la SDH, I'activité du complexe Il de la chaine respiratoire. Puis, nous montrons que
le glucose présent dans les milieux de culture cellulaire masque totalement I'effet délétere des SDHI.
En effet, le glucose métabolisé par la glycolyse va fournir suffisamment d'ATP et de pouvoir
réducteur (NADPH) pour les enzymes antioxydantes et ainsi permettre la croissance de cellules
déficientes en chaine respiratoire. En revanche, lorsque la glutamine est la principale source de
carbone au lieu du glucose, la présence de SDHI entraine une mort cellulaire dépendante du temps.
Ce processus est considérablement accéléré pour des fibroblastes provenant de patients atteints de
maladies neurologiques ou neurodégenératives dues a une altération de la chaine respiratoire
(encéphalopathie due a un déficit partiel de SDH) et/ou a une hypersensibilité aux stress oxydatifs

(ataxie de Friedreich, forme héréditaire de la maladie d'Alzheimer).



1.2.Introduction :

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.

Les SDHI sont maintenant largement utilisés dans I'agriculture a travers le monde pour lutter contre
la prolifération des moisissures. Ces composés sont utilisés sur les cultures de céréales; pour la
conservation des fruits, des légumes et des graines, pour I'entretien des pelouses des terrains de sport
et des golfs. Toutefois, en raison de la fonction quasi universelle de la SDH dans la respiration cellulaire
et le métabolisme mitochondrial, on peut supposer que tout organisme vivant expose a ces substances
pourrait également étre affecté. De fait, I'exposition aux SDHI sur les organismes non ciblés pourrait
se révéler un probléme majeur, et parmi d’autres facteurs, jouer un role capital dans la perte de
biodiversité déja constatable dans une grande partie du monde. De tels effets vont dépendre de la
sensibilité de la SDH aux SDHI, qui peut varier Iégérement en fonction des SDHI et des especes. Le
moment, la fréquence, la durée de I'exposition au SDHI, leur absorption et leur métabolisation ainsi
que l'utilisation éventuelle de substances toxiques supplémentaires sont des facteurs évidents a prendre
en compte, outre la dose proprement dite, bien souvent seule considérée (dose journaliere admise ;
DJA).

Cette lacune nous a incité a étudier les effets de huit différents SDHI, y compris de la derniére
génération de molécules, sur l'activité de la SDH. Et, plus généralement, sur les activités de la chaine
respiratoire mitochondriale chez quatre espéces différentes: Botrytis Clnerea, en tant qu'organisme
cible, Homo sapiens, Lumbricus terrestris et Apis mellifera, toutes espéces non ciblées. Outre I'effet
général, quoique variable, des SDHI testés sur les SDH de différentes espéces, nous avons observé que
plusieurs des SDHI de derniére génération inhibaient également le complexe Ill (Clll) de la chaine
respiratoire en plus de la SDH (CII), indiquant la liaison potentielle de ces SDHI a d'autres sites de

liaison des quinones dans la cellule. Nous avons finalement montré que, dans des conditions de culture



non permissives pour les cellules déficientes en chaine respiratoire, ces inhibiteurs altéraient et la
croissance et, finalement, la survie des cellules humaines, lorsque celles-ci sont traitées avec des SDHI,

probablement & cause du stress oxydatif engendré par ces SDHI.

1.3-Matériel et méthodes :

Quatre types de matériels biologiques, a savoir le champignon Botrytis cinerea, 1’abeille Apis
mellifera, le ver de terre Lumbricus terrestris, et des cellules humaines en culture ont été utilisés pour
tester I'effet des SDHI sur la chaine respiratoire mitochondriale. Afin d'éviter toute interférence avec
d’éventuelles activités contaminants et de maintenir des conditions expérimentales similaires pour la
mesure des activités de la chaine respiratoire, différentes méthodes de préparation ont d étre utilisées

pour les cellules en culture, les organismes entiers et les tissus.

> Botrytis cinerea

La population mixte de B. cinerea utilisée dans cette étude a été gracieusement fournie par Joelle
Dupont (Musée National d’Histoire Naturelle, Paris, France). Les conidies de B. cinerea ont été
obtenues a partir d'une culture sur plaques de gélose additionnée de malt (15 a 30 jours). Des colonies
mycéliennes ont été préparées, a partir de 10 colonies, en milieu liquide (10 g glucose, 2 g KH2PO4,
0,5 g MgSO47H20, 1 g (NH4) 2S04, 2 g d’extrait de levure et de 1’eau déionisée jusqu’a 11, pH 6,2).
L'incubation a été réalisée a 23°C jusqu'a ce que les hyphes recouvrent totalement la surface de la
bouteille. Les hyphes (disques de 9 cm de diamétre) ont été récoltés, lavés deux fois avec de I’eau
distillée réfrigérée et enfin avec un milieu d’extraction des mitochondries contenant du Tris 20 mM
(pH 7,2), du saccharose 0,25 M, du KCI 40 mM, de ’EGTA 2 mM, 1 mg/ml BSA, sans cystéine. Les
hyphes ont été suspendus dans 150 ml de milieu d'extraction, coupés en petits morceaux (1 cm2), puis
homogénéisés a grande vitesse pour 1x2 sec et a basse vitesse pour 2x3 sec a l'aide d'un mixeur Multi
Moulinex (Moulinex, France). L’homogénat a ensuite été filtré a travers deux couches de tissu de nylon
(mailles 150 pum). Le tissu a été lavé avec 50 ml de milieu d'extraction. Aprés centrifugation a basse
vitesse (700 g x 15 min), les mitochondries ont été recueillies a 10 000 g x 20 min. Le culot a été remis

en suspension dans 250 pl de milieu d'extraction (aliquotes £30 ul) et maintenu congelé a -80°C.



» Apis mellifera :

Les abeilles (Apis mellifera ; n=5) ont été amicalement offertes par Jacques Kemp (apiculteur;
Saint-Rémy-les-Chevreuse, Yvelines, France). Les corps entiers, congelés au contact de glace
carbonique, a I'exception des tétes, ont été homogénéisés a I'aide d'un Potter-Elvehjem en verre de 1
ml dans un milieu glacé constitué de Tris 20 mM (pH 7,2), saccharose 0,25 M, KCI 40 mM, 2 mM
EGTA, 1 mg/ml de BSA. L'homogénat a été centrifugé a 1500 g x 5 min. Les mitochondries contenues
dans le surnageant ont été centrifugées a 10 000 g x 10 min. Le culot de mitochondries brutes a été

aliquoté (£20 pl) et maintenus congelées a -80°C.

> Lumbricus terrestris :

Des lumbrics, Lumbricus terrestris ont été collectés (n=5) dans un compost domestique a Epernon
(France 28230) et identifiés par la lombricultrice (Paule Bénit) chargée de ce compost. Avant
utilisation, les vers ont été lavés 5 fois avec une solution 1x de phosphate salin, tamponnée. Un
homogénat frais a €té préparé a partir des segments situés entre le prostomium et le clitellum des 5
individus. Les tissus ont été placés dans 500 pl d'un milieu glacé constitué¢ de Tris 20 mM (pH 7,2), de
saccharose 0,25 M, de KCI 40 mM, dEGTA 2 mM et de 1 mg/ml de BSA, et homogénéisés a l'aide
d'un homogénéisateur Potter-Elvehjem en verre de 1 ml. Une centrifugation a basse vitesse a 1500 g x
5 min a permis d'é¢liminer les débris lourds. Le surnageant a ét¢ distribué en aliquotes de 50 ul et

maintenu congelé a -80°C.

> Cultures de fibroblastes humains et cellules HEK :

Les fibroblastes cutanés sont issus de biopsies de 1’avant-bras obtenues avec le consentement éclairé
de contrdles sains et de trois patients présentant soit une encéphalopathie due a un déficit en SDH, soit
une ataxie de Friedreich (FRDA), soit une maladie familiale d’Alzheimer (FAD). Le patient
déficitaire en SDH présentait un syndrome de Leigh résultant d'une mutation homozygote de la sous-
unité flavoprotéique de la SDH (mutation R554W de la SDHA) (encadré 2). Les fibroblastes FRDA
provenaient d'une patiente présentant une longue expansion bi allélique de triplets GAA (> 2,6 kb)
dans le gene de la frataxine (FXN) (patient FRDAA4). Cette expansion entraine l'inactivation des génes
FXN et PIPSK1B . La perte de fonction de pipSk1p entraine une diminution des niveaux de PI(4,5)P2.
Ceci résulte en une destabilisation du réseau d'actine et une altération de la signalisation du superoxyde

dismutase (SOD) par la voie Keapl-Nrf2 [19,21] et finalement I’incapacité d’éliminer normalement



les superoxydes [21,22]. Les fibroblastes FAD proviennent d'un patient de sexe masculin cliniqguement
affecté par le syndrome FAD (origine Coriell Institute; AG08064). Ces fibroblastes FAD présentent
également des anomalies dans la voie Nrf2 contrélant la signalisation de la SOD [23] et sont aussi tres
sensibles aux agressions oxydatives [24,25].

Les cellules ont été cultivees dans des flacons T75 en utilisant 10 ml de milieu DMEM contenant
1 ou 4,5 g/l de glucose, 4 mM de glutamine (Glutamax; Gibco Thermo Fisher Scientific, MA), 2 mM
de pyruvate et 200 uM d’uridine (ci-apres dénommé milieu permissif GlucoMax) ou sans glucose,
pyruvate et uridine, mais contenant 4 mM de glutamine (ci-aprés dénommé milieu non permissif
MitoMax ; tableau 1). Tous les milieux ont été supplémentés avec du sérum de veau foetal 10% et 100
U/mL de pénicilline et de streptomycine. Les cellules rénales embryonnaires humaines HEK293 ont
été cultivées dans du DMEM contenant 4,5 g/l de glucose, 4 mM de glutamine, 10% de sérum de veau
foetal, 200 uM d'uridine, 2 mM de pyruvate et 100 U/mL de pénicilline et de streptomycine [9]. Les
culots cellulaires (1500 g x 5 min) ont été conservés congelés (-80°C) et, pour les études biochimiques,
les cellules ont été perméabilisés par deux cycles de congélation-décongélation avant les dosages
enzymatiques (Bénit et al. 2006).

Pour tester 1’action des SDHI sur les fibroblastes cutanés en croissance, des cellules ont été
ensemencées dans des boites (4 x 75 cm2 ; (confluence entre 20 et 25%) contenant du milieu GlucoMax
(tableau 1). Apres avoir laissé la culture reposer pendant une nuit, le milieu a été remplacé par les
conditions souhaitées, a savoir le milieu GlucoMax ou le milieu MitoMax, complété par la quantité
choisie de SDHI (conditions contréles compensees pour le DMSO amené par la solution de SDHI; soit
14 mM au maximum). Le nombre de cellules a été estimé a partir d'images aléatoires (programme de
traitement ImageJ) sans changer de milieu pendant 15 a 20 jours (une exposition a une dose unique de
SDHI).

» Mesures enzymatiques et effets potentiels des SDHI :

Les activités des enzymes de la chaine respiratoire ont été mesurées par spectrophotométrie a l'aide
d'un spectrophotometre a pseudo-double longueur d'onde (Cary 60, Agilent).

La succinate quinone dichlorophénolindophénol (DCPIP) réductase (SQDR) sensible au malonate,
une mesure de 1’activité de I’enzyme SDH isolée (CII isolée) et de la glycérol-3-phosphate quinone
DCPIP réductase (GQDR), mesurant 1’activité de la glycérol-3-phosphate déshydrogénase isolée
(G3PDH) ont été dosées comme décrit précédemment [17]. Pour étudier I'effet des SDHI sur la chaine
respiratoire, nous avons dd prendre en compte le fait que ces inhibiteurs agissent en se liant aux sites
de liaison des quinones sur les complexes de la chaine respiratoire. En conséquence, nous avons
observé que I'amplitude des effets inhibiteurs de ces substances variait avec I'addition de quinones
exogenes (Fig 2). Lorsque cela était possible, les effets potentiels des SDHI sur les enzymes ont donc

été étudiés dans des conditions expérimentales ne nécessitant pas I'ajout de quinones exogénes. Dans



ce but, nous avons mesuré la succinate cytochrome c réductase sensible au malonate (SDH + ClllI), la
glycérol-3-phosphate cytochrome c¢ réductase (G3PDH + CIII) et la decylubiquinol cytochrome c
réductase sensible a I’antimycine (CIII) comme décrit précédemment [26]. Les effets de huit différents
SDHI ont éte étudiés, a savoir le flutolanil, le fluopyram, le boscalid, le fluxapyroxad, le penflufen, le
penthiopyrad, I'isopyrazam et le bixafen (Fig 3), qui sont tous connus pour se lier au site de liaison des
quinones de la SDH (S3 Fig). Enfin, comme le DMSO, le solvant utilisé pour les SDHI et les quinones,

tend a réduire I'activité de la plupart des enzymes de la chaine respiratoire.

Tableau 5. Milieux de culture permissifs GlucoMax et non permissifs MitoMax pour les cellules

humaines déficientes en chaine respiratoire mitochondriale.

