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RI~SUMI~ 
Le Diuron  est un  he rb ic ide  a p p a r t e n a n t  h la 
famille des halog~noph~nylur~e.  Un tes t  de 
toxicit~ bas~ sur  l ' inhibi t ion de la biolumines-  
cence  d 'une  bact~r ie  m a r i n e  Vibrio f i scher i ,  
comme i n d i c a t e u r  de toxicit~ a mont r~  que 
les p rodui t s  de bio- ou pho to - t r ans fo rma t ion  
sont  plus toxiques  que  le Diuron  lui-m~me. 
Tous ces compos~s sont  des molecules  tr~s 
l ipophiles et  u n e  m e m b r a n e  cel lu la i re  r i che  
en  l ipides comme  ceUe du  spe r ma t ozo ide  
p o u r r a i t  ~tre une  cible privil~gi~e p o u r  l eu r  
i n t e r ac t ion  avec la cellule. Des ~tudes sont  en 
cours  dans  no t r e  l abora to i re  af in d '~valuer  
les effets in vi tro du Diuron  et  de r u n  de ses 
p rodu i t s  de t r ans fo rmat ion ,  la 3,4-dichloroa- 
ni l ine (3,4-DCA) (obtenu pa r  ~l iminat ion de la 
fonct ion  urge) sur  les propri~t~s s t ruc tu ra l e s  
et  fonct ionnel les  du  spermatozoa'de humain .  
Les ~tudes sont  r~alis~es su r  des spermato-  
zoides p r o v e n a n t  de spermes  n o r m a u x  (cri- 
t~res de rOMS), purifi~s su r  g rad ien t  discon- 
t inu  de Percoll .  Trois mill ions de spermato-  
zoides/ml sont  incubus dans  un  mi l ieu  synth~- 
t ique  de Ear le  d~pourvu  de rouge  de phenol ,  
supp l~men t~  p a r  7,5% de s~ rum h u m a i n  
d~compl~ment~ p e n d a n t  24 heures ,  h tempe-  
r a t u r e  ambiante ,  en p re sence  de Diuron  ou de 
3,4-DCA (0,1 ; 1 ; 5 raM) dans  un  vo lume final  
de 250 pl. Nos p r e m i e r s  r~sul ta ts  m e t t e n t  en  
~vidence une  d iminu t ion  de la vitalit~ et  de la 

mobilit~ des spermatozoa'des apr~s 24 h e u r e s  
d ' incuba t ion  en  p re sence  de 5 mM de Diuron.  
L 'anisotropie  ( inve r sement  p ropor t ionne l l e  h 
la fluidit~ m e m b r a n a i r e )  mesur~e  p a r  polari-  
sa t ion de f luorescence  en u t i l i sant  une  sonde  
lipophile,  le 1,6-Diph~nyl-l,3,5-Hexatri~ne est  
auss i  d iminu~e .  La 3,4-DCA e n t r a i n e  des  
effets plus r ap ides  et plus m a r q u i s  que le 
Diuron.  Tous l e s  spermatozo ides  sont  "morts"  
apr~s 30 minu tes  ou 24 h e u r e s  d ' incubat ion,  
en  p re sence  r e s p e c t i v e m e n t  de 5 mM et 1 mM 
de 3,4-DCA. Aux concen t r a t i ons  utilis~es, ces 
molecules  s 'av~rent  plus toxiques  p o u r  le 
spe rmatozo ide  et  eet  effet  semblera i t  ~tre li~ 

une  a t t e in te  m e m b r a n a i r e .  Cette  ~tude pr~- 
l imina i re  sugg~re que des tests  pu i ssen t  ~tre 
d~velopp~s ~ p a r t i r  des  s p e r m a t o z o i d e s  
huma ins  p o u r  ~valuer  la toxicit~ de ce r t a ins  
pest icides.  
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I. INTRODUCTION 

Le spermatozoide est une cellule hautement  
diff~renci~e. Sa membrane plasmique est par- 
ticuli~rement riche en cholesterol et en phos- 
pholipides sur lesquels sont le plus souvent 
fixes des acides gras insatur~s par exemple, 
l'acide docosahexano~que (C22:6 n-3) [10, 12]. 
Cette composition particuli~re rend la mere- 
brane du spermatozo~de sensible au stress oxy- 
dant et ~ une peroxydation lipidique importan- 
te. Celle-ci entra~ne notamment une d~sorga- 
nisation mol~culaire de sa structure membra- 
naire [3] r~v~l~e en particulier par des alt~ra- 
tions de fluidit~ [9, 14] et par des alterations 
fonctionnelles portant en particulier sur la 
mobilitY, la capacitation et la r~action acroso- 
mique [8]. Compte tenu de cette structure 
membranaire particuli~re et du fait qu'il s'agit 
d'une cellule facilement accessible, le sperma- 
tozoide humain pourrait ~tre utilis~ comme 
module pour ~tudier in vitro l'effet de certains 
pesticides de nature lipophile. 

