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Avant-propos 

 

L’hématopoïèse est un processus crucial pour l’homéostasie de notre organisme, 

garantissant la production de cellules sanguines fonctionnelles et en quantité suffisante à 

partir de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Ces dernières possèdent la capacité de 

s’autorenouveler ou de se différencier en cellules matures, deux propriétés qui nécessitent 

une régulation très fine pour ne pas épuiser le stock limité (pool) de CSH dont nous disposons 

tout en permettant une production cellulaire adaptée tout au long de la vie de l’individu. Il est 

maintenant établi que cette hématopoïèse est possible grâce au microenvironnement 

hyperspécialisé présent dans la moelle osseuse. La composition de ce microenvironnement 

médullaire est complexe et inclut des éléments cellulaires et acellulaires au sein d’une matrice 

extracellulaire (MEC), en présence d’une microvascularisation dédiée. Parmi les éléments 

cellulaires, les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) sont des acteurs majeurs de la 

régulation des CSH et sont essentielles au maintien de l’homéostasie du système 

hématopoïétique au sein de ces niches. D’ailleurs, des données récentes suggèrent que des 

altérations des CSM, principal composant de la niche hématopoïétique, pourraient favoriser 

l’émergence d’hémopathies malignes. L’hématopoïèse peut être la cible d’événements 

oncogéniques aboutissant à l’apparition de pathologies tumorales, dites hémopathies 

malignes, pouvant affecter une ou plusieurs lignées hématopoïétiques, et qui se développent 

selon un mode chronique (sans blocage de la différenciation terminale) ou aigu (avec blocage 

de cette différenciation terminale). Les syndromes myélodysplasiques (SMD) et les leucémies 

aiguës myéloïdes (LAM) sont des modèles de dysfonctionnement de l’hématopoïèse.  

 

Depuis quelques années, il a été rapporté un intérêt des ALDH et notamment de l’ALDH1 

dans l’exploration de l’hématopoïèse, notamment chez la souris. De plus en plus d’études 

rapportent également la pertinence de rechercher les cellules clonales exprimant un caractère 

souche (les cellules ALDH high) afin de suivre ces cellules dans certaines hémopathies (leucémie 

aiguë, myélome etc.), prédictives de rechute.  

 

L’exposition aux pesticides et son impact sur l’environnement et la santé humaine sont 

devenus aujourd’hui une problématique de santé publique. L’exposition professionnelle à de 
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fortes doses de pesticide est étudiée depuis plusieurs années. Alors que le risque 

d’hémopathies lymphoïdes après une exposition professionnelle a été clairement démontré 

depuis plusieurs années, le risque d’hémopathie myéloïde n’est pas clairement défini dans la 

littérature. Très récemment une méta-analyse a notamment mis en évidence un lien entre le 

risque de développer syndrome myélodysplasique et une exposition professionnelle aux 

pesticides. Concernant les LAM, les études montraient des résultats hétérogènes et 

nécessitaient une actualisation des données. La population générale est quant à elle 

quotidiennement exposée à de nombreux résidus de pesticides omniprésents dans 

l’environnement. La contamination peut se faire via l’alimentation, mais également via les 

eaux de boisson, lors des baignades dans des eaux contaminées et lors des manipulations à 

domicile de produits phytosanitaires. L’exposition est donc multiple et chronique tout au long 

de la vie des individus. Alors que l’on commence à identifier les effets individuels de chaque 

pesticide sur la santé humaine, les effets additifs et répétés de ces résidus de pesticides sur la 

population générale à long terme ne sont pas connus.  

 

L’objectif central de cette thèse a été d’étudier le risque de développer une hémopathie 

myéloïde lors d’une exposition aux pesticides à fortes doses ou à très faibles doses. Le présent 

manuscrit détaille, en première partie, (i) les connaissances sur les CSM dans l’hématopoïèse 

normale et pathologique, (ii) l’implication des aldéhydes déshydrogénases dans 

l’hématopoïèse et enfin (iii) le lien entre le risque d’hémopathie après une exposition à fortes 

doses de pesticides, ou   lors de l’exposition de la population générale aux pesticides à faibles 

doses. En seconde partie, il présente (i) les résultats obtenus lors de la réalisation d’une méta-

analyse sur le risque de survenue d’une LAM après une exposition professionnelle aux 

pesticides et (ii) les résultats obtenus après une exposition de 21 jours à un cocktail de 

pesticides à faibles doses sur des CSM médullaires primaires. Des méthodes et résultats 

complémentaires seront également présentés, ciblant principalement les effets à faibles 

doses du manèbe et du mancozèbe sur les CSM. Enfin, nous présenterons une discussion 

générale sur l’ensemble des résultats, une conclusion et des perspectives.  
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Graphical abstract: Exposition aux pesticides et risque d’hémopathie myéloïde. 
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I. Les niches hématopoïétiques et leur microenvironnement 

 

1) L’hématopoïèse et le concept de niche hématopoïétique 

L’hématopoïèse se caractérise par l’ensemble des phénomènes nécessaires à la fabrication 

et au renouvellement continu des éléments figurés du sang. Avant la naissance 

l’hématopoïèse démarre transitoirement dans le sac vitellin, puis s’établit dans la région 

Aorte-Gonade-Mesonephros (AGM) intraembryonnaire après 6 à 8 semaines de gestation, et 

migre dans le foie fœtal et la rate, pour finir dans la moelle osseuse, seul compartiment 

hématopoïétique chez l’adulte. Elle prend place au niveau des niches hématopoïétiques 

présentes au sein du microenvironnement médullaire(1). Ce dernier est indispensable au 

soutien physique de l’hématopoïèse et à la régulation locale de la prolifération et de la 

différenciation des CSH. Les CSH sont des cellules dites « multipotentes » c’est-à-dire capables 

d’autorenouvellement mais aussi de différenciation dans toutes les lignées hématopoïétiques.  

C’est un mécanisme complexe, finement régulé qui permet une production constante de 

cellules selon les besoins de l’organisme.  