GlucoMax MitoMax
ﬂ Dulbecco  modified  Eagle’s ﬂ
minimum essential medium
+ (DMEM) +
+ Glucose 4.5 ¢/l -
+ Glutamine 4 mM +
+ Uridine 200 pM -
+ Pyruvate 2 mM -
+ Pénicilline 100 U/ml +
+ Streptomycine 100 U/ml +
+ Sérum de veau foetal 10% +
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Figure 4. Valeurs des 1C50 des SDHI sur la succinate cytochrome ¢ réductase (SCCR) d"Homo

sapiens, de Lombricus terrestris, d*Apis mellifera et de Botrytis cinerea. A-H, IC50 (n>3) : boscalid

(A), penflufen (B), flutolanil (C), fluopyram (D), isopyrazam (E), penthiopyrad (F), fluxapyroxad (G)

et bixafen (H) sur la SCCR d’H. Sapiens (vert), L. terrestris (violet), A. mellifera (rouge) et B. cinerea

(noir). Notez les différences dans les échelles Y. SCCR, succinate cytochrome ¢ réductase. (PLOS

One.2019)



1.4-Résultats

> Effets des SDHI sur la chaine respiratoire mitochondriale

Nous avons déterminé les effets de huit différents SDHI sur les activités de la chaine respiratoire
mitochondriale dans des cellules HEK congelées-décongelées, des vers de terre, des abeilles
domestiques et des champignons B. cinerea (Fig 4 et Tableau 2). Les valeurs d’IC50 des différents
SDHI ont d'abord été estimées a partir de I'activité de la succinate cytochrome c réductase (SCCR) (Fig2)
Tous les SDHI testés se sont averes exercer un effet inhibiteur sur la SDH, quelle que soit I'origine
biologique de I'enzyme, bien qu'a des degrés divers. A titre de référence, la capacité des SDHI a bloquer
I'activité de la SDH a éte étudiée sur I'enzyme de B. cinerea, I'organisme cible. Elle varie en fonction
des SDHI, le flutolanil présentant une inefficacité relative (Fig 4, tableau 2). La SDH montre une
sensibilité tres prononcée pour les SDHI de derniere génération, avec une IC50 inférieure a 0,1 uM
pour I'enzyme fongique.

La SDH humaine se révele relativement moins sensible au fluopyram (IC50> 150 uM) qu'au
flutolanil, au boscalid, au penthiopyrad et au fluxapyroxad (valeurs des IC50 comprises entre 18,6 et
2,1 uM). L'enzyme du ver de terre semble étre particuliérement sensible au boscalid, au flutolanil et au
fluxapyroxad, alors que I'enzyme de I'abeille domestique est plus sensible au flutolanil et au fluopyram
que les enzymes d'autres organismes non ciblés. Les SDHI de derniere géneration (Fig 3) sont
particulierement efficaces pour bloquer lI'enzyme humaine. Les valeurs d’IC50 calculées pour le
penflufen, I'isopyrazam et le bixafen sont toutes de I'ordre de 1 uM ou moins. Une variabilité similaire
entre les effets des différents SDHI a été observée pour la SDH des vers de terre et des abeilles
domestiques, qui présentaient respectivement une sensibilité similaire et plus élevée aux SDHI de
derniére génération. Pour la plupart des SDHI, les valeurs des 1C50 étaient plus basses pour I'enzyme
de B. cinerea, a I'exception notable du flutolanil, qui se révéle particulierement actif contre les enzymes

du ver de terre et de I'abeille domestique. Fait troublant, I’étude de la sensibilité aux SDHI des enzymes



SDH de seulement 4 espéces a suffi a révéler qu’au minimum une de ces especes était trés sensible a
au moins 1’une de ces SDHI (Fig 4)

Nous avons ensuite étudié I'effet des SDHI sur d'autres activités de la chaine respiratoire
dépendantes du coenzyme Q, telles que les activités du glycérol-3-phosphate cytochrome ¢ réductase
(GCCR) et de I'ubiquinol cytochrome c réductase (QCCR), cette derniére reflétant I’activité complexe
11 (CIHI). 1l est intéressant de noter que l'isopyrazam et, de maniére encore plus efficace, le bixafen

inhibent également I'activité de la GCCR humain (IC50 21,1 uM) (Tableau 2).

Tableau 6 . Effets inhibiteurs (valeurs 1C50) de huit SDHI sur les activités de la chaine
respiratoire de quatre especes différentes. SCCR, succinate cytochrome c réductase; GCCR, glycérol-

3-phosphate cytochrome c réductase ; QCCR, quinol cytochrome c réductase.

Homo sapiens Lumbricus terrestrix. Apis mellifera Botrytis cinerea

Flutolaml SCCR:187&35uM  SCCR: 036002 pyM SCCR: 0.8+05uM SCCR: 8.6+4.5 uM
GCCR > 500 pM GCCR: 450£70 uM  GCCR = 500 uM GCCR > 500 uM
QCCR > 500 pM QCCR > 500 uM GCCR = 500 uM QCCR > 500 uM

Fluopyram  SCCR 160+40 pM SCCR 30676 uM SCCR38+03puM SCCR0.2=0.1 yM
GCCR > 500 pM GCCR. > 500 uM GCCR = 500 uM GCCR = 500 uM
QCCR > 500 pM QCCR = 500 uM QCCR = 500 uM QCCR = 500 uM

Boscalid SCCR 4.8+0.2 pM SCCR 0.5+0.3 pM SCCR 76.7=6.0uM SCCR 0.8£1.1 uM

GCCR > 500 pM
QCCR > 500 pM

Fluxapyroxad SCCR 2.1+0.7 uM

GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM

GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM

SCCR 0.71=0.07 pM
GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM

GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM

SCCR 11.7=3.4 uM
GCCR 205+34 pM
QCCR 300+5 pM

GCCR > 500 uM
QCCR > 500 uM

SCCR 0.0950.008 nM
GCCR 60+56 uM
QCCR 67£53 uM

Penflufen SCCR 1.3=0.3 pM SCCR 1.13£0.16 pM SCCR 7.5£0.7uM  SCCR 0.1320.06 pM
GCCR > 500 uyM GCCR > 500 uM GCCR = 500 uM GCCR 80 £57 pM
QCCR = 500 uyM QCCR = 500 uyM QCCR = 500 uM QCCR 433+£58 uM
Penthiopyrad SCCR. 3.7+1.1 pM SCCR 0.70+0.01 pM SCCR 102 pM SCCR 0.045+0.023 uM
GCCR 211=15 uM GCCER. 254465 uM  GCCER. 251475 uM GCCR 935247 yM
QCCR 349=72 uyM QCCR 297+4 uM QCCR 26844 yM  QCCR 105£7.1 pM
Isopyrazam SCCR 0.63£0.18 uM SCCR 0.46=0.17pM SCCR5.1+£23puM  SCCR 0.023+£0.004 pM
GCCR 51.3+£58 uM  GCCR 835 uM GCCR 97+9 pM GCCR 27.9=10.6 pM
QCCR 125£35 uM QCCR 76=21 uM QCCR 87=18 uM QCCR 14.2=5.6 uyM
Bixafen SCCR 0.34+0.12 uM SCCR 6.04+3.6 pM SCCR 3.3+033 uM SCCR 0.07+0.06 pM

GCCR 21.1£9.3 yM
QCCR 15.5+£13.4 uM

GCCR 45071 pyM
QCCR = 500 uM

GCCR 24.1=11.4 pM GCCR 22.5+£3.5 uyM

QCCR 5.7=53 uM

QCCR 222+144 yM




1.6-Discussion :

Les données réunies établissent les effets inhibiteurs de huit SDHI sur la SDH de quatre espéces
biologiques, a savoir le champignon B. cinerea, le ver de terre L. terrestris, I'abeille domestique A.
mellifera et les humains (H. sapiens), avec des inhibitions variables. Cette observation refléte 1’extréme
conservation des sous-unités SDH B, C, D constituant le site de réduction et de fixation de I'ubiquinone
sur la SDH (Fig 2 suppl). L'absence de spécificité d'espéce de la carboxine, le premier SDHI, a été
reconnue des 1976 [16], lorsque les auteurs ont noté la trés grande affinité de la carboxine pour la SDH
des mammiferes [38]. La carboxine a été un temps largement pulvérisée comme fongicide sur le blé
canadien, a des doses similaires a celles utilisées pour les SDHI qui en dérivent, représentant un risque
environnemental majeur en raison de ce non spécificité [38]. Dans ce travail, nous avons étendu cette
observation a une série de SDHI dériveés de la carboxine, avec laquelle ils partagent un mode d'action
commun pour l'inhibition de la SDH. Les fabricants de produits agrochimiques connaissent en réalité
cette absence de speécificité d'espece. Ainsi une partie des SDHI est vendue comme efficace pour tuer
les nématodes De méme, le danger représenté par les SDHI pour les organismes aquatiques est reconnu
depuis longtemps, comme I’indiquent les fiches techniques, et se trouve amplement confirmé par les
données récentes obtenues pour le poisson Danio rerio avec le boscalid ou le penthiopyrad et pour les
embryons du batracien Xenopus tropicalis avec 1’isopyrazam ou le bixafen.

Simultanément, il a été démontré que les effets toxiques du boscalid sur les abeilles sont
observables pour peu que la durée d'exposition soit suffisante.

L'effet inhibiteur des SDHI s'étend vraisemblablement a la plupart des organismes vivants, modulé
par la propension de chaque organisme a absorber, métaboliser et/ou excréter chacun des SDHI. Ainsi,
les plantes dont les feuilles présentent une mauvaise absorption des SDHI seront épargnées tant que le
pesticide n'entrera pas en contact avec les racines, lesquelles sont susceptibles d'absorber les SDHI.
Enfin, les interactions toxicologiques résultant de ’utilisation fréquente d’un mélange de pesticides
ont été largement ignorées.

En particulier les SDHI sont fréqguemment associés a des inhibiteurs du CIII (par exemple, la

strobilurine), dans les préparations commerciales de SDHI (encadré 4) [42]. Les effets toxiques



d'agents de perméabilisation supplémentaires sur la faune que I'on trouve dans plusieurs mélanges
SDHI sont également largement ignorés. Bien sar, il est extrémement dangereux de comparer les
valeurs de 1C50 obtenues in vitro dans des conditions de laboratoire avec les concentrations de SDHI
pouvant résulter de I'application de ces pesticides sur des cultures.

On peut cependant déterminer de maniere fiable la concentration de SDHI & la sortie des buses de
diffusion. Dans le cas du bixafen, elle est d’environ 0,6 a 1,8 mM selon les recommandations
distribuées aux agriculteurs, ce qui correspond a un nuage de nébulisation de 75-125 g/ ha de bixafen.
L’exposition finale dépend de nombreux facteurs difficiles a maitriser, notamment les conditions
d’épandage, la nature du sol, son couvert végétal, etc. Du point de vue réglementaire, la DJA, par
exemple pour le boscalid et le bixafen, est de 0,04 et 0,02 mg / kg / jour, respectivement (voir légende
Fig 3). Pour un adulte moyen (60 kg / volume sanguin 5 1), cela correspond a une concentration
sanguine d'environ 1,40 et 0,58 uM.

A ce jour, il a été rapporté que les SDHI inhibaient puissamment I'activité de la SDH, mais leurs effets
sur d'autres sites de la chaine respiratoire, n‘ont pas été décrits. Nous montrons ici que plusieurs des
SDHI de derniéere génération inhibent le CIlI en plus de la SDH, augmentant ainsi a la fois leur activité
fongicide et leur toxicité vis-a-vis d’autres organismes. A ce jour, cet effet supplémentaire n'a pas été
pris en compte dans la commercialisation d'aucune de ces molécules. Il est intéressant de noter que
I’existence d’un site additionnel autre que la SDH a été récemment décrit, suggérant L’existence d’au
moins un deuxieme site d'action des SDHI.

Les effets de I'inhibition de la chaine respiratoire sur la croissance des cellules humaines en culture
dépendent grandement de I'équilibre entre la glycolyse et I'activité mitochondriale. Ainsi, les cellules
dites rho®, dépourvues d'’ADN mitochondrial et donc d'activités de la chaine respiratoire, sont
auxotrophes pour l'uridine mais peuvent générer de I'ATP a partir du glucose disponible par le biais de
la glycolyse [45], produisant une grande quantité de lactate (Fig 1 et Fig 1 suppl). L auxotrophie pour
I’uridine a pour origine la rupture compléte de la partie terminale de la chaine respiratoire (CIlII, CIV)
qui entraine le blocage de la dihydroorotate déshydrogénase. Cette derniére enzyme produit
normalement 1’orotate nécessaire a la synthése des pyrimidines, indispensable a la prolifération

cellulaire (Fig 1 suppl), rendant nécessaire une supplémentation en uridine pour la croissance de



cellules présentant soit un déficit spécifique de 1’activité du CIII ou du CIV [46] soit un déficit
généralisé lié a I’absence d’ADN mitochondrial et donc sans chaine respiratoire fonctionnelle . Ceci
est illustré ici par comparaison des croissances cellulaires en milieu permissif GlucoMax et en milieu
non permissif MitoMax, ce dernier seul permettant la détection de cellules hébergeant des
mitochondries avec des chaines respiratoires déficientes. L’utilisation de ce milieu MitoMax non
permissif n’est pas destinée a représenter une situation physiologique mais a permettre de détecter un
éventuel effet délétére d’une substance donnée sur les mitochondries. Ce milieu MitoMax devrait
désormais étre utilisé pour tester en culture cellulaire toute substance ciblant les mitochondries ceci
dans le contexte de 1’évaluation des risques liés aux organismes non ciblés.

