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Essentielles au
développement de notre pays,
les activités économiques
—notamment industrielles -
sont porteuses de risques,
alors que les citoyens
expriment, de maniére

de plus en plus forte,

une demande de

protection. Le Grenelle

de PEnvironnement,
notamment a travers

le deuxiéme plan national
santé-environnement,
avoulu répondre a cette
demande. Dans le domaine
des risques chimiques,
PInstitut aréagi a
Pinsuffisante structuration
de la recherche en toxicologie
et écotoxicologie par la mise
en place du Péle national
applicatif en toxicologie

et écotoxicologie avec

les universités picardes -
université de technologie

de Compiégne, université

de Picardie Jules Verne

et linstitut polytechnique
LaSalle Beauvais. Le Grenelle
de PEnvironnement engage
aussi a intégrer plus fortement
les préoccupations

de développement durable
au ceceur de innovation.
LINERIS s’est fortement
investi dans
'accompagnement

de nouvelles technologies
plus propres et plus sires,
véhicules électriques,
développement de nouvelles
filieres énergétiques,
nanomatériaux...

(Il i e
TIFIQUE INERIS 2010 - 20

2

L0 i 7
%////////////////////////////

7

Effet des faibles

doses: preuves
et inférences

es définitions d’'une dose et ses

concepts physiques associés varient

notablement: énergie par unité de

masse de tissu (e.g. joule/kg); énergie
par unité de masse et de temps (e.g. watt/kg);
masse par unité de masse corporelle et par jour
(e.g. mg/kg de poids corporel et par jour). Cer-
tains appellent « dose » des concentrations
dansl’air (e.g. mg/m?), avec référence explicite
(cf. toxicité aigué, subaigué) ala durée, ou sur
desdurées floues. Ainsi, ladose n’est pas forcé-
ment une incorporation (d’énergie ou de
masse) sur une durée. Malgré ce flou, la discus-
sion sur les grandeurs physiques reste secon-
daire. La question des « effets des faibles
doses » est en réalité celle des « doses a faible
effet» et, au-dela, celle dela fagon d’inférer des
effets potentiels en deca de ce qui est observé
avecles outils d'investigation du vivant.

Faibles doses et outils d’investigation
du vivant

Ces outils sont variés, et aboutissent a des
«frontieres des faibles doses » différentes. Lex-
périmentation porte sur des « modeles ani-
maux» (toxicologie in vivo), du matériel
biologique cellulaire (toxicologie in vitro) et
infracellulaire (génétique, protéomique ou
métabonomique). Modifications de I'équilibre
des populations, de la morphologie, déces,
pathologies, altérations fonctionnelles, modi-
fications de marqueurs biologiques (biomar-
queurs) peuvent étre les effets observés.
Lobservation est souvent la base de I'épidé-
miologie, c’est-a-dire portantsur une gamme

d’effets observés plus restreinte (malgré I'ac-
croissement de 'usage des biomarqueurs).
Ces deux disciplines prépondérantes ne
doivent pas faire oublier I'importance
d’autres sources: observations cliniques,
pharmacovigilance, toxico-vigilance et, en
particulier, les observations sur les especes
animales. Ces dernieres ont par exemple sou-
levé le probleme des perturbateurs endocri-
niens (reproduction d'oiseaux, malformations
de coquillages, malformations sur les alliga-
tors et batraciens).

Force est de constater que ces outils d'inves-
tigation du vivant sont mal reliés entre eux.

Réponse toxicologique: 'obstacle

de la signification

Pour les toxicologues, la démarcation se
construit sur la « disparition d’'une réponse
toxique », quand les doses décroissent (voir
par exemple « LOAEL » [Lowest Observed
Adverse Effect Level] et « NOAEL » [No Obser-
ved Adverse Effect Level)).