 

L’hématopoïèse comprend l’érythropoïèse, la lymphopoïèse, la granulopoïèse, la 

monocytopoïèse et la thrombopoïèse, permettant la production respectivement 

des  érythrocytes, des leucocytes (lymphocytes, granuleux et monocytes) et des plaquettes 

(Figure 1). Les cellules souches hématopoïétiques à court terme (ST-CSH) progressent en 

progéniteurs multipotents, qui ont un haut potentiel de prolifération mais qui perdent leur 

capacité d‘autorenouvèlement contrairement aux CSH. Plus récemment il a été montré que 

les progéniteurs multipotents représentaient une population encore hétérogène: malgré leur 

multipotence, une fraction de ces progéniteurs serait déjà engagée vers une voie de 

différenciation pré-établie (myéloïde ou lymphoïde). Il est ainsi suggéré que les différents 

progéniteurs multipotents seraient produits par différenciation des ST-CSH suivant le besoin 

hématopoïétique(2). Ce progéniteur multipotent peut ensuite s’engager dans le lignage 

myéloïde en générant un progéniteur myéloïde commun ou dans le lignage lymphoïde en 

générant un progéniteur lymphoïde commun, permettant la génération de toutes les cellules 

matures du système hématopoïétique. 
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Figure 1 : Schéma illustratif de la différenciation hématopoïétique  
(CFU-Meg : Unité formatrice de colonies mégacaryocytaire; CFU-GM : CFU granulomonocytaire; CFU-ME : 

CFU mégacaryocytaire-érythrocytaire; CFU-M: CFU monocytaire; CFU-G: CFU granulocytaire; CFU-E : CFU 

erythrocytaire; CFU-Eo: CFU éosinophile; CFU-Baso : CFU basophile). 

Hématologie, Université & CHU de Tours 

 

Plus récemment, les études convergent vers une redéfinition du modèle de l’hématopoïèse 

vers un système moins compartimenté. Les études sur les Induced Pluripotent Stem Cells 

(IPSC) ont permis d’élargir les connaissances notamment sur la plasticité cellulaire(3,4).  Ainsi, 

il semblerait que le schéma de l’hématopoïèse le plus proche de la réalité serait davantage 

ressemblant à un modèle où les progéniteurs seraient dans un état transitoire, non stable, 

acquérant graduellement le phénotype d’engagement hématopoïétique d’un lignage donné. 

De ces observations, le modèle de Waddington (Figure 2) propose une représentation plus 

dynamique dans lequel la différenciation hématopoïétique vers une lignée donnée serait 

favorisée pour répondre à une situation pathologique de l’organisme (stress cellulaire, 

infections, cytopénies)(5–9). 
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Figure 2 : Schéma illustratif d’un modèle d’hématopoïèse continu, dérivé du modèle de 

Waddington. 

Les CSH acquerraient des caractéristiques spécifiques des lignages de façon continue et ne passeraient pas 

par des états intermédiaires stables. Dans ce modèle, les stades de développement en aval des CSH, ne 

représentent pas des types de cellules distincts, mais devraient plutôt être considérés comme des états 

transitoires dans le continuum des cellules souches et des progéniteurs hématopoïétiques(10). 

 

2) Les composants cellulaires de la niche hématopoïétique 

a) Le microenvironnement médullaire 

 

Le microenvironnement médullaire est principalement composé de cellules stromales 

mésenchymateuses qui sont des cellules multipotentes non hématopoïétiques présentes dans 

tous les tissus conjonctifs. Elles ont été décrites pour la première fois par Alexander 

Friedenstein qui a rapporté l’existence dans la moelle osseuse de progéniteurs capables de 

former des colonies allongées, adhérentes sur le plastique et d’apparence fibroblastique 

appelée CFU-F (Unité formatrice de colonies fibroblastiques). Ainsi, chaque colonie 

ensemencée chez des animaux syngéniques était capable de générer du tissu fibreux et de 

l’os(11). Plus tard, il a été suggéré l’existence de progéniteurs multipotents pour le tissu 

conjonctif et l’existence d’un microenvironnement pour les CSH circulantes(12). C’est dans les 

années 90 que Caplan a démontré que ces cellules étaient capables de donner de l’os, du 

stroma médullaire mais également du tissu cartilagineux, du tissu musculaire et des tendons. 
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Il a ainsi introduit pour la première fois le terme de  « mésenchymal stem cell »(13). Enfin le 

comité Mesenchymal and Tissue Stem Cell de l’ISCT (The international Society for Cellular 

Therapy) a remplacé cette appellation par : cellules stromales mésenchymateuses 

multipotentes et a proposé des critères minimaux pour les définir comprenant :   

-     l’adhérence au plastique 

- un phénotype qui se traduit par l’expression du CD105, CD73 et CD90 et l’absence 

du CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 et HLA-DR;  

- un potentiel de différenciation en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes in 

vitro   

 

Au sein de la niche hématopoïétique, il existe d’autres cellules stromales qui n’ont pas une 

origine hématopoïétique. On peut ainsi citer les ostéoblastes, les adipocytes, les cellules 

vasculaires lisses.  

- les ostéoblastes sont des cellules ostéoformatrices qui se trouvent en contact de 

l’endoste. Ils dérivent des CSM et jouent un rôle important dans la prolifération, 

la différenciation et la quiescence des CSH(14). Ils ont également un rôle dans la 

mobilisation des CSH(15) 

- les adipocytes sont les cellules les plus abondantes du stroma médullaire(16), ils 

représentent une réserve énergétique indispensable à l’hématopoïèse(17). Ils 

synthétisent un certain nombre de molécules telles que l’adiponectine qui joue un 

rôle dans l’hématopoïèse et des prostaglandines pourraient avoir une influence 

négative sur les CSH en induisant leur apoptose(18). Les adipocytes ont donc un 

rôle de régulateurs négatifs de l’hématopoïèse. Ainsi, il a été démontré qu’une 

inhibition de l’adipogenèse après irradiation permettait une reconstitution rapide 

de l’hématopoïèse(19) 

- les cellules musculaires lisses sont responsables de la synthèse de nombreuses 

molécules de la matrice extracellulaire.  

- la matrice extracellulaire est composée de diverses protéines (glycoprotéine, 

protéoglycane, collagène) indispensables au maintien et au soutien de 

l’hématopoïèse. 

- les cellules endothéliales présentent au sein de la paroi interne des vaisseaux 
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sanguins. Il a été démontré que ces cellules secrétaient un grand nombre de 

cytokines et de facteurs de croissance indispensables à la différenciation et à 

l’expansion des CSH in vitro(20) 

b) Les cellules hématopoïétiques 

Les cellules souches hématopoïétiques permettent la formation de progéniteurs puis de 

précurseurs et enfin de cellules matures, représentant les éléments fonctionnels figurés du 

sang. Elles se caractérisent par leur propriété d’autorenouvellement et de multipotence(21). 