Dans cette étude, nous avons montré une application efficace de cette stratégie pour les cellules traitées
par SDHI. En effet, l'utilisation d'un milieu standard contenant du glucose rend impossible la détection
d'un blocage méme grave de la SDH dans les cellules humaines. Ces expériences suggeérent la nécessité
de réévaluer la toxicité des SDHI dans des cellules humaines en culture en utilisant un milieu type
MitoMax stimulant les mitochondries et contenant de la glutamine comme seule source de carbone.
Quoi qu’il en soit, étant donné la complexit¢ des phénoménes pouvant résulter d’un stress
mitochondrial (surproduction de superoxyde, accumulation de lactate, manque d’ATP, déséquilibre
métabolique, etc.), il est essentiel de respecter une durée suffisante (> 15 jours) pour ces évaluations,
ceci en fonction de la concentration de I'inhibiteur utilisé Un autre aspect montré par cette étude est
l'augmentation de la sensibilit¢ aux SDHI des cellules humaines abritant des mitochondries
défectueuses. Cette constatation est valable quelle que soit la nature du défaut mitochondrial, soit qu’il
résulte directement d’un déficit partiel de la chaine respiratoire et/ou d’une hypersensibilité au stress
oxydatif due a une mauvaise induction de la SOD (encadré 4). Les anomalies de la SDH, partielles et
isolées, sont des pathologies humaines rares généralement associées a des phénotypes neurologiques
ou cardiaques. Cependant, s’ajoutent aux défauts profonds de la SDH mis-en. paragangliomes ou
certaines tumeurs gastro-intestinales de patients porteurs de mutations dans les génes SDH
suppresseurs de tumeur les deficits partiels en SDH observé dans des maladies humaines affectant
différents organes, telles que FRDA, syndrome de Barth, leucoencéphalopathies diverses infertilité

masculine liée a une asthénozoospermie, myopathie , de rare évidence dans les phéochromocytomes et



les syndromes d’hémolyse urémique et de rhabdomyolyse . Cette hypersensibilité définit une sous-
population qui pourrait étre particulierement a risque lorsqu’elle est en contact avec des SDHI. Nos
résultats suggerent que, dans cette sous-population et également dans des populations atteintes de
FRDA ou de la maladie d’Alzheimer, connues pour présenter une susceptibilité accrue au stress
oxydatif, une caractéristique trés courante des maladies humaines, les SDHI pourraient contribuer a
une progression accelérée de la maladie.

Tout d'abord, ces travaux établissent que, a I'instar de la molécule précédente, la carboxine, tout les
SDHI testés inhibent la SDH et cela chez toutes les especes étudiées, mais avec une efficacité variable.
De plus, les SDHI de nouvelle génération contenant un fragment méthyl-pyrazol (Fig 3) inhibent
également le complexe I1l de la chaine respiratoire. Ce manque de spécificité constitue un probléme
majeur compte tenu de l'utilisation généralisée actuelle de ces SDHI. Bien que ce manque de sélectivité
(CI1 + CIlI) puisse étre la source de I'efficacité des SDHI de derniére génération, il pourrait également
constituer un risque supplémentaire pour les organismes exposés. Notre étude a ensuite établi que les
conditions standards utilisées pour tester la toxicité éventuelle des SDHI (ainsi que de tout autre
pesticide ciblant les mitochondries, les mitochondriotoxiques) peuvent masquer un effet toxique
potentiel. Par conséquent, nous recommandons de modifier d’urgence les tests réglementaires pour la
détermination de la toxicité des molécules et I’utilisation du milieu de croissance MitoMax dans lequel
la glutamine est la seule source de carbone.

Enfin, nous montrons qu'un défaut mitochondrial préexistant, tel qu'un dysfonctionnement partiel
de la SDH ou une hypersensibilité aux attaques oxydatives (FRDA, FAD), augmente la sensibilité aux

SDHI, suggérant un risque particulier pour les individus présentant un tel dysfonctionnement.



1.7-Conclusion :

Tout d'abord, ces travaux établissent que, a l'instar de la molécule précédente, la carboxine, tout
les SDHI testés inhibent la SDH et cela chez toutes les espéces étudiées, mais avec une efficacité
variable. De plus, les SDHI de nouvelle génération contenant un fragment méthyl-pyrazol (Fig 3)
inhibent également le complexe 111 de la chaine respiratoire. Ce manque de spécificité constitue un
probléme majeur compte tenu de I'utilisation généralisée actuelle de ces SDHI. Bien que ce manque de
sélectivité (CII + CIII) puisse étre la source de I'efficacité des SDHI de derniére génération, il pourrait
également constituer un risque supplémentaire pour les organismes exposés.

Notre étude a ensuite établi que les conditions standards utilisées pour tester la toxicité éventuelle
des SDHI (ainsi que de tout autre pesticide ciblant les mitochondries, les mitochondriotoxiques)
peuvent masquer un effet toxique potentiel. Par conséquent, nous recommandons de modifier
d’urgence les tests réglementaires pour la détermination de la toxicité des molécules et 1’utilisation du
milieu de croissance MitoMax dans lequel la glutamine est la seule source de carbone.

Enfin, nous montrons qu'un défaut mitochondrial préexistant, tel qu'un dysfonctionnement partiel

de la SDH ou une hypersensibilité aux attaques oxydatives (FRDA, FAD), augmente la sensibilité

aux SDHI, suggérant un risque particulier pour les individus présentant un tel dysfonctionnement.



2- Intitulé : Pathologies liées aux déficits du cycle de Krebs (revue francophone des
laboratoires * n° 501 « avril 2018) (Annexe 2)
2.1-Résumé :

Chez ’homme, les dysfonctions des enzymes du cycle de Krebs liées a des mutations causent des
encéphalopathies sévéres du jeune enfant, ou différents types de tumeurs et de cancers touchant
différents organes. Ainsi des mutations des genes de la succinate-déshydrogénase ont été identifiées
dans des formes familiales de phéochromocytomes et paragangliomes.

Les mutations du géne de la fumarase s’observent dans des Iéiomyomes utérins en association avec
des cancers rénaux, mais des cas d’encéphalopathies de 1I’enfant ont aussi été observés. Les mutations
des genes de I’isocitrate-déshydrogénase peuvent représenter jusqu’a 20 % des leucémies myéloides
aigués et jusqu’a 80 % dans certains gliomes. On ne sait actuellement expliciter la diversité des
conséquences possibles de ces mutations : encéphalopathies versus cancers, nature des tissus affectés,
cinétique variable d’apparition des symptomes. Il semble en revanche établi que les anomalies dans les
équilibres métaboliques qui résultent de ces mutations soient a la base des processus tumoraux en
modulant 1’activité d’hydroxylases susceptibles d’affecter certains facteurs de transcriptions, mais
aussi la méthylation de I’ADN et les histones.

Dans ce contexte, il semble étonnant que soient largement utilisés certains fongicides dont 1’effet
est de bloquer une étape centrale du cycle de Krebs, la succinate-déshydrogénase.
Le principe de précaution voudrait sans aucun doute de réévaluer urgemment la nécessité de 1’'usage

de telles substances pour I’homme et I’environnement.



2.2- Iintroduction :

Véritable plaque tournante du métabolisme des acides organiques dans toutes les cellules, le cycle
de Krebs localisé dans les mitochondries a depuis longtemps été montré comme fondamental pour la
vie cellulaire.

> il fournit a la chaine respiratoire une partie des équivalents réduits nécessaire a la synthese

d’ATP ;

> une autre partie des équivalents réduits sont exportés hors des mitochondries dans certaines

conditions de stress et vont accélérer la synthése de NADPH et de glutathion ; en assurant une
intense activité métabolique, il participe a la production mitochondriale de chaleur ;

» il est crucial dans la production d’intermédiaires métaboliques essentiels pour diverses réactions

anaboliques extra-mitochondriales ;

> a partir du pyruvate essentiellement produit par la glycolyse, il produit les métabolites

nécessaires a la biosynthése des purines et de divers acides aminés. Il n’est donc pas vraiment
étonnant que toute dysfonction majeure du cycle ait longtemps été jugée incompatible avec la
vie.

Depuis les années 90, la description d’un nombre, certes limité (moins de 300 cas rapportés), de
cas de mutations délétéres dans des atteintes neurologiques affectant des génes codant des enzymes du
cycle de Krebs, a démontré que la vie cellulaire reste compatible avec des dysfonctions notables de ce
cycle, avec les premiéres mutations rapportées dans le géne de la fumarase, puis de la succinate-

déshydrogénase (SDH) dans deux cas d’encéphalopathies sévéres de I’enfant.



2.3-Description des différents phénotypes associés aux mutations dans les génes
du cycle :

Avec la description des differents phénotypes associés aux mutations dans les genes du cycle, il est
rapidement apparu que les fonctions et caractéristiques du cycle de
Krebs, ainsi que le role des intermédiaires métaboliques qu’il inter-convertit, étaient loin d’étre
réductibles au schéma traditionnellement admis. Du regroupement de huit protéines impliquées dans
le cycle tel qu’initialement décrit par Hans Adolf Krebs et travaillant de concert pour métaboliser
I’acétyl- CoA, il convient de noter que les études de flux métaboliques ont montré que le cycle
devrait en étre en fait considéré comme deux entités distinctes. Chacune de ses deux entités,
connectées par I’intermédiaire d’une transaminase (figure 1, annex 2), est caractérisée par un flux
cinétique propre, une situation incompatible avec un fonctionnement a travers une unique entité. Si
1’on y ajoute la redondance d’une partie des protéines du cycle dans les compartiments
mitochondriaux et cytosoliques, sa sollicitation changeante en fonction des besoins métaboliques
et des situations pathologiques, éventuellement variables dans le temps et dans 1I’espace d”un organisme
vivant, il devient évident que 1'unicité du cycle telle qu’elle a été décrite avec une organisation rigide,
doit sans doute étre reconsidérée. Finalement, le continuum métabolique autour des acides organiques
du cycle implique d’intégrer a toute réflexion sur les pathologies associées, des génes dont les produits
constituent des partenaires a part entiére du cycle (comme la pyruvate-déshydrogénase, par exemple).
Conformément a cette derniére observation, 1’étude des pathologies associées aux mutations des genes
des voies métaboliques directement afférentes et efférentes (figure 1, annexe 2) montre la similitude
avec celles associées aux mutations des génes codant les protéines du cycle de Krebs proprement dit.
2.4-Deux univers de maladies humaines
Des mutations dans plus d’une quinzaine de génes de ces chainons métaboliques sont ainsi connues
comme étant a I’origine de pathologies humaines, incluant les génes codant les protéines du cycle
sensu stricto (tableau I, annexe 2). Ces mutations correspondent a différentes entités pathologiques qui
peuvent intervenir a tous les ages de la vie et toucher différents organes. Pour une part des présentations

cliniques, en particulier celles historiquement décrites les premieres dans les années 90, on observe de



facon fréquente des atteintes neurologiques de I’enfant (tableau I, colonne 4) . Celles-ci sont trés
similaires a celles observées pour les atteintes des transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire
mitochondriale qui sont supposées avoir pour conséquence un déficit énergétique lié a une synthese
défectueuse d’ATP, et/ou des anomalies dans 1’utilisation de I’oxygeéne résultant en la génération
excessive d’espéces réactives de l’oxygeéne (superoxydes) . Le manque d’ATP et I’excés de
superoxydes sont connus pour favoriser nécrose et apoptose et a ce titre ils constituent une trame pour
expliciter une partie des atteintes, nécrose tissulaire et dysfonctions sévéres observées dans ces atteintes
essentiellement neurologiques Mais depuis les années 2000, une succession d’études a montré que des
atteintes précisément dans ces mémes génes étaient a 1’origine d’un tout autre type de maladies
humaines résultant cette fois du développement de tumeurs et cancers . Selon les genes mutés, certains
organes semblent plus particulierement atteints (tableau I, colonne 3 annexe 3)

Ainsi, les mutations des genes codant pour la SDH conduisent le plus souvent a des
paragangliomes (des tumeurs bénignes affectant essentiellement soit le systéme nerveux
parasympathique : tumeurs des glomus au niveau de la téte et du cou ; soit le systtme nerveux
sympathique extra-surrénalien) ou des phéochromocytomes (tumeurs dans la médullosurrénale), alors
que les mutations touchant la fumarase conduisent le plus fréqguemment a des fibromes utérins (tableau
I). 1l existe cependant un certain degré de chevauchement. Ainsi des cancers rénaux, ou des
paragangliomes, peuvent étre observés en liaison avec des atteintes génétiques impliquant les génes
codant la fumarase ou la SDH (tableau I, annexe 3).