Pourreprendre I'exemple des rayonnements
ionisants, I'absence d’effets en termes de
changement hématopoiétique, d’érytheme
cutané, a défini historiquement des seuils en
dessous desquels les doses sont « faibles ».
Parmi les effets cliniquement observables
auxniveauxinférieurs, on peut citer les effets
réversibles sur les stérilités qui ont conduit
la CIPR (Commission internationale de pro-
tection radiologique) a expliciter une notion
de « faibles doses » vers 100 mGy (milligray),
valeur en dessous de laquelle « aucun tissu
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Les biomarqueurs: toutes les mesures reflétant une interaction
entre un systeme biologique et un agent toxique de nature chimique,

physique ou biologique (WHO 1993)

Biomarqueurs de susceptibilité

Dose Dose aux

Exposition interne tissus cibles

Biomarqueurs d’exposition

Premiers Modifications
effets structurelles et Pathologies
biologiques fonctionnelles

Biomarqueurs d’effets

n'exprime une altération qui ait une significa-
tion clinique » [1]. Or, tout effet n’est pas cli-
nique, et on peut tenter de baisser ce seuil en
s’'intéressant a des effets de type « biomar-
queur » de réponse biologique traduisant
I'absence d’effet dommageable. C’est 1a que
surgissent les difficultés.

Laquestion delafrontiere entre les « effets dom-
mageables » et les «réponses nettes mais sans
impact pour la santé » peut faire 'objet d'une
discussion serrée.

Le développement généralisé des biomar-
queurs ouvre des perspectives car les
réponses a l'exposition a un agent peuvent
étre tracées a des niveaux tres bas. Mais il
s’agit de réponses dont la signification en
termes de toxicité potentielle n’est pas for-
cément établie [(iT{tieRY). Le cas exemplaire
est celui des perturbateurs endocriniens,
car ceux-ci sont définis par le mécanisme
d’action et non par la nature toxique de
l'effet. Lactivation d'un récepteur peut ainsi
fournir une « réponse » claire, marquant la
réponse a un perturbateur endocrinien
potentiel, décelable par des tests in vitro qui
peuvent étre tres sensibles. Pour autant, les
essais de toxicologie peuvent ne donner
aucune réponse décelable en termes de
reprotoxicité ou cancérogenese, d’effet
histopathologique ou de réponse hormo-
nale in vivo [2].

Un autre exemple d’actualité concerne les
champs électromagnétiques, ot des relations
significatives ont pu étre établies a des niveaux
faibles, a peine supérieurs aux valeurs des

normes en usage, pour un marqueur de stress
—la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) — sur
des modeles animaux. Pour autant, 'accrois-
sement du taux de cette protéine s’observe
fréquemment, y compris lors de la simple
manipulation des animaux. La significativité
delaréponse n'implique pasicisasignification
en termes de toxicité [3].

Jugement d’expert et expertise collective sont
ainsimis a contribution.

Réponse épidémiologique:

Pobstacle de la significativité?

La définition la plus fréquente de la frontiere
des faibles doses vient de la « significativité
statistique » de données épidémiologiques.
En deca d'un certain niveau de dose, I'exces
derisque cesse d’étre significatif etles doses
sont dites « faibles ». En effet, cette signifi-
cativité décroit au fur et a mesure que l'on se
restreint a une plage de doses plus faibles.
Par exemple, lors de 'analyse de 2003 sur les
décesparcancerde 1950 a 1997 aHiroshima et
Nagasaki [4], larelation ne restait significative
etlinéaire que surlaplage 0-150 mSv (millisie-
verts). Commelaprécédente, cette démarcation
des «faibles doses» souffre d'une faiblesse
conceptuelle car, ici, elle dépend de la « puis-
sance» d'une étude (capacité, au vu du nombre
de cas étudiés, de mettre en évidence un exces).
Ce phénomene est particulierement remar-
quable pour les grandes études de cohorte. Le
temps qui passe augmente années d’'observa-
tionetnombre de cascumulés. Ainsi,aHiroshima
etNagasaki, c’est au fil des années que —>

Les biomarqueurs:

effet ou signal?