Les CSH sont également capables de migrer sous l’action de facteurs moléculaires de la niche 

vers des sites extramédullaires (migration) ou de retourner vers des sites intramédullaires 

(homing), (Figure 3). 

 

Figure 3 :  Devenir des CSH 
Après division cellulaire les CSH peuvent soit s’autorenouveler afin d’assurer une réserve constante de CSH 

indispensable à l’hématopoïèse, soit se différencier en éléments matures du sang, soit migrer ou bien entrer 

en apoptose(22) 

 

Il existe d’autres cellules d’origine hématopoïétique présentes au sein de la niche : 

- les ostéoclastes, issus de la différenciation des macrophages, sont associés aux 

ostéoblastes au niveau de l’endoste et permettent la résorption et le remodelage 
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du tissu osseux. Il a été montré que ces cellules jouaient un rôle dans le maintien 

des CSH dans la moelle osseuse(23). 

Dans ce contexte, plusieurs types de niches ont été décrites selon le type de CSM, de cellules 

endothéliales et de cellules hématopoïétiques qui les composent(24) (Figure 4) : 

- les niches endostéales et périartériolaires sont constituées de CSM, notamment à 

l’origine des ostéoblastes, en contact avec des CSH majoritairement quiescentes. 

- les niches périsinusoïdales, situées dans les régions centrales de la moelle, sont 

constituées de CSM exprimant fortement CXCL12-abundant reticular cell (CXCL12-

CAR) et sont associées à des CSH activées qui s’orientent vers la différenciation. 

 
 

Figure 4 : Organisation cellulaire de la moelle osseuse hématopoïétique(25). 
Les différentes populations de CSM se répartissent pour former les niches hématopoïétiques 

périsinusoïdales, constituées de CSH activées, ou périartériolaires et endostéales, contenant une majorité 

des CSH quiescentes. 

 

O2
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3) Anomalies génétiques et moléculaires des CSM dans les SMD et les LAM 

Il est désormais bien établi que la régulation des CSH et du processus d’hématopoïèse est 

assurée par des interactions complexes avec le microenvironnement médullaire. Au fil des 

années, la physiopathologie des hémopathies a été progressivement élucidée : des anomalies 

cytogénétiques puis moléculaires ont ainsi été reliées à l’apparition de ces maladies. Le 

microenvironnement, initialement peu pris en compte, a gagné en intérêt au fur et à mesure 

que des travaux ont montré ses altérations au cours des hémopathies, ainsi que son rôle dans 

leur apparition et leur progression.  

 

Flores-Figueroa et al. ont étudié des CSM provenant de patients atteints de SMD(26). Il a 

ainsi été montré que les CSM n’étaient pas moins nombreuses dans la moelle osseuse des 

patients ayant un SMD mais qu’elles présentaient des altérations en culture : (i) difficulté à 

atteindre la confluence, (ii) prolifération plus lente. Au niveau moléculaire, il a été rapporté 

une surexpression (environ 10 fois) du gène CDKN2B, codant pour un inhibiteur de kinase 

dépendante de la cycline B, dans les CSM de SMD(27). Cette surexpression pourrait être 

responsable d’une inhibition du cycle cellulaire et ainsi expliquer le défaut prolifératif observé 

chez ces CSM. Concernant le défaut prolifératif retrouvé, il a précisément été étudié par Aanei 

et al.(28), les CSM de SMD présentaient un défaut de prolifération associé à une faible capacité 

clonogénique, potentiellement reliée à une incapacité à réaliser des divisions asymétriques. 

 

Concernant les anomalies cytogénétiques, plusieurs études rapportent des aberrations 

génétiques dans les CSM des patients ayant un SMD, avec principalement une perte de 

matériel chromomique(26) ou des translocations(29). Ces anomalies sont classiquement 

différentes de celles retrouvées dans les cellules hématopoïétiques, et leur acquisition dans 

le temps est encore controversée. 

 

Outre les anomalies cytogénétiques, des anomalies épigénétiques ont également été mises 

en évidence, et notamment une hyperméthylation de l’ADN des CSM médullaires issus de 

patients avec un SMD(27). Certains gènes sont ainsi hyperméthylés dans leur région 

promotrice telles que HOXB1 et TBX15(30), associée à une régulation négative des ARNm 

HOXB1 et TBX15. D'autre part, il a été décrit une hyperméthylation du corps du gène PITX2, 

entraînant une surexpression significative de l'ARNm de PITX2 dans les CSM dérivées de 
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SMD(30). Enfin, les mutations épigénétiques de ces CSM semblent plus fréquentes dans les 

SMD à haut risque que dans les SMD à faible risque(31).  

 

De nombreuses études mettent en évidence des différences de transcriptome dans les CSM 

de SMD par rapport aux CSM témoins. À titre d'exemple, Medyouf et al. ont rapporté que 

1008 gènes sont exprimés de manière différentielle dans les CSM des patients avec un SMD 

versus les CSM témoins(32). Ces gènes sont connus pour être impliqués dans l'activation 

stromale, la réponse inflammatoire, l'adhésion cellulaire, le remodelage de la matrice 

extracellulaire et les interactions cytokine-récepteur. 

 

Des altérations de différentes voies de signalisation ont été rapportées. Il a ainsi été décrit 

des anomalies de la voie Notch dans les CSM de SMD(33). Jagged1, un bon marqueur de cette 

voie, a d’ailleurs été décrit comme surexprimé (qPCR et cytométrie en flux) dans ces 

cellules(30). De plus, la surexpression de Jagged1 est associée à une diminution de la capacité 

à former des aires de Cobblestone à partir de cellules CD34+ co-cultivées avec des CSM de 

patients atteint d’un SMD(34), montrant un défaut de leur capacité à soutenir l’hématopoïèse. 