2.5-Conclusion :

Le role de plaque tournante pour la vie cellulaire attribuée au cycle de Krebs reste plus que jamais
d’actualité. En outre, il semble désormais raisonnable de penser que toute altération anormale et
continue des balances entre métabolites du cycle de Krebs, favorisée bien sir a ’extréme par des
mutations génétiques, mais aussi par des conditions externes defavorables, en particulier par
I’exposition a certains polluants environnementaux, puisse avoir sur le long terme des consequences
(neuropathies, cancers) que nous ne faisons que juste entrevoir.

Dans ce contexte, on peut s’étonner que parmi les fongicides de derniere génération actuellement

recommandés dans le monde pour améliorer les rendements de la culture des graminees (blés et autres



ceréales), la conservation des fruits, ou... faciliter ’entretien des pelouses de golf (figure 3), figurent
des agents (SDHIs, inhibiteurs de la SDH) qui visent directement une enzyme du cycle de Krebs.
Initialement, les premiers SDHIs ont été introduits dans les années 60, mais a 1’époque ils n’ont pas eu
une diffusion extensive du fait de leur efficacité limitée. Une seconde génération de fongicides SDHI
destinés a la protection des récoltes a été mise sur le marché apreés les années 2000 visant a traiter un
grand spectre de maladies des plantes, le Boscalid étant le premier et réputé le plus efficace de ces
antifongiques. Les SDHIs sont désormais utilisés a grande échelle (70 % des surfaces traitées de blé

tendre et 80 % en orge d’hiver en 2014; 90 % des surfaces prévues en 2021.

3- Intitulé : avis de ’agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de
I’environnement et du travail relatif a « I’évaluation du signal concernant la
toxicité des fongicides inhibiteurs de la succinate déshydrogénase (SDHi) ».
(anses.2019, Annexe : 3)

3.1-Résumé :

L’usage extensif des SDHI depuis les années 2000. Ces substances ont la propriété de bloquer la
respiration des champignons, mais au regard de leur mode d’action non-spécifique (blocage de
I’activité d’une enzyme essentielle présente chez tous les organismes vivants possédant des
mitochondries), ils sont susceptibles d’avoir une action délétere sur la plupart des organismes vivants
exposeés, selon les doses et le temps d’exposition.

Nous soulignions aussi a 1’époque les risques potentiels de leur utilisation pour la santé humaine,
en pointant 1’absence de données sur ce point, compte tenu de mécanismes de toxicité non pris en
compte par les tests réglementaires (mitotoxicité, reprogrammation métabolique, dérégulation de
I’épigénome), point sur lequel nous avions insisté lors de notre audition a I’Anses le 14 Juin 2018. A
I’issue de ce message d’alerte communiqué dans un premier temps a I’Anses fin Octobre 2017, puis
rendu public en Avril 2018, I’Anses s’est autosaisie (annexe 4) , le 24 mai 2018 pour la réalisation

d’une expertise collective.



3.2- introduction :

Cette actualisation prendra en compte les publications scientifiques récentes dont 1’article publié le
7 novembre 2019 dans la revue scientifique PLOS One évoquant la toxicité de fongicides SDHI sur
des cellules cultivees in vitro » signale 1’Agence dans un récent communiqué alors qu’elle devrait
bient6t publier de nouvelles conclusions sur le sujet.

A la suite des travaux d’un groupe de personnes désignées comme expertes, I’Anses a délivré le
15/01/2019 un message plutdt rassurant sur 1’utilisation faite des SDHI (pesticides congus pour bloquer
la succinate déshydrogénase — SDH, une enzyme des mitochondries présente dans toutes les especes
vivantes).

Cet avis conclue a I’absence « d’¢éléments en faveur de I’existence d’une alerte sanitaire » bien que

soulignant que les questions actuellement sans réponse requierent des études complémentaires.

Cette étude scientifique, qui porte sur les SDHI, les Inhibiteurs de la Succinate DésHydrogénase

(la SDH ou complexe |1, une enzyme des mitochondries, impliquée dans la respiration des cellules),

Confirme, en I’étendant a 8 des SDHI utilisés en France, le caractére général de 1’effet des SDHI :

quelques soient les especes ou ont été testée les SDHI, la SDH a été inhibée ;
* Dévoile une cible nouvelle des SDHI de derni¢re génération, le complexe III ;

* Montre la toxicité des SDHI sur des cellules humaines en culture, toxicité masquée par les

conditions utilisées dans les tests réglementaires;
* Montre la capacité des SDHI a induire un stress oxydatif dans les cellules humaines ;

* Souligne I’hypersensibilité des cellules de malades dont les mitochondries fonctionnent déja mal
soit du fait d’une maladie causée par un déficit partiel de la SDH, soit d’une maladie neurologique

(ataxie de Friedreich) ou encore neurodégénératives (maladie d’ Alzheimer)



3.3- Hypotheéses identifiées aupreés des chercheurs lanceurs d’alerte, relatives aux
substances actives SDHI.

» Physiopathologie de la SDH humaine

La SDH, également appelée succinate ubiquinone oxydoréductase (EC 1.3.5.1), ou complexe
I1 de la chaine respiratoire mitochondriale, est une enzyme constituée de 4 sous unités (SDHA, SDHB,
SDHC, SDHD), codées par des séquences d’acide désoxyribonucléique uniquement nucléaires. SDHA,
une flavoprotéine, et SDHB, une protéine Fe-S, sont deux sous unités situées au niveau de la matrice
mitochondriale alors que SDHC et SDHD sont enchéssées dans la membrane interne. L’ensemble
comporte deux sites actifs, un pour 1I’oxydation du succinate en fumarate et un pour la réduction de
I’'ubiquinone en ubiquinol ces fonctions de couplage entre la phosphorylati..on oxydative et le cycle de
Krebs sont essentielles au bon fonctionnement de la respiration mitochondriale et par suite jouent un
role central dans toutes les fonctions cellulaires énergivores. Les sous-unités A et B de cette

hétéroprotéine sont plus conserveées entre les especes que ne le sont les sous-unités C et D.

Malgré ce role central des enzymes de la chaine respiratoire, il a €été démontré depuis les années 90
que la vie cellulaire restait compatible malgré des dysfonctionnements du cycle de Krebs induits par
des mutations dans les génes codant pour ces enzymes. Pour celles intéressant plus spécifiquement
cette expertise, plusieurs mutations héréditaires, et plus rarement sporadiques, des différentes sous-
unités de la SDH humaine ont été identifiées depuis 1995 et associées a des pathologies diverses ayant

fait I’objet de plusieurs revues bibliographiques.

Il s’agit essenticllement de pathologies cancéreuses (adénome hypophysaire et
paragangliome/phéochromocytome, carcinome rénal, tumeurs gastrointestinales), neurologiques
(encéphalopathies, leukodystrophie, syndrome de Leigh) et cardiaques (cardiomyopathies), pouvant
survenir dans I’enfance. De méme, des modifications épigénétiques de séquences clés de ces genes

peuvent altérer I’expression protéique de sous unités de la SDH et étre associées a certains cancers.



Les pathologies liées & des mutations sont actuellement considérées comme rares et souvent
détectées sous forme de cas groupés familiaux54. Les tumeurs sont le plus souvent bénignes mais il
existe un potentiel de malignité, les tumeurs associées a des mutations du géne SDHB ayant davantage
tendance a la malignité. La transmission des Phéochromocytomes-paragangliomes héréditaires est
autosomique dominante (a pénétrance incompléte), mais les génes SDHD et SDHAF2 sont soumis a

I’empreinte génomique maternelle et s'expriment si la mutation est d'origine paternelle.

La pénétrance dépend du gene, de I'age et de la localisation tumorale. Les mécanismes de la
cancérisation secondaire a un déficit important en SDH cellulaire sont partiellement élucidés et liés, au
moins en partie, a I’accumulation de succinate dont le réle dans I’oncogenése et la progression tumorale
a été récemment mis en évidence55. Pour ne citer qu’un élément supportant le réle de I’accumulation
de succinate dans 1’oncogenese, la surexpression observée des facteurs de transcription induits par
I’hypoxie (HIF) et de certains de leurs genes cibles permettrait 1‘adaptation cellulaire et tissulaire a
I’hypoxie et par suite conféreraient une capacité sélective de prolifération a des clones tumoraux. Il
apparait que dans les cellules déficitaires en SDH, le succinate accumulé se comporte comme un
oncomeétabolite dont le role dans les régulations épigénétiques cellulaires, favoriserait la promotion du

phénotype tumoral.

3.4- Hypothese d’effets sanitaires chez ’Homme comparables a ceux identifiés chez
les malades porteurs de mutations de la SDH.

» expositions alimentaires, non alimentaires et professionnelles.

Concernant la contamination des denrées, les éléments exposés précédemment démontrent, pour les
SDHI recherchés, que cette contamination est trés en-dega des limites réglementaires connues et ne
représente qu’une faible fraction des doses actuellement réputées sans effet, méme apres prise en
compte du régime alimentaire total. Ce résultat est cohérent avec 1’évaluation des substances actives
au cours de laquelle les différentes situations d’exposition (consommateur, utilisateur professionnel

etc.) sont scénarisées et comparées avec les valeurs toxicologiques de références adaptées : en cas de



dépassement de ces valeurs, la mise sur le marché des substances n’est pas autorisée. Enfin, ce résultat

suggere que les bonnes pratiques agricoles sont respectées pour cette famille de substances.

Les effets cancérogenes décrits chez les patients déficitaires en SDH interviennent dans des
situations d’altération durable du complexe II et nécessiteraient, pour conduire a ces effets chez des
patients non mutés un phénomeéne d’inhibition irréversible méme partielle, de la SDH par des
molécules exogenes. Ce mode d’inhibition ne semble pas étre celui des SDHI utilisés comme
substances actives phytopharmaceutiques, qui empéchent 1’arrivée du substrat au site actif par
encombrement stérique. Les SDHI ciblent tous le site de liaison de I’ubiquinone situé a I’interface entre
les sous unités SDHB, -C et —D59. Bien que cette structure protéique hétérotétramérique soit bien
conservée, les sequences protéiques peuvent diverger entre les espéces et conduire a des niveaux
d’inhibition variables, en particulier entre les regnes fongique, végétal et animal60. Ces différences
peuvent expliquer des différences d’affinité de 1’inhibiteur pour ’enzyme. Ainsi, dans des especes
phytopathogéniques telles que Botrytis cinerea, la SDH est fortement inhibée a faible concentration
par le boscalid. Chez la levure Saccharomyces cerevisia, cette inhibition est encore observée mais pour
des concentrations plus ¢élevées. Chez une espéce de mammifere, I’enzyme provenant de foie de porc
est quant a elle, pratiqguement résistante61. Ces différences de sensibilité inter-especes pourraient étre
expliquées par les différences structurales dans les sous unités et conditionner la réponse de

I’organisme aux effets sanitaires potentiels.

D’une maniére synthétique, la transposition des observations cliniques réalisées chez les patients
porteurs de mutation de la SDH vers des personnes exposées via I’environnement a des SDHI, se heurte

actuellement aux incertitudes suivantes pour lesquelles il n’existe pas ou peu de données :

- la sensibilité de I’enzyme humaine aux différentes substances actives SDHI,

- les niveaux réels d’exposition au niveau des cibles cellulaires (dose interne) dans le contexte de

molécules fortement métabolisées,

- le possible effet de cette inhibition isolée, et a priori limitée, dans un contexte de forte régulation sous

I’influence de facteurs internes et externes.



3.5. Conclusion

Considere donc que les informations et hypotheses scientifiques apportées par les lanceurs de
I'alerte, au regard des donnees de la littérature, des évaluations européennes des substances et des

données issues de la vigilance :

- n’apportent pas d’éléments en faveur d'une exposition qui n‘auraient pas été pris en compte dans

I'évaluation des substances actives concernées,

- mettent en évidence des incertitudes résiduelles sur des risques qui auraient pu ne pas étre pris en
compte dans 1’évaluation des substances actives concernées. Ces incertitudes, en I’absence de signal

d’alerte sanitaire,



4.3-Conclusions générale

Les pesticides SDHI sont supposés tuer les champignons responsables de la pourriture des produits
végétaux. Mais on sait aujourd’hui qu’ils s’attaquent également aux populations de vers de terre, de
nématodes, d’insectes, a la faune aquatique, etc., créant des ruptures inévitables dans les chaines
alimentaires. On sait aussi qu’ils représentent un risque pour 1’homme. Il est établi que les SDHI
inhibent la respiration cellulaire en bloquant une enzyme des mitochondries, la succinate
déshydrogénase (SDH), cela sans spécificité d’espéce (1). Ils bloquent autant I’enzyme des vers de
terre, des abeilles, des champignons que celle de ’homme. Rien d’étonnant a cela, cette enzyme a été
extraordinairement conservée au cours de 1’évolution, et est quasiment identique chez toutes les

especes.