Parmi les pesticides, nous avons retenu le 
Diuron qui est un herbicide syst~mique, tr~s 
peu soluble dans l'eau, appartenant  ~ la famil- 
le des halog6noph~nylur~es de type ph~nylu- 
r~e (Figure 1) [17]. I1 n'est pas tr~s toxique, 
mais sa biotransformation ou sa phototransfor- 
mation peut conduire h des compos~s beaucoup 
plus dangereux [17]. La bio-transformation 
passe en effet par une d~m~thylation de la 
fonction urge conduisant ~ la formation d'halo- 
g~noaniline (dichloroaniline) (Figure 1) [16]. 
La photolyse en absence d'eau, ~ l'~tat disper- 
s~ sur silice par exemple, entra~'ne ~galement 
une d~m~thylation mais aussi une oxydation 
en d~riv~ formyl~ qui pr~sente une CE50 
(concentration n~cessaire pour r~duire de 50% 
la luminescence de la bact~rie marine Vibrio 
fischeri) beaucoup plus faible que celle du corn- 

j ~  ,CH3 C I ~ -  NH~ 
Cl- NH -CO-N,, 

CH~ " CI C! 
Diuron 3,4-Diehioroaniline (3,4-DCA) 

Figure 1 : Representation chimique des moldcules 
util is~es d a n s  l'~tude. 

pos6 de d6part (7,3 mg/L respectivement pour 
les produits formyl6s, alors qu'elle est sup6- 
rieure ~ 40 mg/L pour le Diuron). 

Le but de cette 6tude est d'~valuer l'effet du 
Diuron et de la 3,4-DCA, ~ diff~rentes concen- 
trations, sur la vitalit~ et la mobilit~ des sper- 
matozo~'des, deux crit~res essentiels pour 
appr6cier la toxicit~ des molecules test6es et 
sur la fluidit6 membranaire, un param~tre 
pour pr6ciser 6ventuellement le niveau d'ac- 
tion de celles-ci. 

II. MATERIELS ET METHODES 

1. Preparation des ~chantil lons 

Les ~tudes sont r6alis~es ~ partir  de spermes 
pr6sentant  des caract~ristiques normales 
d'apr~s les crit~res de I'OMS. Afin d'obtenir 
une suspension de spermatozo~des, la plus 
homog~ne possible, les spermatozo~des sont 
purifi~s sur gradient discontinu de Percoll 
(47,5% / 95%) (Sigma Aldrich, St Quentin 
Fallavier, France). Le culot est lav~ puis remis 
en suspension dans un milieu synth~tique de 
Earle modifi6 (EBSS) (Earle balanced Salt 
Solution, Sigma) d~pourvu de rouge de phenol, 
suppl6ment~ par 7,5% de s~rum humain  
d6compl6ment~. 

Le Diuron (Rh6ne-Poulenc, Lyon, France) et ta 
3,4 Dichloroaniline (3,4-DCA) (Sigma) sont mis 
en solution dans du dim6thyl sulfoxyde 
(DMSO) (Sigma). Les spermatozoYdes (3 x 106) 
sont incubus dans des microplaques de 96 
puits, pendant  24 heures,  ~ temp6rature  
ambiante, en pr6sence de Diuron ou de 3,4- 
DCA (0,1 ; 1 ; 5 raM) dans un volume final de 
250 gl. Des t~moins sont r~alis~s dans des 
conditions identiques avec le DMSO seul. 