/
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Période de latence
== Accroissement suspecté

Accroissement significatif

nuité desmécanismes estdémontrée par d'autres

/ 10 years 20 years 30 years
o — Leukemia
Significativité - — — Thyroid cancer
statistique d’une
réponse; une donnée N = Breast cancer
évolutive. Les exces Lung cancer
suspectés puis T — — ung
significatifs sur la AN P S —— Gastric cancer
cohorte des survivants
d’Hiroshima et i — ——— Colon cancer
Nagasaki.
e — ——— o — Multiple  myeloma
T T T T T T
1945 1950 1955 1960 1965 1975 1975 1980
—> leseffets ontacquis unesignificativité statis-
Refe rences tique [6if0iL)). Le changement d’outils statis-
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tiques peut aussi modifier cette frontiere.

Méthodes d'inférences et mécanismes
pour inférence

Cette démarcation entre doses «ou l'on peut
observer » et «faibles doses » étant—méme diffi-
cilement — établie, il faut réaliser une inférence
pour déduire le risque pour des doses dites
«faibles ». Cest cette opération qui est au coeur
des controverses. Trois mécanismes d’'inférence
distincts peuvent étre appliqués [5] :
—l'«extrapolation » proprement dite, vers des
doses plus faibles que celles sur lesquelles des
coefficients de risque auront pu étre ajustés;
—la transposition, lorsque des données d’autres
populations humaines, ou des données ani-
males, voire d'exposition par d’autres voies sont
utilisées;

—l'analogie, lorsque les propriétés d'une sub-
stance sont établies a cause de sa ressemblance
avec une autre aux effets connus.

Ces trois opérations sont fréquentes en évalua-
tion du risque, autour de sites industriels ou de
zones polluées ou pour l'application des régle-
mentations telles que REACH.

Eléments de critique pour 'extrapolation
Lextrapolation a été tres documentée pourles
rayonnements ionisants [6]. Une question est
le choix de la relation fonctionnelle a ajuster
pour une inférence statistique. Un autre point
de vue consiste a replacer les études dispo-
nibles au regard des situations d’exposition. Il
est ainsi possible de caractériser empirique-
ment'ampleur de'opération d'inférence. On
peuts’intéresser a des expositions environne-
mentales 2 fois, 10 fois ou 100 fois inférieures a
celles pour lesquelles on a des résultats. C'est
une bonne mesure de la « prise de risque ».

Cette vision empirique peut étre consolidée parla
connaissance des mécanismes. Quand la conti-

outils, l'extrapolation vers des doses plus basses
peutse faire avec plus de rigueur. C'estle role qua
jouélagénotoxicité pourlesrayonnements et pour
leprincipe delinéarité appliqué aux cancérogenes
génotoxiques, principe discuté aujourd hui.

Un autre moyen de consolider le raisonnement
est I'utilisation des modeles toxicocinétiques,
reliant exposition et charge corporelle du méta-
bolite suspecté d’étre al'origine de l'effet.

C'est ce qui a été fait pour le perchloroéthylene,
montrant qu'une réduction de la dose d’exposi-
tion conduisaitauneaugmentationdelafraction
métabolisée [8]. Ici[{ilie)), le modele conforte
I'extrapolation vers les doses plus faibles car la
métabolisation se fait toujours, et suggere, de
plus, qu'une extrapolation linéaire est mino-
rante. Cettemodélisation etsa critique sontd’ail-
leurs au cceur du débat en cours aux Etats-Unis
surlarévision desvaleurslimites d’'exposition au
perchloroéthylene.

Eléments de critique

pour la transposition

La aussi, une hiérarchisation empirique peut
estimer la « distance » parcourue: de '’homme
adulte a 'homme adulte, de '’homme adulte a
I'enfant ouades sous-populations particulieres,
mais ausside'animal al’homme, avec une hié-
rarchie selon la proximité du modele animal
(d’ailleurs variable selon les mécanismes).