Ces pesticides participent, au coté du changement climatique et des pratiques agricoles a court
terme, a la perte de la biodiversité. Les chiffres de 1’écocide des insectes, des oiseaux, des petits

mammiferes sont effrayants : I’'urgence est absolue.

Pour I’homme, nous voila désormais assis sur une bombe incontrolable. Les SDHI sont partout,
dans I’air, la terre, et I’eau. La SDH et ses produits ont un role clef dans la vie de la cellule et des
organismes vivants. La complexité de ce role est telle qu’a ce jour, personne ne peut dire quand et
comment cette bombe explosera : malformations, maladies neurologiques, cancers ? Les scientifiques,
dont nous sommes, doivent se 1’avouer, ils savent juste que le risque est considérable et cela encore
plus pour les personnes dont les mitochondries ne fonctionnent déja pas trés bien (malades de
Parkinson, d’Alzheimer, atteints d’ataxie, ou d’une maladie mitochondriale). Nous étions deux
en 2017, 11 en 2018, 450 début 2020 dans un appel paru dans le Monde, a demander en vain
I’application urgente du principe de précaution et la remise en cause de I’usage immodéré, répété et

préventif des SDHI.

Si la catastrophe écologique est 1a, que le risque pour I’homme est indiscutable, le bénéfice des
SDHI pour I’agriculture est loin d’étre évident. Malgré nos demandes, nous n’avons pas obtenu de
données établissant sérieusement un quelconque bénéfice significatif. Les seules publications
scientifiques sur ce sujet soulignent la difficult¢ de quantifier I’impact des fongicides sur les
rendements. Elles montrent de grandes variations dans les mesures, cela pour des gains souvent
inférieurs a ces variations. La realité est que 1’on a fait investir dans I’achat de machines trés cotiteuses
destinées a répandre ces pesticides, que 1’on a détruit une agriculture pérenne, sur la base d’une

tromperie qui apparait progressivement.


https://www.liberation.fr/debats/2018/04/15/une-revolution-urgente-semble-necessaire-dans-l-usage-des-antifongiques_1643539

Pourtant, malgré 1’urgence, rapports, expertises, auditions, financement de projets illusoires se
succedent sans aboutir depuis trois ans. L’actualité du moment sur les SDHI ? La mise en place par
I’ Anses d’un x iéme groupe de travail d’une quinzaine de personnes qui permettra d’étudier de nouveau
a loisir les moins de 25 publications scientifiques disponibles sur le sujet (selon les dires mémes de
I’Anses) en attendant d’analyser le rapport de 1’Inserm, demandé en avril 2018, et prévu, au mieux,

pour novembre 2020 !

L’absence d’effets nocifs relevés chez les personnes travaillant en agriculture (dans le cadre des
dispositifs de surveillance actuels) est une bonne nouvelle. Cela pourrait signifier que nous nous
trouvons temporellement en amont de la possibilité de déceler un effet de I’exposition aux SDHI sur

la santé humaine.

Il nous semble indispensable que les risques liés a I’utilisation des SDHI soient réévalués et que
cette évaluation prenne désormais en considération leur mode d’action lié¢ & un blocage du complexe 11
de la chaine respiratoire des mitochondries. Ainsi, le fait que certaines substances actives possédant
des modes d’action voisins (par exemple la roténone, qui inhibe le complexe I de la chaine respiratoire)
aient d0 étre retirées du marché.

Nous apprécions que nous ayons soulevées, validité attestée par I’intention affirmée de poursuivre ou
d’engager des recherches sur la dangerosité des SDHI. Nous regrettons cependant que la connaissance
du mode d’action des SDHI, et de leur capacité a inhiber également 1’enzyme humaine ainsi que celle
d’autres organismes vivants (abeilles, lumbrics) et enfin, la connaissance des pathologies liées au
blocage de la SDH chez I’étre humain, ne conduisent pas a appliquer le principe de précaution en
suspendant 1’utilisation des SDHI ou en restreignant 1’utilisation, tant que 1’absence d’impact de ces

pesticides sur I’environnement et sur I’étre humain n‘a pas été établi.
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Annexes

Annexel

Plos One Un rapide apergu (adaptation avec réorganisation des images
augmentés d encarts explicatifs supplémentaires ; P Benit & P Rustin)

Cette étude scientifique, qui porte sur les SDHI, les Inlubiteurs
de la Succmate DeésHydrogénase (la SDH ou complexe II, une
enzyme des mifochondnes, mmpliquée dans la respiration des
cellules),

* Confirme, en 'étendant a § des SDHI utilisés en France, le
caractere geneéral de l'effet des SDHI: quelques solent les
especes ou ont et testée les SDHI, la SDH a ete mhubée ;

» Dévoile une cible nouvelle des SDHI de dermiére génération, le
complexe III ;

» Montre la toxicité des SDHI sur des cellules humames en
culture, toxicite masquée par les condifions uthseées dans les
tests réglementaires;

» Montre la capacite des SDHI a indwire un stress oxydatf dans les
cellules hnmaines ;

» Souligne |'hypersensibilité des cellules de malades dont les
nmutochondries fonchonnent déja mal soit du fait d'une maladie
causée par un deficit partiel de la SDH, soit d'une maladie
newrologique  (atamie de  Fnedreich) ou  encore
neurodegeneratives (maladie d” Alzheimer)

Dans la conclusion, les auteurs soulignent que l'usage
immodeére, préventif, de produts sans aucune spécificité comme
les SDHI en font des candidats de premuer plan dans la perte de

IIs mndiguent également la menace que cet usage fait peser
sur 'homme dans 10, 20 ans (deélas d’expression des maladies
mutochondriales) cela pour un beénefice/ nsque nullement etabli.
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Fesume

Las Inmhibiteurs de la Succinate DéiHyvdrogénase (SDH) (SDHI) sont utilises dams s monds entier pour
limiter la proliferation de mwoisisseres sur les plantes ot leum prodwts. Towmfois, la SDH, dgalemant
appsld complexe II de la chalne recpirateime, st un composant exiverse] des mitochondries qQui soxt
prasantes dans quasi tons bes organismes vivants. La SDH est restée pasticulisrement conserves am comrs
de "'avobatiom, st I'om peut légitmement 5 Intrroger sur la specificitd des SDEI vis-a-vis des seules
mxpisdssares. Iol, mous ¢aablissons d'abord que la S0H de I"bomemae, de 1'abeille domestique, e ver de tezme
ot des champignons sont towtes sensibles aux hust SDEHI testds, avec toutefots des valewns d'ICw vamables,
pdndralement de I'ondne de micro-pwolaive. Mous avons envedte cheernd que oy des SDHL principalemsend
de l2 dernidre gémdration, mhitent, cutre la SDH, Uactiviie du complexe I de 12 chaine recpiratome. Puis,
nous mentrons que e glecose présent dans les milionx deo culture cellulaire masgue totalezent 1'sdffet
delacare des SDHIL En offet, lo ghicose mamabolisa par 1a ghycolyie va fournir suffsansment dATP ot de
powveir rednctenr (NADPH) pour les enrymes antoxypdantes of ainsi permetds la crodssance de callules
dedficiantes sa chaine respirateize. Fn revanche, lorsque [a ghimpeing et 12 principals soures de carbone am
Lisn &2 ghicose, 12 présencs de SDEHI enmaine nne mort celnlaine dépendamts du temps. Co processas @51
censidarablement accalard poer des Shroblastes provenant de patents atuints de maladies neemologiqnes
cu neuroddgansratves dues 2 wne altaraticn de la chaine respimateire (encéphalopathis dne a un daficit
pariel de SDH) st'ou & mme hypemeniibilitd aux sess exydatifs (ataxio de Fredreich, forme hiréditaime
de la maladie d'Alzheimar).

Introduction

La succinate déshydregdnase (SDH; EC 1.3.51.1),
dgalemsnt appelés complexe I (T de la chatne
de tanspost délectoms, <st wn  composant
umiversal «f clé de Iz chalne mespiioim
mitechondrale de tous les orgamismes vivants
(encadrés 1) [1). Cetu protéine transfeme le
alectrons tuwus de Texydatiom du succizaw @
fumarate a un pool dedid dubiquinone, cala sam

eximmica coacomifanie de protons. Le comploxs
SDH est composd de guate protdines (SDEHA-IY)
largament comservéas 2m cours de Tovolation
(encadrd I} [1]. Dam ls cycle de Krebs (Fig 1 et
Fizg 1 suppl), 1a SDH st 12 senle ennyme des
mitochondrie:s 3 ne pas aveir degnivalent dams
ancun anms cooapartiesent cellulaing ni de cofactmr
rédox soluble, el que NADHNADEH, gu puiuse
sime  ooinellememt coopemsds par  Tactivdte
Jautres déshydrogémaces; aind, La SDEH st umiges
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REsume

Chez I'homme, les dysfonctions des enzymes du cycle de Krebs lides i des mutations causent des encéphalopathies sévéres
du jeune enfant, cu différents types de tumeurs et de cancers touchant différents organes. Ainsi des mutations des génes
de la succinate-déshydrogénase ont &té identifiées dans des formes familiales de phéochromocytomes et paragangliomes.
Les mutations du géne de la fumarase s'observent dans des léiomyomes utérins en association avec des cancers rénaux,
mais des cas d'encéphalopathies de 'enfant ont aussi été observés. Les mutations des génes de ['isocitrate-déshydrogé-
nase peuvent représenter jusqu'a 20% des leucémies myéloides aijguss et jusqu'a 80% dans certains gliomes. On ne sait
actuellement expliciter la diversité des conséquences possibles de ces mutations : encéphalopathies versus cancers, natura
des tissus affectés, cinétigue variable d'apparition des symptdmes. Il semble en revanche établi que les anomalies dans les
équilibres métaboliques qui résultent de ces mutations soient 4 |a base des processus tumoraux en modulant ['activité
d'hydroxylases susceptibles d'affecter certains facteurs de transcriptions, mais aussi la méthylation de I'ADMN et les his-
tones. Dans ce contexte, il semble étonnant que soient largement utilisés certains fongicides dont I'effer est de bloquer
une étape centrale du cycle de Krebs, la succinate-déshydrogénase. Le principe de précaution voudrait sans aucun douts
de réévaluer urgemment |a nécessité de 'usage de telles substances pour 'homme et 'environnement.

ABSTRACT
Human diseases resulting from Krebs cycle impairments
In humans, dysfunctions of Krebs cycla enzymes caused by genetic mutations result
aither in severe encephalopathies of the young child, or in the appearance of different
types of tumors and cancers affecting diverse organs. Thus mutations of the succinate
- ~ dehydrogenase genes have been identified in familial forms of pheochromocytomas
. and paragangliomas. Most of the mutations in the fumarase gene are found in uterine
MoTs cLEs . . . B ’
i i leiomyomas in association with renal cancers, but cases of childhood encephalopa-
» acides organiques thies have also been observed resulting from mutations affecting the same gene.
} CANCErs : ; ;
X ) Isocitrate dehydrogenase gene mutations account for up to 20% of acute myeloid
» mitochondries . : . : o
_ leukemias, and up to 80% in some gliomas. So far we cannot explain the diversity of
» neuropathies ) : :
» SOHI the possible consequences of these mutations: encephalopathies versus cancers, the
different tissues that are affected and the variable kinetics of appearance of symptoms.
On the other hand, it seems now established that the abnormalities in the metabolic

Ker worps equilibria that result from these mutations are at the basis of the tumor processes
¥ Cancers ) by modulating the activity of a number of hydroxylases that may affect the fate of
» mitochendria certain transcription factors, but also the DNA and histone mathylation. In this
' neumpaﬂ'l_l context, it seems surprising that some fungicides that are now widely used, block a
: EE}EI:TIE aclas central stage of the Krebs cycle, namely the succinate dehydrogenase.The principle
\ J of precaution would impose to urgently re-evaluate the need for the use of these

] substances in consideration of human health and the environment.
@ 2018 — Eleevier Mazcon SAS
Tous droits récervés.
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D Introduction

Véritable plagque tournante du métabolisme des
acides organiques dans toutes les cellules, le cycle
de Krebs localisé dans les mitochondries a depuis
longtemps été montré comme fondamental pour la
vie cellulaire [1.2]. Pour ne citer que quelgues-unes
de ses fonctions:

» il fournit & la chalne respiratoire une partie des
équivalents réduits nécessaire A la synthése 4°ATP;

¥ une autre partie des équivalents réduits sont expor-
tés hors des mitochondries dans certaines condi-
ticns de stress et vont accélérer la synthése de
MNADPH et de glutathion;

P 20 assurant une intense activité méta-
boligue. il participe 4 la production
mitochondriale de chaleur;

# il est crucial dans la produc-
tion d'intermédiaires méta-
boliques essentiels pour
diverses réactions anaboliques
extra-mitochondriales:

¥ & partir du pyruvate essentiel-
lement produit par la glycolyse,
il preduit les mémbolites néces-
saires A la biosynthése des purines
et de divers acides aminés. |l n'est
donc pas vraiment étonnant que touta
dysfonction majeure du cycle ait longremps
&té jugée incompatible avec la vie [3].
De fait, méme la mise en évidence d'une accumula-
tion majeure et spécifigue d'un acide organique, par
exemple celle du fumarate dans certaines neuropathies,
ne semblait pas justifier de sintéresser 3 une dysfonc-
ticn primaire d'une enzyme du cycle, comme étant
ume cause possible d'une maladie humaine [4]. Cette
époque est désormais bien révolue! En effet depuis les
années 90, la description d'un nembre, cartes limité
(moins de 300 cas rapportés), de cas de mutations
délétdres dans des atteintes neurclogiques affectant
des génes codant des enzymes du cycle de Krebs, a
démontré que [a vie cellulaire reste compatible avec des
dysfonctions notables de ce cycle, avec les premiéres
mutations rapportées dans le géne de la fumarase, puis
de la succinate-déshydrogénase (5DH) dans deux cas
d'encéphalopathies sévéres de l'enfant [5.6]. Désormais,
ldentification de mutations dans des génes codant sept
des huit protéines du cycle de Krebs comme étant 'ori-
gine, cutre celle connue d'encéphalopathies de I'anfamt,
de différents types de processus tumoraux (plusieurs
milliers de cas) a changé la donne [7-1 1], eta permis de
réaffirmer importance cruciale de ce cycle et des voies
métaboliquas auxquelles il est associé. Elle a mis en évi-
dence d'une part le réle primaire de telles mutations
dans un type distinct de pathologie humaine, les pro-
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Le cycle de Krebs
localisé dans les
mitochondries a depuis
longtemps été montré
comme fondamental
pour la vie cellulaire

cessus tumoraux, et d'autre part.a fait de ces mutations
dans différents génes du cycle une cause reconnue et
nettement plus fréquente de maladies humaines.