La vitalit~ est 6valu6e par l'exclusion de l'6osi- 
ne (colorant vital), la nigrosine 6tant utilis~e 
comme contre-colorant. La mobilit~ totale est 
appr6ci~e de fa~on qualitative, elle peut ~tre 
diff6renci~e en mobilit~ progressive correspon- 
dant aux spermatozo~des qui se d~placent sui- 
vant une trajectoire sensiblement lin~aire et 
en mobilit~ non progressive, correspondant 
aux spermatozo~des mobiles sur place ou ne 
progressant que tr~s faiblement. Vitalit~ et 
mobilit6 sont appr~ci6es en microscopie 
optique sur 100 spermatozo~des. 
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La fluidit6 membranaire est appr6ci6e par 
mesure de l'anisotropie par polarisation de 
fluorescence en uti l isant une sonde lipophile, 
le 1,6-Diph6nyl-l,3,5-Hexatri6ne (DPH) qui 
s'incorpore de fa~on homog6ne aux phospholi- 
pides de la membrane plasmique. Bri~vement, 
apr6s lavage dans du tampon phosphate (PBS) 
(Sigma) et centrifugation (1800 g, 10 min), les 
spermatozoides sont remis en suspension dans 
3 ml de PBS contenant 10-6 M de DPH. La sus- 
pension cellulaire est alors incub6e pendant 30 
min ~ temp6rature ambiante et la lecture est 
r6alis6e ~ 37~ au moyen d'un spectrofluori- 
m6tre. Ce param6tre exp6rimental est inverse- 
ment proportionnel ~ la fluidit6 membranaire 
[9]. 

2. E x p r e s s i o n  des  r 6 s u l t a t s  

Pour la mobilit6 et la vitalit6, les r6sultats sont 
exprim6s en pourcentage de variat ion de 
l'6chantillon ~ tester par rapport au t6moin 
correspondant. Les r6sultats rapport6s sur les 
figures sont ceux d'un essai repr6sentatif  de 
trois exp6rimentations ind6pendantes. 

III. RESULTATS 

Apr6s 24 heures d'incubation en pr6sence de 5 
mM de Diuron, il existe une diminution de la 
vitalit6 et de la mobilit6. Pour les concentra- 
tions de Diuron 1 et 0,1 mM, ces deux para- 
m6tres sont peu modifi6s (Figure 2). Apr6s 24 
heures d'incubation, l'anisotropie est diminu6e 
pour les deux concentrations les plus 61ev6es 
de Diuron ; ce qui traduit  une augmentation de 
la fluidit6 (Tableau 1). Dans nos conditions 
exp6rimentales, l'effet de la 3,4-DCA est large- 
ment d6pendant de la concentration utilis6e ; 
en pr6sence de 5 mM, la vitalit6 est tr6s rapi- 
dement diminu6e puisque apr6s 30 minutes 
d'incubation, t o u s l e s  spermatozoides sont 

T a b l e a u  1 : Effe t  du  D i u r o n  s u r  l ' an i so t rop i e  
(r) du  D P H  (moyenne  +_ E S M  (er reur  s t a n d a r d  
moyenne) ,  n = 3) 

Concentrat ion 
Diuron (mM) r DPH 

0 0,208 _+ 0,02 

0,1 0,213 _+ 0,02 

1,0 0,191 _+ 0,003 

5,0 0,188 + 0,001 

"morts" (Figure 3). Pour les deux autres  
concentrations, une diminution de la vitalit6 et 
de la mobilit6 est observ6e ~ 24 heures (Figure 
4). Compte tenu de la perte de vitalit6 apr6s 24 
heures d'incubation, les mesures de fluidit6 
(anisotropie = r) ont seulement 6t6 6valu6es 
pour la plus faible dose et pour le t6moin sans 
pesticide (respectivement r = 0,184 et r = 
0,189). 

IV. D I S C U S S I O N  

La plupart des 6tudes de toxicit6 des herbi- 
cides de type halog4noph6nyl ur6e a 6t6 effec- 
tu6e in vivo, sur des mammif'eres, notamment 
la souris et elles consistent ~t 6valuer la toxici- 
t6 en aigu~ ou chronique des produits. Ainsi, le 
Diuron a des effets sur la moelle osseuse [1] ou 
encore sur la rate [18]. Des effets de la 3,4- 
DCA sur l'h6moglobine ou encore sur l'immu- 
nit4 cellulaire ont aussi 6t6 d6crits [6]. D'apr~s 
les quelques travaux r6alis6s chez l'homme, il 
apparait  que le Diuron est faiblement toxique. 
Une 6tude r4cente r6alis6e sur des leucocytes 
humains a toutefois montr6 que le Diuron 
des concentrations micromolaires entraine une 
diminution de la production de certaines cyto- 
kines (IL-5, TNF(z et IFN~/), sugg6rant ainsi 
que cet herbicide pourrait provoquer ~ faibles 
doses, une perturbation du syst6me immuni- 
taire [11]. 