L’activation de la voie p53/p21, bien connue dans la pathogenèse du cancer en raison de son 

rôle dans l'inhibition du cycle cellulaire et de l'apoptose(35), participerait à l’augmentation de 

la sénescence des CSM de SMD. Plus largement, plusieurs voies de signalisation altérées 

semblent être liées à la sénescence de ces cellules. Par exemple, 4 des 84 gènes appartenant 

à la voie PI3K/AKT, régulant la survie cellulaire et la prolifération, ont été montré comme 

considérablement régulés à la baisse(36). Un autre exemple est la signalisation WNT, voie 

comprenant (i) la signalisation canonique, impliquée dans l'auto-renouvellement et le 

maintien à l’état souche des cellules et (ii) la signalisation non canonique impliquée dans 

l'inhibition de la prolifération(37). L’activation de la voie non canonique(31,37) associée à la 

baisse de l’activité de la voie canonique(36) peuvent expliquer la baisse de la prolifération des 

CSM de patients ayant un SMD. La diminution de l’activité de la voie canonique peut 

s’expliquer, en partie, par l’augmentation de l’expression des protéines DKK1 et DKK2, deux 

inhibiteurs de cette voie de signalisation(33). De plus, des dérégulations épigénétiques de 

FRZB, un antagoniste de la voie de signalisation WNT ont été décrites dans les cellules 

stromales de SMD(33). Enfin, des anomalies dans la signalisation de l’inflammation tels que 



 24 

NF-kB, EGF, TGF-ß et TNF-α ont été rapportées(38,39). L'activation de NF-kß a notamment été 

décrite comme un régulateur négatif de l'hématopoïèse(40). 

 

Les CSM de SMD sont connues pour avoir un potentiel de différenciation ostéogénique 

altéré. Au niveau moléculaire, osterix (un facteur de transcription impliqué dans la 

différenciation précoce des ostéoblastes), l'ostéocalcine (exprimée par les ostéoblastes 

matures) et RUNX2 (un facteur de transcription impliqué dans la différenciation des 

ostéoblastes) sont régulés à la baisse dans les BM-MSC de MDS(30,31,41). D'autre part, il a 

été rapporté une surexpression de l'ostéopontine(30), une glycoprotéine particulièrement 

importante pour l'ancrage des ostéoblastes à l'os(42). D’autre part, l’expression d’IL8, 

nécessaire à la différenciation ostéogénique(43), est réduite dans les cellules stromales de 

MDS(31). Par la suite des études ont montré des caractéristiques de SMD apparaissaient chez 

des souris pour lesquelles le gène dicer1 avait été invalidé(44). Suite à cette étude de 

Raaijmakers et al., des études ont été menées sur DICER1 dans les cellules stromales humaines 

et la diminution de son expression a été associée à de la sénescence, une baisse de la capacité 

de différenciation et une baisse de la capacité de soutien de l'hématopoïèse(30,45,46). Il a 

également été rapporté une sous-expression de DROSHA. De manière intéressante, DICER1 et 

DROSHA sont tous deux des gènes liés à la voie des microARN, qui a été montré comme altérée 

dans les CSM de SMD versus les CSM témoins, (moins d'expression de micro-ARN-155 (miR-

155), miR-181a et miR-222)(46,47). Un autre acteur clé de la différenciation ostéogénique des 

CSM médullaires est une protéine de liaison au facteur de croissance analogue à l'insuline 2 

(IGFBP2)(48). L'expression de l'IGFBP2 est réduite(32), pouvant s’expliquer par un mécanisme 

épigénétique dû à des anomalies de méthylation(31). Enfin, la signalisation du TGF-ß et par 

conséquent l'expression du gène TGFB1 est essentielle au remodelage osseux et à 

l'ostéogenèse(49). Dans une étude menée par Geyh et al., il a été établi que le TGF-ß1 

entraînait une inhibition fonctionnelle des cellules stromales dans les SMD(50).   

 

Concernant le métabolisme des CSM de SMD, lorsqu’elles sont cultivées in vitro, dans des 

conditions de normoxie, elles maintiennent une signature de type hypoxique(32). Medyouf et 

al. montrent ainsi un enrichissement des gènes en lien avec l'hypoxie(32). Un autre 

changement métabolique dans ces cellules peut être lié au fer puisqu'une augmentation de 

l'apoptose et du niveau d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) ont été rapportés dans des 
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SMD surchargés en fer(51). Il a également été rapporté que certains gènes, impliqués dans le 

transport du fer, tels que DMT1 et ZIP14 étaient surexprimés dans les CSM de SMD(52). 

 

Des altérations de l’interactome au sein de la niche hématopoïétique ont également été 

décrites. En utilisant la stratégie RNA seq dans des CSM de SMD, il a été rapporté une signature 

cytokinique plutôt pro-inflammatoire(39,53), avec notamment une surexpression 

d’interleukine 6 (IL6)(54). Le stem cell factor (SCF), un facteur de croissance hématopoïétique 

clé pour favoriser l'auto-renouvellement des Hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC) 

primitives est quant à lui sous-exprimé dans le stroma des SMD(30). De même, ANGPT1 et 

VEGFA, deux gènes impliqués dans l’angiogenèse sont également sous-exprimés(30,33) 

contrairement à la cytokine Leukemia inhibitory factor (LIF), qui est sur-exprimée dans les CSM 

de SMD(32), responsable d’une augmentation du potentiel angiogénique(55). Les molécules 

d'adhésion sont cruciales dans les interactions entre les CSM médullaires et les HSPC dans la 

niche hématopoïétique(56). Il a d’ailleurs été rapporté une augmentation de l'expression de 

la N-cadhérine dans CSM de SMD(32). Par ailleurs, Flores-Figueroa et al. ont rapporté que ces 

CSM semblent plus immunoréactives pour différentes molécules d'adhésion comme 

l'intégrine 1ß (CD29) ou HCAM (CD44), même si aucune différence significative n'a été 

montrée(57).  

 

Concernant les LAM, plusieurs études ont également rapporté des anomalies des CSM, 

notamment en termes de morphologie, de différenciation et d’expression de marqueurs 

moléculaires. Ainsi, une étude de 2014(58) montre des anomalies morphologiques des CSM 

de LAM. De même, ils constatent que la différenciation adipocytaire et ostéoblastique induite 

est possible, mais que les CSM de LAM présentent des signes de prédifférenciation 

adipocytaire et sous expriment la E-cadhérine alors que les ostéoblastes de LAM la 

surexpriment. Cette molécule est essentielle dans les liaisons entre les cellules stromales et 

les CSH. Par la suite, Chandran et al.(59) ont étudié leur capacité proliférative, leur capacité 

de soutien des progéniteurs hématopoïétiques et l’expression génique associée. Ils ont 

montré que la prolifération des CSM de LAM était très variable avec des morphologies souvent 

altérées et une survie cellulaire impactée. Les auteurs ont également montré des défauts de 

soutien de l’hématopoïèse, reliant cette observation à la surexpression de gènes favorisant la 

quiescence des CSH tels que ANGPT1 (angiopoïétine) et OPN (ostéopontine). De même, des 
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observations similaires ont été mises en évidence par une autre équipe cette même année, 

montrant que les CSM de LAM étaient caractérisées par un phénotype de CSM immatures 

(CD146+/CD166-), avec une très forte proportion de cellules en phase G0 du cycle cellulaire, 

un pourcentage de cellules sénescentes important et une capacité clonogénique réduite(60). 