Le cycle de Krebs,
une vue de l'esprit?

Awvec la description des différents phénotypes associés
aux mutations dans les génes du cycle, il est rapidement
apparu que les fonctions et caractéristiques du cycle de
K.rebs, ainsi que le réle des intermédiaires métaboliques
qu'il inter-convertit, étaient loin d'&tre réductibles au
schéma traditionnellement admis [12,13].
Du regroupement de huit protéines impliquées
dans le cycle tel quinidalement déarit par
Hans Adelf Krebs [1.2] et travaillant
de concert pour métaboliser 'acé-
tyl-Cod, il convient de noter que
les études de flux métaboliques
ont montré que le cycle devrait
en érre en fait considéré comme
deux entités distinctes [12.14].
Chacune de ses deux entités,
connectées par l'intermédiaire
d'une transaminase (figure I}, est
caractérisée par un flux cinétigue
propre, une situation incompatible
avec un foncticnnement a travers une
unique entité. 5i lon y ajoute |a redondance
d'une partie des protéines du cycle dans les com-
partiments mitochondriaux et cytosoliques, sa sollicita-
tion changeante en fonction des besoins métabeoliques
et des situations pathologiques, éventuellement variables
dans le temps et dans ['espace d'un organisme vivant,
il devient évident que ['unicité du cycle telle qu'elle a
&té décrite avec une crganisation rigide, doit sans doute
&tre reccnsidérée. Finalement, le continuum métabo-
ligue autour des acides organigues du cycle implique
d'intégrer A toute réflexion sur les pathologies assocides,
des génes dont les produits constituent des partenaires
4 part entiére du cycle (comme la pyruvate-déshydro-
génase, par exemple). Conformément i cette dernigre
cbservation, létude des pathologies associées aux muta-
tions des génes des voies mémboliques directement affé-
rentes et efférentes (figure I) montre la similituda avec
celles assoriées aux muttions des génes codant les pro-
téines du cycle de Krebs proprement dic

Deux univers )
de maladies humaines

Des mutations dans plus d'une quinzaine de génes
de ces chalnons métaboligues sont ainsi connues
comme étant i I'origine de pathologies humaines,
incluant les génes codant les protéines du cycle
sensu stricto (tableau I). Ces mutations correspondent
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Figure 1. Table toumnante du métabolisme cellulaire, 'organisation complexe du cycle de Krebs.
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Le cycle de Krebs (figurant sur le disque gris) est lcl complété par les principales voles métzboliques afférentes et efférentes qui pour
partie peuvent donner lieu 2 une tssu-spécificité plus ou moins marquée. De facon identque, 'organisation méme du cyde, en particulier
dans ses aspects quantitatfs, pourrait varier selon les tissus considérés. Alnst, Iz cindtique de conversion depuls 'oxaloacétate Jusqu'd
I'a-cétoglutarate (en bleu) s'est avérée différente de la conversion de lu-cétoglutarate jusqu'a l'oxaloacétate (en vert), un déséquilibre
permis par la réaction de transaminatgon (GOT, en violet) [14]. Notez 'accumulation anormale d'un oncoméabolite particulier, le
2-hydroxy-glutarate, en cas de mutation affectant I'isodtrate-déchydrogénase [29].

Abréviations: ACO, aconitase; ADP, adénosine-diphosphate ; AG, addes gras; Col, coenzyme A; CS, citrate-synthase;

DLAT. dihydrolipoamide-S-acétyl-transférase (E2) : DLD, dihydrolipoamide-déshydrogénase (E3); DLST. difiydrolipoamide-S-succinyl-
transférase (E2); FH, fumarate-hydratase; GDP, guanosine-diphosphate ; GPT, glutzmate-pyruvate-transaminase ; GOT, glutamate-
oxaloacétate-transaminase ; GLUD, glutamate-déshydrogénase ; IDH, isodtrate-déshydrogénase ; IRP, iron-responsive protein;

LDH, lactate-déshydrogénase; LIP, acide bipoique ; LIPT |, 2-hpoyl-transférase ; MDH, malate-déshydrogénase; ME, enzyme maligue ;
NAD, nicotnamide-adénine-dinudéotide ; NADP, nicotinamide-adénine-nudéotide-phosphate ; OGDH, oxoglutarate-déshydrogénase
(x-cétoglutarate-déshydrogénase; OGDHEI! : El ; OGDHL, El-ike); PC, pyruvate-carboxylase; PDH, pyruvate-déshydrogénasze
(PDHA| et PDHB,: respectivement sous-unités « et B d'El) ; PDHX, pyruvate-déshydrogénase composé X ; PDKs, pyruvate-
déshydrogénase-kinases ; PDP, pyruvate-déshydrogénase-phosphatzse; TPP, thiamine-pyrophosphate ; SDH, succinate-déshydrogénase;
\SUCL sucanyiCoA-ligase. "
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Tableau . Les maladies associées aux mutations
touchant les enzymes du cycle de Krebs ou fonctionnant de concert.

Enzyme déficitaire Gene Phénotype tumoral Maladies autres
Pyruvate- PDHAI Crespuis Macidose lactque précoce fatale jusgu'a
déshydrogénase une maladie neurclogique chronigue
DLAT Microcéphalie et remrd mentzl
(PDHAZ)
POHB Acidose lactique, hypotonie
PO
POK2
PDK3 Maladie de Chancot-Marie-Tooth dominante, liée
PDE4 Résistance aux andestrogénes danc ke cancer du arx
POPI gein
POF2 Acidose lactique, Hypotonie
POFR
UPTI Syndrome de Joubert Acidose lactique précoce
LIPT2 fatale, Maladie de Leigh
Encéphalopathie néonatale
Phosphoénol PCEI Dréfaillance hépatique sévére
-pyruvate- Hypoghycémie précoce
carboxykinasze PCK2 Acidose lactique
Pyruvate- PC Acidoze lactique avec remrd développemental ou
carboxylase micrialité
Citrate-synthase C5 Poegible dérégulation dans différents
CANCErs : sUrexpression rapportée dans des
adénocarcinomes ovariens, perte de fonction dans
des carcinomes cervicaux
Aconitase ACOH
ACO2 Aceociation poscible dans certains cancers Cragénéreccence céréballeuse-rédnale de I'enfant
gastriques et dans des cancers de la prostate Meuropathie optigue isolée ou syndromigue
Synthése Centre FXM Amxie de Friedreich
Fer-Soufre ISCIL MU Myopathie
(déficit multiple) Encéphalopathie fatzle de I'enfant etiou
hypertension pulmonaire
lsocitrate ICHI Glicblastome Convulsions ajoutées au gliome
-déshydrogénase Leucémie myéloide pévére
Chondrosarcome, Cholangiocarcinome
IDH2 Glioblastome Acidurie D-2-hydroyglutarique
Chondrosarcome
Cholangiocarcinome
IDH3A Encéphalopathie sévére de Menfant
IDH3B Rétinite pigmentaire
IDH3G
e-cétoglutarate | OGDHEI Cancer colorectal
-déshydrogénase | OGDHL
DLST
DLD Encéphalopathie sévére
LIFTI Acidoze lactique précoce faale
Maladie de Leigh
LPT2 Encéphalopathie néonatale
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Tableau I (suite). Les maladies associées aux mutations
touchant les enzymes du cycle de Krebs ou fonctionnant de concert.

Enzyme déficitaire Gene Phénotype tumoral
Succinyl-CoA SUCLGI Encéphalomyopathie
-ligase SUCLG2 .
SUCLAZ Encéphalomyopathia
Diystonie et surdité
Succinate- SDHA Adénome hypophysaire et paragangliomel Syndrome de Leigh
déshydrogénase phéochromocytome Atrophie optque et ataxie
Carcinome rénal
SDHB Paragangliome, Phéochromocytome Leukodystrophie
Carcinome du rein
Tumeur gastro-intestinale
Syndrome de Carmney-Stramkis
Syndrome de Cowden
Cancer du rein & cellules claires
SDHC Paragangliome, Phécchromocytome
Syndrome de Carmney-Stramkis
Paragangliome, Phéochromocytome
SDHD Syndrome de Camey-Stramkis Encéphalomyopathie
Cancer du rein
Syndrome de Cowden
Paragangliome, Phéochromocytome
SDHAFI Leukoencéphalopathie infantile
SDHAF2
SDHAF3
SDHAFR4
Fumarase FH Syndrome HLRCC (fibrome utérin héréditaire et Encéphalopathie, comvulsions, Giblesse musculaire
cancer & cellule rénales papillaires)
Tumeurs rénales
Paragangliome, Phéocchromocytome
Malate HMDHI
-déshydrogénaze MDHI Paragangliome Encéphalopathie infantle
Enzyme malique MEI MADP | Cancer colorectal
MEZ MAD | Cancer du pancréas
ME3 MADF | Mélanome cu@né
Glutamate- GOTI Macro-aspartate transaminace familiale
oxaloaceé tate- GOT2 Favorise I'apparition de phéochromocytome
transaminase
Glutamate- GPT 1
pyruvate- GPT2 Cancer du sein Diabéte insulino-dépendant. microcéphalie,
tranzaminase paraplégie spastque
Glutamate- GLUDI Syndrome spinocéréballeus
déshydrogénase @ GLUDZ Hyperinsulinémie, hypoglycémie
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4 différentes entités pathologigues qui peuvent inter-
venir 4 tous les iges de la vie et toucher différents
organas [15]. Pour une part des présentations cli-
niques, en particulier celles historiqguement décrites
les premigres dans les années 90, on observe de
fagon fréquente des atteintes neurclogigues de I'en-
fant (tableau I, colonne 4) [13]. Celles-ci sont trés
similaires i celles observées pour les atteintes des
transporteurs d'électrons de la chaine respiratoire
mitochondriale [16] qui sont supposées avoir pour
conséquence un déficit énergétique lié & une syn-
thése défactueuse d'ATPE etfou des anomalies dans
l'utilisation de I'oxygéme résultant en la génération
excessive d'espéces réactives de I'oxygéne (supe-
roxydes) [|2]. Le mangue d'ATP et l'excés de supe-
roxydes sont connus pour favoriser nécrose
et apoptose et i ce titre ils constituent
une trame pour expliciter une partie
des atteintes, nécrose tissulaire et
dysfonctions sévéres observées
dans ces atteintes essentielle-
ment neurclegiques [ 7).

Mais depuis les années 2000, une
succession d'études a montré
que des atteintes précisément
dans ces mémes génes Staient &
l'origine d'un tout autre type de
maladies humaines résultant cetta
fois du développement de umeurs
et cancers [|8]. Selon les génes mutés,
certains organes semblent plus particu-
lizrement atteints (tableau l, colonne 3).

Ainsi, les mutations des génes codant pour la SDH
conduisent le plus souvent 4 des paragangliomes (des
tumeurs bénignes affectant essentiellement soit la sys-
téme nerveux parasympathigue: tumeurs des glomus
au niveau de la téte et du cou; soit le systéme nerveux
sympathique extra-surrénalien) ou des phéochromo-
cytomes (tumeurs dans la médullosurrénale), alors
que les mutations touchant la fumarase conduisent le
plus fréguemment 4 des fibromes utérins (tableau I).
Il existe cependant un certain degré de chevauche-
ment. Ainsi des cancers rénaux, ou des paragangliomes,
peuvent étre observés en liaison avec daes atteintes
génétiques impliquant les génes codant la fumarase
ou la SDH (tableau I).