Dans notre mod61e exp6rimental, la 3,4-DCA 
s'av6re plus toxique que le Diuron. Ceci confir- 
me des r6sultats pr6c6dants uti l isant le test de 
toxicit6 de Vibrio fischeri [16]. Par  ailleurs, nos 
r4sultats sont en accord avec des travaux 
r6cents [7] montrant  que d'autres pesticides (le 
parathion et le paraoxon) provoquent des alt6- 
rations membranaires de fa~on dose-d6pen- 
dante et une diminution de la vitalit6 des sper- 
matozo~des. Classiquement,  il est admis 
qu'une perte de la vitalit6 entraine une rigidi- 
fication donc une augmentation de l'anisotro- 
pie [9]. Cette observation est apparemment 
contradictoire avec les r6sultats de cette 6tude. 
En fait, l 'augmentation de la fluidit6 observ6e 
apr6s incubation des spermatozoides en pr4- 
sence des pesticides, refl6te probablement des 
modifications ultra-structurales de la membra- 
ne. En s'intercalant dans la bicouche phospho- 
lipidique, la sonde fluorescente (le DPH) se 
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Figure 4 : Effet de la 3,4-DCA sur la vitalit~ (A )et la mobilit$ totale (B) et progressive (C) apr~s 
24 heures d'incubation. 

comporte comme un phospholipide et les diff6- 
rences d'anisotropie observ6es refl6tent un 
changement dans l'environnement imm6diat 
de la sonde. Elles traduisent des modifications 
de la dynamique lipidique dans les interac- 
tions lipides-lipides ou lipides-prot6ines mem- 
branaires. Elles pourraient ~tre secondaires 
un changement dans la composition lipidique 
et/ou dans l'interaction des lipides avec les 
cations bivalents comme le calcium qui sont 
associ6s aux t~tes polaires des phospholipides 
et qui contribuent ~ la stabilisation de la mem- 
brane et modulent donc sa fluidit6 [19]. Par 
exemple, le lindane, un pesticide organochlor6, 
induit sur les spermatozoides humains une 
augmentation de la fluidit6 membranaire ainsi 
qu'une modification du potentiel de membrane 
et de la concentration intracellulaire de cal- 
cium libre [14]. L'incubation d'6rythrocytes 
humains avec l'heptachlore, un pesticide orga- 
nochlor6 entralne une forte diminution de 
l'anisotropie qui serait due ~ l'incorporation du 
pesticide dans la bicouche lipidique. Des chan- 
gements ultrastructuraux de la membrane 
plasmique perturberait le transport actif des 
ions [15]. Dans nos conditions exp6rimentales, 
l'augmentation de la fluidit6 membranaire 
pourrait ~tre l'un des premiers effets toxiques 
des deux pesticides test6s provoquant ensuite 
une s6rie d'6v6nements (modification des flux 
d'ions) susceptibles d'alt6rer le fonctionnement 
du spermatozo~de. 

L'induction des ph6nom6nes peroxydatifs 
pourrait ~tre aussi responsable de la toxicit6 

des pesticides sur le spermatozoide humain 
[4]. Banerjee et coll. (1999) [5] ont montr6 sur 
des leucocytes circulants humains que des 
organochlor6s, (le lindane), des organophos- 
phor6s (le malathion) et des carbamates (le 
propoxur) induisent une augmentation de la 
peroxydation lipidique coupl6e a une diminu- 
tion des protections enzymatiques anti-radica- 
laires. 

La pr6sence de dichloroaniline induit rapide- 
ment l'expression de HSP 70, prot6ine de 
stress sur une lign6e cellulaire Hela, cette 
induction serait ~ relier ~ la cytotoxicit6 et au 
caract6re lipophile de cette mol6cule [2]. Ce 
r6sultat associ6 ~ la pr6sence de HSP 70 dans 
le spermatozoide humain [13] pourrait aussi 
expliquer l'effet toxique de la 3,4-DCA, qui 
induirait alors certaines prot6ines de stress. 