 

Ces travaux convergent donc sur l’existence d’altérations des CSM au cours des SMD/LAM, 

et cela coïncide avec une perte de la capacité à maintenir une hématopoïèse physiologique 

dans ces pathologies. Le microenvironnement joue donc un rôle majeur dans le 

développement de ces hémopathies. Ceci explique pourquoi nous nous intéresserons au cours 

de notre travail expérimental à l’impact d’une exposition aux pesticides sur le 

microenvironnement médullaire et plus particulièrement aux modifications induites par cette 

exposition sur les CSM primaires médullaires. 

 

 

 

II. Le rôle des ALDH dans l’hématopoïèse et les hémopathies. 

 
Les cellules ALDHHigh de la moelle osseuse ou du sang de cordon représentent environ 1% 

des cellules mononucléées(61), elles sont 10 fois moins nombreuses dans le sang périphérique 

non mobilisé. Ces cellules ALDHHigh présentent des capacités fonctionnelles semblables aux 

CSH. La voie de l’acide rétinoïque, impliquant principalement ALDH1 est très importante pour 

la différenciation des cellules hématopoïétiques(62).  

L’environnement tumoral est composé de cellules hétérogènes dans lesquelles une petite 

population de cellules est capable d’augmenter ses capacités d’autorenouvellement, 

d’initiation de tumeur, de propagation, de résistance au traitement et de récurrence à la 

maladie, appelées les cellules souches cancéreuses (CSC). Certaines ont une ou plusieurs 

activités ALDH(63) qui leur permettent de résister à certains traitements anticancéreux. 

L’activité ALDH a donc été décrite comme un marqueur fiable, indicatif, de la présence de CSC.  

Dans certains cas, l’activité de certaines isoenzymes pourrait donc être utilisée comme un 

marqueur pronostique(64). 
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Nous avons donc réalisé une revue de la littérature, faisant un état des connaissances sur 

la famille enzymatique des ALDH en hématologie. Nous avons ainsi rapporté que certaines 

ALDH pouvaient être utilisées comme biomarqueurs en hématologie, et plus particulièrement 

dans l’hématopoïèse normale et leucémique. Puis nous nous sommes plus particulièrement 

intéressés au polymorphisme du gène ALDH2. En effet, la littérature converge sur le fait que 

ce polymorphisme est impliqué dans certaines maladies hématologiques congénitales ou 

acquises. Cette revue de la littérature vient d’être soumise.  
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Abstract  

 

Aldehyde dehydrogenases (ALDH) are a group of enzymes that catalyze the oxidation of 

aldehydes to carboxylic acids. The human ALDH superfamily including 19 isozymes plays 

key physiological and toxicological functions. This review presents the current knowledge 

on ALDH, and more particularly on ALDH2 in congenital and acquired hemopathies. It also 

describes the possibilities of using ALDH as a biomarker and as a therapeutic target to 

identify and eradicate leukemic stem cells. 

  



    

Introduction 

 

The aldehyde dehydrogenase (ALDH) gene superfamily encodes enzymes involved in 

detoxification of endogenous and exogenous aldehyde substrates.[1] There are 19 human 

ALDH-related genes with different tissue expression and substrate specificity (Table 1).[2] 

Multiple functions of ALDH enzymes were described: catalytic properties and non-catalytic 

interactions with endogenous compounds and exogenous agents.[1,3] The endogenous 

aldehydes are produced by the metabolism of amino acids, carbohydrates, lipids, biogenic 

amines, vitamins, and steroids.[3] Furthermore, polymorphisms of human ALDH genes are 

frequently associated with metabolic disorders.[4] As example, polymorphism in ALDH2 is 

associated with altered acetaldehyde metabolism,[4] increasing risk of 

oropharyngolaryngeal cancer[5,6] or esophageal cancer.[5,7] Moreover, loss of enzymatic 

activity induced by a polymorphism in ALDH3A2 is described in the Sjögren-Larsson 

syndrome.[4,8,9] 

The best documented enzyme in ALDH family as having an impact in hematology is 

ALDH2. This enzyme, known to be mainly located in the mitochondria is encoded in human 

by a nuclear gene located at chromosome 12q24[10]. It’s expression is ubiquitous but with 

higher abundance in the liver.[11] It’s role in alcohol metabolism is well described. In human, 

the ethanol catabolism occurs in the liver, catalyzed by alcohol dehydrogenase (ADH) which 

transforms ethanol into acetaldehyde, and by ALDH2 enzyme which transforms 

acetaldehyde in acetate[2] thus providing an essential protective enzymatic function against 

toxic agents. Moreover, other catalytic actions have been described. As example, ischemia 

and reperfusion produce reactive oxygen species (ROS) which induce lipid peroxidation with 

an increase of 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) and malondialdehyde (MDA) production. It has 



    

been reported that activation of ALDH2 reduces neurological impairments in rats, indicating 

potential implication of ALDH2 in 4-HNE degradation.[12] 

ALDH2 is crucial in the detoxification of aldehydes.[13] Genetic polymorphisms of 

human ALDH2 have been described.[14,15] The ALDH2*2 variant allele, which produces 

an ALDH2 protein with E487K mutation, is the most frequent ALDH2 variant, found in 35-

45% of East Asian people.[14,16] This polymorphism induces a lower ALDH2 enzymatic 

activity and impairs alcohol metabolism after consumption of alcoholic beverages. It has 

been described that ALDH2 polymorphism can be involve in neurodegenerative diseases, 

notably in Alzheimer's disease,[17,18] in heart failure[19] and the overall cancer risk in Asian 

population.[20,21] Transgenic mice with aldh2 deficiency were generated to recapitulate the 

phenotype of this punctual mutation: (i) aldh2 knockout induces hypersensitivity to ethanol, 

acetaldehyde accumulation and disturbance of oxidative metabolism[22] (ii) aldh2
E487K 

knock-in mice induces a lower enzymatic ALDH2 activity, higher acetaldehyde level after 

ethanol consumption and increased ROS production after chemotherapy treatment.[23]  

In this review, we focused on ALDH, and more particularly on ALDH2, in 

hematopoiesis and hematological diseases.  