Il est & noter que dans ces processus tumoraux, les
dysfonctions des enzymes sont la cause d'une pro-
lifération cellulaire anarchique, s"élcignant, sans que
I'on ne connaisse véritablement le mécanisme, des
phénoménes de mort cellulaire mis en avant dans les
encéphalopathies initialement décrices [13]. En effet
&'l est possible pour les déficits en SDH d'opposer les
déficits partiels mesurés dans les cas d'encéphalopa-
thies [6] au déficit total mesuré dans les wumeurs [19],
l'activité de la fumarase est réduite & quelgues pour-
cents aussi bien pour les cas d'encéphalopathies que
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Les mutations des
génes codant pour
la SDH conduisent
le plus souvent a des
paragangliomes ou des
phéochromocytomes

pour les cancers associés [5.20]. Fréguemment et
indépendammant de telles mutations génétiques, des
dérégulations métaboliques favorisant la glycolyse aux
dépens de |'activicé du cycle de Krebs interviennent
pour fournir les métabolites nécessaires 3 une proli-
fération rapide des cellules cancéreuses, ainsi que les
cofacteurs nécessaires i leur lutte contre le stress
oxydant (effat VWarburg).

Quoique puisse étre I'explication du devenir des cal-
lules, mort ou prolifération, les atteintes des protéines
du cycle de Krebs initialement considérées comme
tout i fait exceptionnelles dans des pathologies non
cancéreuses, se révalent étre plus fréquentes dans un
contexte tumoral.

Retour sur le fondamental...

Une grande partie des avancées réalisées
dans l'investigation da ces maladies a
suivi le développement des tech-
niques de biochimie puis surtout
celui spectaculaire de la génétigue.
Mis au service de la médecine, les
outils se révalent tous les jours,
plus efficaces pour permettre
d'identifier plus facilement les
mutations responsables de maladie
dans les familles. Qutre d'autoriser
les diagnostics prénataux d'affections
SOUVEnt graves, ces avancées permettent
de toujours mieux comprendre ces mala-
dies en attendant le jour espéré proche ol il
deviendra possible de développer les thérapies efficaces
qui manquent encore totlement.
Mais depuis quelgues années, nous observons en outre
un retcur inattendu des travaus réalisés i 'occasion de
linvestigation de ces pathologies vers des aspects trés
fondamentaux de la biclogie cellulaire et de la biochimie.
En effet, 'analyse des tumeurs résultant des mumations
des enzymes du cycle de Krebs, o0 de cellules en culture
porteuses de mutations touchant ces mémes enzymes,
a montré des anomalies spectaculaires dans les balances
métaboligues contrélées par 'activicé des enzymes
mutées [8,21], ou la production d'un métabolite particu-
lier, 'ydroxyglutarate dans le cas des mutations affectant
les génes codant lisocitrate-déshydrogénase (IDH) [9].
Tous ces métabolites accumulés anormalement dans
les tumeurs sont désormais regroupés sous le terme
d'oncomérabolites. De fil en aiguille, les travaux ont
miontré que ces balances étaient des facteurs cruciaux
dans les régulations &pigénétiques, en particulier par la
régulation de différentes hydroxylases cellulaires. Ainsi
la prolyl-hydroxylase contrélant la dégradation du fac-
teur HIF| e, et ainsi 'ensemble des voies de signalisa-
tion qui dépendent de ce facteur, se trouve inhibée par
l'accumulation de succinate dans le cytosol des cellules
(figure 24). Un mécanisme similaire amé&ne linhibition
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Figure 2. Une partie des mécanismes intervenant dans la régulation épigénétique
controiée par les acides organiques.
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(a droite) est dépendante de son ubiguitination par un complexa protéique (VHL, eBC, Cul2, Rbx|1, en haut). Catte réaction qui requiert
de I'oxygéne dépend de I'hydroxylation initiale de HIF-1a par s prolyl-hydroxylase. En condition d'anaérobiose, HIF- 1« se Jocalise dans
le noyau des cellules ol Il participe 2 la régulation transcriptionnelle d'une série de génes cibles (la vole HIF), induant des génes codant
des enzymes de la glycolyse. U'a-cétoglutarate et le succinate étant respectuvement e substrat et le produit de la réaction, I'activité de k2
prolyl-hydroxylase sera contrdiée par fa base entre ces deux acides organigues.

B- De fagcon identique, iz balance de concentrations entre ces deux acides organiques va affecter les activités de 'histone-déméthylase
(en haut) et de FADN-hydroxylase de &z famille TET (en bas). L2 premiére activité module la méthylaton des résidus lysine des

histones, alors que &z saconde va moduler la médhylation des résidus cytosine de '’ADN. La balance «-cétoglutarate/succinate, ainst

que I'accumulation de 2-hydroxy-glutarate en cas de mutation des génes codant pour lsocitrate-déchydrogénase, 2 été montrée
Instrumentale dans la formation des tumeurs chez 'Homme en modifiant les réactions de méthylation des histones at de 'ADN [22,29].

kAbr@viations: HIF, hypoxia-inducible factor ; eBC, Elongin8/C; YHL Von Hippel-Lindau ; Cul2, Culline
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des oxygénases impliquées dans la méthylation tant des
histones (histone-déméthylase) que de 'ADN (5-méthyl-
cytosine-hydroxylase) (figure 2B) [22]. Bien que chacun
des différents oncométabolites apparaisse pouvoir agir
de fagon différentielle selon les tissus et avoir éventuelle-
ment différentes cibles [ 1].leur réle dans les régulations

cellulaires est désormais admis. Par sa capa-
cité a utiliser I'acétyl-CoA, le succinate et le fumarate, le
cycle de Krebs intervient en outre trés directement dans
les modifications post-traductionnelles des protéines
(succination, succinylation et acétylation) intervenant dans

le marquage épigénétique, dont celui les histones [13].
Lensemble de ces balances entre métabolites, auxquels
on ajoutera les métabolites du glutamate dont la gluta-
mine, une source privilégiée d'a-cétoglutarate, appa-
raissent désormais comme des facteurs centraux dans
les régulations épigénétiques. Depuis, ces derniéres ont
6té montrées comme affectant non seulement la pro-
lifération cellulaire mais aussi les processus de diffé-
renciation tels qu'étudiés désormais fréquemment a
travers les iPSC (induced Pluripotent Stem Cells). Cette
régulation de I'épigénétique par les acides organiques
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du cycle de Krebs, citrate, succinate et fumarate en par-
ticulier, semble également jouer un réle central dans la
réponse aux sdmuli pro-inflammatoires, les intermédiaires
du cycle de Krebs intervenant alors comme molécules
de signalisation et comme immuno-medulateurs [23].
Les mutations dans les génes codant des enzymes du cycla
de Krebs ne sont évidemment pas les seuls acteurs dans
la promotion du phénotype tumoral, et s les avancées en
genétque des 30 derniéres années ont permis la mise en
évidence de mutations causales permet@nt d'expliguer
la transformation cellulaire (comme par exemple la 5SDH
dans certains cas de gliomes), elles ne peuvent 4 alles
seules rendre compte des dérégulations métaboliques
qgui se mettent en place au cours de tous les processus
wmorae. En effet, des interactions complexes dans les
miultiples voles de signalisation contrélant le métabolismea
peuvent conduire & une reprogrammation méabolique
propice i ['expansion de cellules wumorales, aver en retour
un retentissement sur Mactivité du cycle de Krebs.

Conclusion

Plusieurs raisons justifient le renouveau d'intérét que
connait le métabolisme des acides organiques du cycle
de Krebs. D'une part les maladies trouvant leur sourca
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dans des anomalies de ce mémbolisme sont passées du
statut d'extrémement rares,  tore d'encéphalopathies de
lenfant pour I'essentiel, a celui de maladies dont I'exten-
sion va sans cesse croissante avec un nombre grandissant
de tumeurs dont 'origine réside dans des mutations de
génes codant des enzymes du cycle de Krebs [13]. Ce
sont les investigations mendes dans ce cadre qui ont en
particulier contribué 4 montrer le réle central que les
métabolites du cycle jouaient dans les régulations épi-
génétigues. Ce sont ces mémes régulations dont on sait
désormais qu'elles jouent un réle tout aussi décisif dans
la différenciation et la prolifération cellulaire [24].
Clairement, le réle de plague tournante pour la vie cel-
lulaire attribuée au cycle de Krebs reste plus que jamais
d'acrualité. En cutre, il semble désormais raisonnable da
penser que toute altération anormale et continue des
balances entre métabolites du cycle de Krebs, favori-
séa bien sir i 'extréme par des mutations génétiques,
miais aussi par des conditions externes défavorables, en
particulier par ['exposition 4 certains polluants environ-
nementaux, puisse aveir sur le long terme des consé-
guences (neurcpathies, cancers) que nous ne falsons que
juste entrevoir.

Dans ce contexte,on peut s'éonner que parmi les fongicides
de derniére génération actuallement recommandés dans
le monde pour améliorer les rendements de la culture
des graminées (blés et autres céréales), la conservation
des fruits, ou... faciliter 'entretien des pelouses de golf
(figure 3), figurent des agents (SDHIs, inhibiteurs de la
SDH) qui visent directement une enzyme du cycle de Krebs
[25]. Initialement, les premiers SDHIz ont été introduits
dans les années 60, mais & 'épogue ils n'ont pas ew une
diffusion extensive du fait de leur efficacité limitée [26].
Une seconde génération de fongicides SDHI destinés
4 la protection des récoltes a &té mise sur le marché
aprés les anndes 2000 visant A traiter un grand spectre
de maladies des plantes, le Boscalid &tant le premier et
réputé le plus efficace de ces antifongiques. Les SDHIs
sont désormais utlisés 4 grande échelle (70% des surfaces
traitées de blé tendre et B0% en orge d'hiver en 2014
()Y Maufras); 90% des surfaces prévues en 2021 (AS Le
Gall); interviews sur le site https:/hwww.terre-net.fr).
Bien sor, ['affinité pour, et le positicnnement dans, leur
cible {la SDH) de ces inhibiteurs SDHIs, ainsi que leur
captation par les cellules, facteurs dont dépendra Finhibiton,
varient selon les espéces vivantes étudiées. En particulier.
les sous-unités C et D diffarent notablement de leurs
équivalents dans diverses espéces [27]. Came différence a
été invoquée pour rendre compte de 'apparente innocuité
chez 'hemme. Malheureusement, les connaissances
d'affinité ne comcernent en réalité quun nombre infime
d'espéces, restant testdes sur des périodes courtes dans
des conditions données. Ainsi, il apparalt déji que les
nématodes sont également sensibles 4 cermins de ces SDHI
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{Indemnify/fluopyram). Dés lors, sans méme parler d'une
éventuelle toxicité directa chez Thomme, ces traitements
pourraient intervenir dans la diminution spectaculaire de
la biomasse d'insectes rapportée récemment en Europe
(plus de 75% en 27 ans dans 63 zones protégées en
Allemagne) [28]. une disparition aux conséquances encore
totalement imprévisibles. Chez 'homme une éventuelle
toxicié pourrait &tre variable selon le fond génétique
de chague personne (les seuils de tolérance aux résidus
des SDHI admis sont de 3 mg kg' pour la tomate, pour

s'élever & 10 mg kg' pour la pomme ou les framboises,

et jusqu'a 60 mg kg' pour les épinards) [26]. Le principe
de précaution devrait sans doute conduire 3 réduire au
strict minimum, ou mieux & proscrire, 'usage de tels
agents qui visent des voies cruciales du mémbolisme et
présentes chez tous les organismes vivants, comme le
cycle de Krabs. 7R

Liens d'intéréts: les auteurs déclarent ne pas avoir de liens
d'intéréts,
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AVIS
de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
de I'environnement et du travail

relatif & « I'évaluation du signal concernant la toxicité des fongicides inhibiteurs de la
succinate deshydrogénase (SDHI)»

L'Anzes mef en ceuvre une experfize scienfifigue indépendante ef pluraliste.

L'Anzes confnbue principalement 3 asesurer la securite sanitaire dans les domaines de 'environnement, du fravail et de
I'alimentation ef 3 évaluer les risques zanitaires gu'ils peuvent comporter.

Elie contribue également 3 azsurer d'une part la protection de la zanfé ef du bien-éire des animaux of de la zanté des
vegétaux ef d'aufre parf & 'évaluation des propriétés nutrifionnelles des aliments.

Elie fournif aux autorifés compéfentes toufes ez informations sur ces risques ainsi que Pexperfize ef l'appui scientifigue
technigue néceszaires & I'élaboration des dizpositions Iégizlatives ef réglementaires et 3 la mize en ceuvre des mezures
de gestion du risque {article L.1313-1 du code de la zanfé publigue).

Ses aviz sont publids sur 2on site infemet.

L'Anses s'est saisie le 24 mai 2018 pour la réalisation de l'expertise suivante : Evaluation du signal
concemant la toxacité des fongicides inhibiteurs de la succinate deshydrogénase (SDHI).