En raison du caract6re lipophile du Diuron et 
de ses produits de transformation, les mem- 
branes biologiques tr6s riches en lipides pour- 
raient ~tre une cible particuli6re de l'action de 
ces compos6s. Cette 6rude pr61iminaire sugg6- 
re que les spermatozoa'des humains puissent 
~tre utilis6s comme indicateur pour 6valuer la 
toxicit6 de certains pesticides. Des travaux 
compl6mentaires seront n6cessaires afin de 
confirmer ces r6sultats et de pr~ciser l'impor- 
tance des produits de photo- ou bio-transfor- 
mation dans la toxicit6 du Diuron et le niveau 
d'action de ces produits. Une atteinte 6ven- 
tuelle de l'activit4 fonctionnelle du spermato- 
zoide pourrait aussi ~tre envisag6e in vivo. 
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A B S T R A C T  

Effects  of  a herbicide Diuron [3-(3,4- 
Dichlorophenyl ) - l , l -d imethylurea]  and one 

o f  its b iotransformation products,  3,4-dichlo- 
roani l ine (3,4-DCA), on human spermatozoa 

C. M A L P U E C H - B R U G E R E ,  G. GRIZARD, 
P. BOULE,  D. B O U C H E R  

Diuron belongs  to  the  family o f  halogenophe-  
nylureas,  one o f  the main groups o f  herbic ides  
used for more than 40 years. These  herbic ides  
absorb sunlight  and can be photochemica l ly  
transformed in the env ironment  (herbicides  
are transformed on the soil surface exposed  to 
sunlight) or b iotransformed by microorga- 
nisms present  in soil or in water. The metabo- 
l ites (ch lorohydroxyphenylurea ,  chlorophe-  
nylanil ine,  respect ively)  are more toxic  than 
the parent  compound,  as demonstrated  by a 
b io lnminescence  inhibit ion assay performed 
with  a marine bacter ium (Vibrio f ischeri  toxi- 
city test). The l ipophil ic i ty  o f  these  pest ic ides  
makes  the cell membrane  a target for their  
action, especial ly  the spermatozoa cell  mem- 
brane. The aim of  this study is to use human 

74 



spermatozoa  to eva lua te  the  effect  of  this  u r e a  
pes t ic ide  and  its b i o t r a n s f o r m e d  p roduc t  on 
the  spe rmatozoa  m e m b r a n e .  

We inves t iga ted  the  s t r uc t u r a l  and  func t iona l  
effects  of  these  e n v i r o n m e n t a l  po l lu tan ts  on 
s p e r m a t o z o a .  T h r e e  mi l l ion  s p e r m a t o z o a  
pur i f i ed  on a 95 / 47.5% Percol l  g r ad ien t  w e r e  
s u s p e n d e d  in  250 ~1 of m o d i f i e d  Ear le ' s  
m e d i u m  (wi thout  pheno l  red)  s u p p l e m e n t e d  
wi th  7.5% of h u m a n  d e c o m p l e m e n t e d  serum.  
Pes t ic ides  (Diuron or  3,4-dichloroanil ine (3,4- 
DCA)) w e r e  added  at  a f inal  c o n c e n t r a t i o n  of 
0.1; 1 and  5 raM. Samples were  i n c u b a t e d  at  
room t e m p e r a t u r e  for  24 hours .  We show tha t  
bo th  Diuron  and  3,4-DCA dec rease  mot i l i ty  
and  vi ta l i ty  of spe rmatozoa  i ncuba t ed  wi th  
the  h ighes t  c o n c e n t r a t i o n  of pest icides.  Our  
p r e l i m i n a r y  resul t s  show tha t  the  effects  a re  
more  r ap id  and  more  in tense  wi th  the  bio- 
t r a n s f o r m e d  p r o d u c t  (3,4-DCA) t h a n  w i t h  
Diuron.  Addi t ion  of he rb ic ide  to h u m a n  sper- 
ma tozoa  inc reases  m e m b r a n e  fluidity, asses- 
sed by m e a s u r i n g  the  f luorescence  polarisa-  
t ion an i so t ropy  wi th  a f luorescen t  probe:  1,6- 
d iphenyl - l ,3 ,5-hexat r iene  (DPH). Changes  in 
m e m b r a n e  f lu idi ty  m a y  be a p r i m a r y  toxic 
effect  of these  herbic ides .  

These resul t s  suggest  t ha t  h u m a n  spermato-  
zoa m a y  cons t i tu te  a va luable  ind ica to r  of the  
toxic effects  of pest icides.  

Key words: spermatozoa, membrane, fluidity, pesti- 
cide, herbicide 
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