Les aléas de la transposition de 'animal a
I'homme sont souvent évoqués. Maisles écarts
existent aussi entre populations humaines.
Lécart a franchir pour transposer les risques
des expositions aux rayonnements ionisants
vers la population des Etats-Unis a partir de
celleduJapon [7] aété souligné, a cause des forts
écartssurlestauxde cancer dusein (plus élevés
aux Etats-Unis), ou sur les taux de cancer de
I'estomac (plusfaibles) (respectivement4 et 1/7
selon'OMS en 1988).
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Des modeéles pour appuyer les analogies
Depuis longtemps, I'analogie est utilisée pour
présupposer des effets, pour associer neurotoxi-
cité etmétauxlourds (uranium, plomb, arsenic,
mercure), ou assigner les mémes dangers aux
composés dans lesquels le chrome a la méme
valence. Lessor dureglement REACH pousse
aunrecours de plus en plus systématique a
ces inférences par «lecture croisée» ou
«catégorisation ».

Lesprogres delamodélisation permettent de se
fonder sur des descriptifs fins, des caractéris-
tiques chimiques et physiques de la molécule,
utilisés comme « prédicteurs ». C'estl'approche
dite QSAR (Quantitative Structure Activity Rela-
tionship) en toxicologie prédictive [9].

Une autre approche de I'analogie concerne les
facteurs d'équivalence toxique qui utilisent des
propriétés biologiques. Ainsi, les dioxines et cer-
tains furanes ou polychlorobiphényles (PCB)
ont une affinité mesurable, mais différente,
pour le récepteur cellulaire AhR (récepteur
aryl-hydrocarbone).

Conclusion: les perspectives

ouvertes par les nouveaux outils

de la toxicologie prédictive

Les questions posées sur les «faibles doses »
demandent d’inférer la réalité et 'ampleur d'un
risque pour des expositions de populations ades
niveauxrencontrés dansl'environnement, dans
des ambiances de travail ou des ambiances
domestiques, apartirde données quine sont pas
immeédiatement applicables. Cette opération,
souvent décriée comme hasardeuse, repose
en fait sur des démarches clairement identi-
fiées, parfois caractérisables en termes d’am-
pleur, et de plus en plus souvent étayées par
des mécanismes.

Lintégration des disciplines reste souvent
limitée et empirique. Pour des réglementa-
tions telles que REACH, comme pour I'établis-
sementdeclassificationsinternationales, il est
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La modélisation PBPK
(Physiologically Based
Pharmaco Kinetics)

en appui a I'extrapolation:
fraction de perchloroéthyléne
métabolisé a 0,001 ppm

vs 50 ppm.
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demandé de confronter ces « éléments de
preuve » d’'origine diverse (clinique, épidémio-
logie, expérimentation, etc.).

Fort heureusement, les nouveaux outils de la
toxicologie peuventnon seulement mieuxfonder
l'analyse critique des relations causales en toxi-
cologie [10] mais aussienrichirl'approche épidé-
miologique. Les progres en toxicologie prédictive
avec les modélisations (toxicocinétique,
QSAR, etc.) des nouveaux outils (génomique,
protéomique, métabonomique) conduisant a
des biomarqueurs opérationnels contribuent a
résorber les cloisonnements entre les approches
[11]. Ainsi, alternatives en expérimentation ani-
male et effets des mélanges profitent de ces
développements.

Philippe Hubert

ABSTRACT

Discussing how plausible are the “low dose” effects related to environmental issues is

a necessity. However, it is not a “low dose” but rather a “low effect”. To be more accurate,
because “low effects” on large populations are not that small, it should be better to say
“doses with undetectable effects”.

Hereafter, this “poorly detectable effect” concept is described from a toxicology and
epidemiology view point. We also discuss how to set up a boundary for the low effect
region. Once it is done, the different types of inference from observed situations

(i.e. high effects) to situations of relevance for public health are reviewed, with a view

to characterize their level of confidence. The first type is extrapolation from higher

to lower doses, or higher dose rates to lower dose rates. The second type is transposition
from human to human or from animal to human. The third type can be called “analogy”
as is done in the “read across” approaches, where QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationship) methodology can be used. Those three types of inferences can be
associated with an estimate of the “distance” between observed and predicted areas,
but also they can be backed by mechanistic theories. The new tools of predictive
toxicology are helpful both in deriving quantitative estimates and grounding inferences
on sound bases.
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