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Dans une tribune publiée le 16 avril 2018 dans la presse, plusieurs scientifigues ont souhaite
alerter sur les nsques potentiels pour la santé et lenvironnement de usage en agnculture des
fongicides inhibiteurs de la succinate déshydrogenase (SDHI). Dans ce contexte, I'Anses a confie
I'analyse de ce signal & un groupe d'experts.

L'objectif de cette expertise est de déterminer si les informations et hypothéses scientifiques
mentionnées par les auteurs d'une tribune sur les risques potentiels pour la sante de 'usage en
agriculture des fongicides inhibiteurs de la succinate deshydrogénase (SDHI) apportent, au regard
des données de la littérature, des évaluations européennes des substances et des données issues
de la phytopharmacovigilance, des éléments en faveur d'une exposition et de risques qui
n'‘auraient pas été pris en compte dans I'évaluation des substances actives fongicides concemeées

2. ORGAMNISATION DE L'EXPERTISE

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Cualité en expertise —
Prescriptions générales de compéatence pour une expertise (Mai 2003) ».

L'expertise collective a été réalisée par le groupe dexpertise collective d'urgence (GECL)
« SDHI » appuyé par les Unités d'Evaluation de la DEPR (Direction de I'Evaluation des Produits
Réglementés) entre Juin et Décembre 2018. L'Unité Phytopharmacovigilance et Observatoire des
residus de pesticides (UPQ) de la Direction de 'Evaluation des Risques (DER) a également éte
sollicitée.

Agence nationale de sécurité sanitare de |'alimentation, de Fenvironnement et du travail,
14 rue Pierre et Marie Curie, B4701 Maisons-Alfort Cedex
Telephone - + 23 (01 42 77 13 50 - Telécopie : + 33 (D)1 48 77 28 26 - wwiw.anses.fT
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Les scientifiques signataires de la tnbune ont été auditionnés par le GECU lors de sa réunion du
14 juin 2018.

L'Anses analyse les liens dintéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d'éviter les nsques de conflits d'interéts au regard des points fraités dans le cadre
de l'expertise.

Les déclarations dintéréts des experts sont publiées sur le site internet de 'Anses (www.anses.fr).

3. AMALYSE ET concLusions pu GECU

Les SDOHI ou Inhibiteurs de la Succinate Deshydrogénase sont des fongicides essentiellement
utilisés sur céréales pour contrdler des maladies majeures de type septonose, helminthosporiose,
ramulariose, et en traitement de semences, les charbons et autres champignons non pythiacées.
lls sont également utilisés sur vigne, en arboriculture, grandes cultures (autres que céréales)
cultures légumiéres et omementales afin controler les maladies majeures de type sclérotinia,
pourmiture grise, phoma, et autres champignons de ce type.

A ce jour, 11 substances actives de cette famille entrent dans la composition de produits autonses
en France.

Sur la base des éléments détaillés dans son rapport (annexe 2), le GECU note que :

* il n'est pas possible de répondre de maniére définitive 3 toutes les questions et hypothésas
identifiees auprés des chercheurs lanceurs de I'alerie,

s certaines de ces questions ou hypothéses renvoient 4 des réflexions communes a toutes
les substances actives phytopharmaceutiques et d'autres produits chimigues réglementés
contexte réglementaire ne prévoyant pas l'exclusion de substances sur la base du danger
hors CMR/PE, gestion des nisques par application de seuls de toxicité, expositions
cumulées, caractére prédictif des tests d'écotoxicologie pour les substances persistantes.
En raison de leur caractére transverse a toutes les substances phytopharmaceutiques, ces
questions ne constituent pas une alerte specifique A la famille des SDHI,

+ A linverse, certaines de ces guestions ou hypothéses sont plus spécifiques a la famille des
SDHI : sensibilité croisée des enzymes humaines et fongiques, introduction d'études
ciblées en sus des études réglementaires minimales pour considérer les risques
mitotoxiques, pertinence d'études de cancerogénése chez le rongeur pour détecter des
cancers imputables a une alteration de la fonction S0OH.

Cependant, les incertitudes résiduelles sont & mettre en relief avec

o [apparent respect des bonnes pratiques agricoles pour cette famille de substances,
objectivé par le caractére exceptionnel des dépassements de LMR lors des nombreuses
analyses et probablement soutenu par la nécessité de limiter 'émergence des résistances
fongigues,

s la fablesse des expositions alimentaires fotales rapportées aux seulls toxicologiques
actuellement connus et appuyés sur une batterie importante de tests, dont des tests de
cancérogénicité réalisés chez le rat,

* le métabolisme important de ces substances conduisant 4 des doses internes faibles au
regard de l'exposition externe,

Page 2/8
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o [état actuel des connaissances scientifiques relatives & la plausibilité d'un effet
cancerogéne en présence dinhibition, probablement reversible, de la SDH etlou
d'accumulation limitée d= succinate,

s ['absence, en I'état actuel des donnees portées 3 sa connaissance, de reel signal d'alerte
sanitaire en termes d'effets spécifiques observés pour les organismes de l'environnement,

+ [absence, en I'état actuel des données portées a sa connaissance, de réel signal d'alerte
sanitaire en termes d'augmentation de l'incidence des cancers spécifiques associés au
déficit en SDH, chez 'Homme non porteur de mutation (chez les professionnels exposes
par exemple), malgré une commercialisation parfois ancienne de ces molécules.

Le GECU considére donc que les informations et hypothéses scientifiques apportées par les
lanceurs de l'alerte, au regard des données de la littérature, des évaluations europeéennes des
substances et des données issues de la vigilance :

s n'apportent pas d'éléments en faveur d'une exposition qui n'auraient pas été pns en compte
dans I'évaluation des substances actives concemees,

« mettent en évidence des incertitudes résiduelles sur des risques qui auraient pu ne pas étre
pris en compte dans 'évaluation des substances actives concernées. Ces incertitudes, en

labsence de signal dalerte sanitaire, justifient les recommandations formulées au
paragraphe ci-apres.

Afin de lever cerfaines incertitudes résiduelles mises en évidence lors de létude des hypothéses
scientifiques identifiées auprés des lanceurs de l'alerte, et plus généralement de renforcer la
sécurité d’'emploi des substances actives phytopharmaceutiques, le GECU préconise les
recommandations suivantes, regroupées de maniére thématique. Ces recommandations devraient
éfre partagees au niveau europeen, en coherence avec les modalités d'évaluation des substances
actives. Certaines de ces recommandations prévoient 'apport de connaissances nouvelles,

pouvant nécessiter une ré-évaluation de la sécunté d'emplol des SA SDHI au fur et & mesure de
leur production.

Afin de mieux caracténser les dangers des SA SDHI

s caracténser les proprietés dinhibition des SDHI, de leurs meétabolites et produits de
dégradation sur des enzymes humaines en utilisant des tests appropries et en considérant
des associations de SA au mécanisme d'action commun. Ces proprietés dinhibition seront
mises en regard des expositions internes estimées pour les consommateurs,

« caracténser les propnétés dinhibition des SDHI, de leurs métabolites et produits de
dégradation sur des enzymes des organismes non cibles. Ces propriétés dinhibition seront
mises en regard des expositions estimees pour ces organismes,

s développer [lutilisation d'outils de detection et caracténsation utlisables lors des
evaluations réglementaires, pour les effets mitotoxiques.

Afin de mieux caracténser les expositions :

+ poursuivre les plans de surveillance et de contrdle apportant des informations objectives
sur ['exposition réelle de |a population et des organismes de I'environnement et permettant
de mettre en relief les données contenues dans les dossiers d'autorisation,

s gjouter d'autres substances actives SDHI dans les plans de surveillance et de contrile et

les futurs travaux de FEAT, puis mettre & jour l'évaluation des risques a posterion qui en
découle,
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prendre en compte les expositions par wvoie aérienne lorsque ces données seront
disponibles, notamment dans le cas du boscalid qui est le seul SDHI retenu dans le cadre
du travail d'expertise relatif a la definition de modalités de surveillance des pesticides dans
Iair.

Afin de mieux caractériser les risques associés aux SA, dont les SDHI -

tester la faisabilité d'un suivi retrospectif et prospectif de ['évolution de lincidence de
pathologies connues en lien avec des mutations « SDH » (registres),

guantifier l'exposition interne des travailleurs et consommateurs exposés,

poursuivre les travaux relatifs au développement de tests toxicologiques et
ecotoxicologiques plus sensibles, en lien avec le mécanisme d'action des substances
actives,

poursuivre les travaux d'expertise et de recherche sur le cumul des expositions pour un
effet donne, prenant en compte jusgu'aux mecanismes d'actions toxiques communs. Dans
le cas particulier des SDHI, cette approche devrait notamment étre appliquée a des
associations de fongicides inhibant la respiration mitochondriale, en particulier afin de
documenter ['effet attendu sur des cellules humaines,

poursuivre les efforfts de création, de collecte et dinterprétation des données de

phytopharmacovigilance afin de détecter les éventuels signaux découlant des usages des
produits, sur I'ensemble du territoire national,

développer ['utiisation ou le recours aux AOP (Adverse Outcome Pathway)! pour
considérer les effets combinés des mélanges?®

Afin de renforcer les dispositifs réglementaires existants :

introduire des requis réglementaires sur la pertinence chez 'Homme et les organismes non
cibles du mécanisme d'action pestficide des substances actives, sous réserve que la cible
soit connue et présente chez 'Homme et/ou les organismes non cibles,

considérer |a possibilité d'identifier, 3 l''mage de la génotoxicité, des effets toxiques pouvant
Justifier une précaution de principe équivalente & celle dont beéneficient, dans la
réglementation, les substances CMR.

considérer le recours plus systématique aux tests écotoxicologiques complexes simulant
les conditions naturelles (cosmes),

considérer la possibilité d’'un suivi regulier des matrices non aqueuses (sols en particulier)
afin de documenter I'imprégnation en substances actives et metabolites persistants et
d'évaluer aprés la mise sur le marché, le possible risque écotoxique cumulé,

Poursuivre lintégration des approches cumulées dans les processus réglementaires
d'évaluation.

Séquence d'événements conduisant 3 L survenue d'un effet indésirable in wivo, 3 partir de |a structure chimigue d'un produit

chimigue cible ou d'un groupe de produits chimigues similaires et de ['@venement initiateur au niveau moléculaire
2 Sopuders CL 2nd, Liang X, Wang X, Ector N, Zhao YH, Martyniuk C.J. High-throughput assessment of madative respiration in fish
embryos: Advancing adverse outcome pathways for mitochondrial dysfunction. Aguat Toxicol. 189 (2018) 162-173.
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Décision N° 2018-05-144

AUTOSAISINE

Le directeur général de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et
du travail (Anses),

Vu le code de la santé publique, et notamment son article L. 1313-3 conférant a I'Anses la prérogative
de se saisir de toute question en vue de I'accomplissement de ses missions,

Décide :

Article 1*.- L'Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
se saisit afin de réaliser une expertise dont les caractéristiques sont listées ci-dessous.

1.1 Thématiques et objectifs de I'expertise

Il s'agit de déterminer si les informations et hypothéses scientifiques mentionnées par les auteurs d’une
tribune sur les risques potentiels pour la santé de I'usage en agriculture des fongicides inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI) apportent, au regard des données de la littérature, des évaluations
européennes des substances et des données issues de la phytopharmacovigilance, des éléments en
faveur d'une exposition et de risques qui n'auraient pas été pris en compte dans I'évaluation des
substances actives fongicides concernées.

1.2 Contexte de 'autosaisine

Dans une tribune publiée le 16 avril 2018 dans la presse, plusieurs scientifiques ont souhaité alerter
sur les risques potentiels pour la santé de l'usage en agriculture des fongicides inhibiteurs de la
succinate déshydrogénase (SDHI). Dans ce contexte, I'Anses mobilise son expertise afin de prendre
en compte I'ensemble des données scientifiques disponibles sur ce sujet et notamment examiner sans
délai les éléments évoqués par les scientifiques lanceurs d'alerte. L'analyse de ce signal est confiée a
un groupe d'experts.

1.3 Questions sur lesquelles portent les travaux d’expertise 3 mener

o Les informations et hypothéses scientifiques apportées par les lanceurs de lalerte,
apportent-elles au regard des données de la littérature et des données issues de la

ANSES/PR1/9/02-01 [version c] - code Ennov : ANSES/FGE/0039 112



phytopharmacovigilance, des éléments en faveur d'une exposition et de risques qui
n‘auraient pas €té pris en compte dans I'évaluation des substances actives concernées?
o S8i des éléments nouveaux sont mis en évidence, doivent-ils étre portés au niveau
européen et le cas échéant des mesures immédiates de gestion des risques pour les
produits autorisés a base de ces substances ?
o Faire des recommandations pour les suites a donner 4 cette alerte,

1.4 Durée prévisionnelle de I'expertise

3 mois

Article 2.- Un avis sera émis et publié par 'Agence a l'issue des travaux.

Fait & Maisons-Alfort, le Q| oY 20l

Dr Roger Genet
Directeur général
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