 

 

ALDH activity as a biomarker in hematology  

 

Physiological hematopoiesis 

 

Numerous studies established that ALDH is as an interesting marker for the identification 

and quantification of human HSCs and is involved in the biology of these cells. 

 



    

 It has been reported that hematopoietic stem cells (HSCs) present a higher ALDH1 

immunoreactivity than other hematopoietic primitive cells,[24] suggesting a potential role of 

this enzyme in HSC maintenance. The ALDH1 immunoreactivity was reported as useful to 

identify and isolate human HSCs,[24–26] classically performed in viable cells by flow 

cytometry assay using a fluorescent substrate.[27] Strorms et al. published an efficient 

strategy to isolate primitive HSCs using BODIPY-aminoacetaldehyde (BAAA), a fluorescent 

non-toxic substrate for ALDH, which freely diffuses into intact and viable cells.[25] In the 

presence of ALDH, BAAA is converted into BODIPY-aminoacetate (BAA), a negatively 

charged product that is retained inside the cells. Intracellular accumulation of BAA leads to 

increased fluorescence, and these ALDH-bright cells can be analyzed with flow 

cytometry.[28] However, some studies reported that this assay was inappropriate for 

identifying murine HSCs.[29,30] ALDH1A1 and ALDH3A1 enzymes were identified to play 

an important role in the capacity of maintenance, differentiation and expansion of normal 

HSCs.[28,31,32] Aldh1a1
-/- mice fail to showed fetal defects in HSCs,[33] but a double 

invalidation of aldh1a1 and aldh3a1 in mice induces a decrease in HSC number in 

newborn.[34] Another study shown the involvement of Aldh16a1 enzyme in the initiation 

and/or the maintenance of primitive erythropoiesis in zebrafish embryos.[35] ALDH has also 

a precise function in regulating the differentiation of HSCs. Irreversible inhibition of 

ALDH1A2 and ALDH2 enzymes using N,N-diethylaminobenzaldehyde (DEAB)[36] delayed 

the differentiation of human HSCs via a decrease in retinoic acid receptor-mediated 

signaling.[28,32] 

The identification of HSCs with BAAA staining was also used in the process of HSC 

transplantation by characterizing HSC graft quality with ALDH activity.[37] In this study, 

Lioznov et al. suggested that quantification of ALDH activity in allogeneic HSC grafts could 

be a marker for HSC activity since they observed that patients who received a low quantity 



    

of ALDHbright cells presented a loss of CFU-GM potential and delayed establishment of full 

hematopoietic donor cell chimerism. Moreover, Fallon et al. reported that ALDHbright cell 

population in peripheral blood (PB) mobilized progenitors was enriched of cells with 

immature phenotypes able to generate long-term culture (LTC)-derived CFU, expand in 

primary and secondary LTC, and generate multiple cell lineages.[38] Interestingly, they also 

reported that when autologous PB HSC transplantation in patients, the number of infused 

ALDHbright cells was highly correlated with the time to neutrophil and platelet engraftment.[38] 

 

Malignant hematopoiesis 

 

Acute myeloid leukemias (AML) are hematopoietic malignancy characterized by an aberrant 

clonal expansion resulting in massive infiltration of bone marrow by immature leucoblasts. 

In 1994, leukemic cells able to initiate the hematopoietic malignancy were identified and 

named “leukemic-initiating cells”(LICs)[39] and currently named “leukemic stem cells” 

(LSCs).[40] As known for normal HSCs, this fraction of AML cells expresses CD34 but not 

CD38 antigens, generates leukemia after transplantation in immunodeficient mice[39,40] 

and present a hierarchy of distinct LSCs classes with decreasing self-renewal ability.[41] It 

has also been reported that LSCs might be CD34-.[42,43] LSCs are quiescent, explaining 

the complexity to eradicate these cells with standard therapies which classically target 

proliferating cells,[44] thus explaining the relapse of AML patients.[45] In order to estimate 

LSCs burden and eradicate these cells, specific markers to target them are required.  

 CD34+CD38− HSCs and LSCs present high levels of ALDH activity.[46,47] This 

enzymatic activity could participate to the drug resistance since it was reported that the 

transduction of human leukemic cells with lentiviral vectors encoding ALDH1A2 or ALDH2 

increased resistance to doxorubicin and 4-hydroxypercyclophosphamide.[48] Interestingly, 



    

a common feature of LSCs is a lower ALDH activity than normal CD34+CD38- HSCs that co-

exist with these LSCs in the AML bone marrow.[47] Since surface marker are missing to 

identify LSC,[46] it had been proposed that ALDH activity could be used as a marker to 

follow the prognosis and the residual disease.[49,50] 

 ALDH activity was proposed to be used as biomarker in lymphoproliferative 

disorders. In chronic lymphocytic leukemia (CLL), a study evaluated whether increased 

ALDH activity was associated with more aggressive disease.[51] It was compared with two 

other CLL biomarkers used as prognosis markers (immunoglobulin heavy chain variable 

gene (IgHV) mutation status and ZAP-70 expression) and an increased ALDH activity was 

observed in high-risk CLL patients. In concordance with this study, high ALDH1A1 

expression was associated with poor prognosis in patients suffering from B-cell non-

Hodgkin's lymphoma.[52] Finally, regarding multiple myeloma (MM), an increased ALDH1 

activity has been found in human multiple myeloma drug resistant progenitors.[53–55]  

 

Deregulation of ALDH activity and pathophysiology of hematological diseases 

 

While high ALDH1 expression is well known to characterize immature progenitor cells in 

blood cancers (AML, CLL, MM), the differential expression of other ALDH isoforms is poorly 

describe in blood malignancies (Table 1). The team of Spiegelman reported that Insulin-like 

growth factor 2 mRNA-binding protein 1 (IGF2BP1) affects proliferation and tumorigenic 

potential of leukemia cells through regulation of expression of the aldehyde dehydrogenase, 

ALDH1A1.[56] ALDH1A2 has been found aberrantly expressed in more than 50% of T-cell 

acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cases.[57] Moreover, ALDH1A2 expression confers 

resistance to Aracytine in K562 leukemia cells and is increased after the appearance of 

Aracytine resistance in clinical cases.[58] In mouse model, Aldh3a2 has been identify as 



    

critical in protecting LSCs from oxidative cell death.[59] Finally, the bone marrow 

microenvironment could participate in the regulation of ALDH expression in leukemic cells 

since it has been shown that among the 19 ALDH isoforms, ALDH1L2 and ALDH2 enzymes 

were significantly upregulated in human AML cells co-cultured with BM-mesenchymal 

stem/stromal cells (BM-MSCs) compared to cells cultured alone.[60] In a recent study, our 

team observed that human normal BM-MSCs exposed to low doses of pesticides present 

decreased ALDH2 activity associated with accumulation of acetaldehyde, DNA damages 

and decreased capacity to support primitive hematopoiesis. Interestingly, the same 

abnormalities were found in primary BM-MSCs of patients suffering from myelodysplastic 

syndrome (MDS), a pre-leukemic myeloid disease occurring in elderly (older than 55 

years),[61] suggesting that ALDH2 deficiency in BM microenvironment may participate in 

the pathophysiology of MDS.[61]  

 To try to combat the LSC population selectively, ALDH inhibitors were evaluated. It 

has been reported that disulfiram (DSF) selectively eradicated LSCs in AML. This molecule 

is involved in cytotoxicity, involving the induction of stress-related ROS-JNK pathway and 

the inhibition of Nrf2 and nuclear factor κB pathways.[62,63] Another ALDH1 and ALDH3 

inhibitor, dimethyl ampal thiolester (DIMATE) showed selective toxicity against LSCs without 

effects on normal HSCs.[28,64], and promoted synergistic response with cytarabine.[65] 

 

ALDH2 polymorphisms 

 

ALDH2 human gene is located on 12q24.12, and it is interesting to note that abnormalities 

of chromosome 12q24 (addition, translocation, deletion) were widely described in myeloid 

disorders such as AML,[66–69] chronic myeloid leukemia,[70,71] polycythemia vera and 

myelofibrosis,[72] and myelodysplastic syndrome[73,74]. 



    

 ALDH2 is the single most gene with the greatest number of human genetic 

polymorphism. One of them was described in hematological diseases, and also in various 

cancers: rs671 mutation also named Glu487Lys, or Glu504Lys, or E504K and designated 

ALDH2*2.[20] This allele encodes a protein with decreased ALDH2 activity.[75] Interestingly, 

ALDH2 is involved in aging process,[76,77] and notably ALDH2*2 allele. It was shown that 

transgenic mice overexpressing ALDH2*2 had a significant decrease in median life (96 

weeks) compared with control mice (126 weeks).[78] This allele is frequently found in East 

Asian populations (around 40% of the population),[79,80] and a study including 2.200 Japan 

subjects showed that ALDH2*2 homozygous genotype was significantly reduced in females 

in 60–70s age group compared to 40–50s group.[81] 

 ALDH2 detoxifies endogenous aldehydes, which are the major source of DNA 

damage repaired by the Fanconi anemia (FA) pathway. FA is a rare autosomal recessive 

disorder associated with a genomic instability syndrome and characterized by bone marrow 

failure (BMF), congenital abnormalities and cancer predisposition (in particular MDS, AML 

and solid tumors).[82–84] The ALDH2*2 allele has been associated with faster progression 

to BMF in children suffering of FA.[85,86] In ALDH2 deficient patients, HSCs accumulate 

DNA damages when the both FA and DNA repair pathway are altered, causing BMF, 

mediated by p53/p21 signaling in cell death or senescence.[87] In Japanese children with 

FA, homozygous wild-type ALDH2 allele develop aplastic anemia with a median time 

estimated at 72 months, at 28 months in heterozygous ALDH2/ALDH2*2 and between 0 and 

7 months in homozygous ALDH2*2.[85] During pregnancy, both mother and embryo 

produce endogenous aldehydes which can damage DNA. Maternal and embryonic ALDH2 

are essential to repair DNA damages, specifically in FANCA-deficient embryos.[88–90] This 

fetal aldehyde catabolism is essential for the bone marrow hematopoietic stem and 

progenitor cells (HSPCs) preservation in utero.[90] It has been reported in mice, that  



    

Aldh2
-/-

/Fanca
-/- embryo transfer in wild type mice avoid lethality but not HSPCs 

abundance.[90] Nevertheless, newborn presents bone marrow failure inducing death in less 

than 3 weeks.[90] 

 A recent article published in 2020, reported for the first time 10 cases of AMED 

syndrome (AMEDS). Patients are characterized by aplastic anemia, mental retardation, 

short stature and microcephaly.[91] Moreover, all patients developed myelodysplastic 

syndrome during infancy or childhood.[91] Authors showed that ALDH2*2 polymorphism and 

the biallelic mutations in ADH5 were essential for the AMEDS development.[91] ALDH2 and 

ADH5 are two detoxifying enzymes and are essential in the formaldehyde clearance. In case 

of deficiency of this two enzymes, formaldehyde accumulates in cells leading genome 

instability, underlying hematopoietic failure and leukemia.[92] Concomitantly, it is also 

reported that ALDH2*2 defective allele is involved in the severity of clinical expression of  

AMEDS.[91] 

 The impact of this ALDH2 polymorphism (rs671, c.1510G>A) was also studied in 

idiopathic aplastic anemia, another syndrome of BMF. AA homozygotes show very low 

catalysis of aldehydes, and GA heterozygotes display strongly reduced catalysis compared 

with GG homozygotes. By studying 79 Japanese children (40 GG, 29 GA, 10 AA) aged ≤15 

years with aplastic anemia, it was observed that patients with AA genotype were significantly 

younger at diagnosis than GG or GA patients, without difference in the severity of the 

disease. Moreover, the failure-free survival rate at 10 years was significantly decreased in 

the GA/AA group of patients.[93] 

 Finally, the effect of ALDH2*2 allele was studied on clinical states of patients 

suffering from Diamond-Blackfan anemia (DBA), a very rare constitutional ribosomopathy 

inducing congenital anomalies, BMF and cancer predisposition. This disease is caused by 

alterations in ribosomal proteins encoding genes involved in erythropoiesis, notably RPS19 



    

(19q13),[94,95] and there is a high rate of apoptosis in erythroid progenitors and 

precursors.[96–98]. In the first year of life, biological features of DBA are a normochromic 

macrocytic anemia and a reticulocytopenia associated with a decrease of erythroid 

precursors in the bone marrow.[99] Ikeda et al. studied a cohort of 113 DBA Japan patients, 

75 presenting heterozygous mutations or deletions in ribosomal protein genes, and it was 

not detected any difference in DBA patients with ALDH2 polymorphism in age at onset, 

malformations or reactivity to corticosteroid.[100] 

Very recently, new ALDH2 variants decreasing ALDH2 functionality and inducing an 

accumulating of toxic acetaldehyde in cell were reported among African (I41V mutation and 

ALDH2*3 designation), Latino (P92T mutation and ALDH2*4 designation or V304 mutation 

and ALDH2*6 designation), South Asian (T244M mutation and ALDH2*5 designation), and 

Finnish (R338W mutation and ALDH2*7 designation) ethnic populations.[101] The medical 

consequences of theses variants were not reported to date. 

 

Conclusion 

 

ALDH isozymes are involved in physiologically and toxicologically critical roles. This review 

highlights the key role of ALDH enzymes in hematologic diseases. The deficit of ALDH2 

activity contributes to the severity of congenital BMF syndromes. Conversely the high activity 

level of ALDH in LSCs from leukemic BM may help to identify these cells in flow cytometry 

assays. It also opens up interesting therapeutic prospects for pharmacological inhibition of 

these enzymes in order to eradicate these LSCs responsible for relapses which are the 

seriousness of these leukemia. 
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Table 1: ALDH isoenzyme in hematopoiesis 

 

AML: acute myeloid leukemia, ALL: Lymphoblastic leukemia, MDS: myelodysplastic syndrome, CSC: cancer stem cells, 

HSC: hematopoietic stem cells, RA: retinoid acid, ST: solid tumors, H: hemopoiesis 

 



 
 

 
  

ALDH  gene
Subcellular 

localisation

genomic 

localisation
Preferred substrate Invovlment in hematopoiesis References Biologocal processes References

﻿ALDH1A1 ﻿Cytosol ﻿9q21.13 retinal

﻿Myeloid and Lymphoblastic 

leukemia (AML, ALL) 

Maintenance, differenciation and 

expansion of normal stem cells

Elcheva et al , 2020

Chute et al,  2006

Sladek et al , 2003

Muramoto et al , 2010

﻿IGF2BP1 is known functions in regulating HSC self-

renewal and ALDH1A1 mediate the IGF2BP1-dependent 

LSC phenotype

Marker of normal stem cells

Elcheva et al , 2020

Chute et al , 2006

Sladek et al , 2003

Muramoto et al , 2010

﻿ALDH1A2 ﻿Cytosol ﻿15q22.1 retinal

﻿Aberrantly expressed in more 

than 50% T-cell acute 

lymphoblastic leukemia 

High expression in leukemia, in 

particular in ARA-C resistant cells

Zhuang et al , 2020

Kawasoe et al , 2013

ALDH1A2 protects against intracellular stress and 

promotes metabolism and survival of T-ALL cell 

﻿ALDH1A2 knock-down induces sensitivity to AraC in 

linear cells, and ALDH1A2 overexpressed in linear cells 

induces the AraC resistance

Zhuang et al , 2020

Kawasoe et al,  2013

﻿ALDH1A3 ﻿Cytosol ﻿15q26.2 retinal nd nd nd nd

﻿ALDH1B1 ﻿Mitochondria ﻿9q11.1 retinal and acetaldehyde nd nd nd nd

﻿ALDH1L1 ﻿Cytosol ﻿3q21.2
﻿10-Formyl 

tetrahydrofolate
nd nd nd nd

﻿ALDH1L2 ﻿Unknown ﻿12q23.3 unknown In vitro in AML Yuan et al , 2020 Upregulated in AML cells co-cultured with stromal cells Yuan et al , 2020

﻿ALDH2 ﻿Mitochondria ﻿12q24.2
acetaldehyde, ﻿4-HNE 

and MDA

In vitro  in AML

In vitro  in MDS

 AMED syndrom 

Fanconi Anemia

Yuan et al , 2020

Foucault et al , 2021

Oka et al , 2020

Hira et al, 2013

Upregulated in AML cells co-cultured with stromal cells 

﻿through the non-canonical TGF-β pathway

High activity and expression of ALDH2 in MSCs of 

myelodysplastic patients

﻿Digenic mutations in ALDH2 and ADH5 impair 

formaldehyde clearance and cause ﻿AMeD (aplastic 

anemia, mental retardation, and dwarfism) syndrome

HSCs extrated of aldh2/fancd2 double knockout mice 

accumulate more DNA damage 

Yuan et al , 2020

Foucault et al , 2021

Oka et al , 2020

﻿Garaycoechea  et al , 2012

﻿ALDH3A1 ﻿Cytosol, nucleus ﻿17p11.2
aromatic, aliphatic 

aldehydes

Maintenance, differenciation and 

expansion of normal stem cells

Chute et al , 2006

Sladek et al , 2003

Muramoto et al , 2010

Marker of normal stem cells

Chute et al , 2006

Sladek et a l, 2003

Muramoto et al , 2010

﻿ALDH3A2
﻿Microsomes,﻿ 

peroxisomes
﻿17p11.2 fatty ﻿aldehydes Leukemia in mouse model Yusuf et al , 2020 ALDH3A2 protects AML cells from oxidative cell death Yusuf et al , 2020

﻿ALDH3B1 ﻿Cytosol ﻿11q13.2 octanal nd nd nd nd

﻿ALDH3B2 ﻿Unknown ﻿11q13.2 unknown nd nd nd nd

﻿ALDH4A1 ﻿Mitochondria ﻿1p36.13
glutamate γ-semi-

aldehyde
nd nd nd nd

﻿ALDH5A1 ﻿Mitochondria ﻿6p22.2
succinate semi-

aldehyde
nd nd nd nd

﻿ALDH6A1 ﻿Mitochondria ﻿14q24.3 malonate semi-aldehyde nd nd nd nd

﻿ALDH7A1
﻿Cytosol, nucleus, 

mitochondria
﻿5q31

α-Aminoadipic semi-

aldehyde
nd nd nd nd

﻿ALDH8A1 ﻿Cytosol ﻿6q23.2 retinal nd nd nd nd

﻿ALDH9A1 ﻿Cytosol ﻿1q23.2 γ-aminobutyr-aldehyde nd nd nd nd

﻿ALDH16A1 ﻿Unknown ﻿19q13.33 unknown

Maintenance primitive 

erythropoïesis in zablrafish 

embryos

Ma et al , 2010
aldh16a1 might have function in the initiation and/or 

maintenance of primitive erythropoiesis
Ma et al , 2010

﻿ALDH18A1 ﻿Mitochondria ﻿10q24.3
glutamic γ-semi-

aldehyde
nd nd nd nd
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ALDH2

12q24.12

polymorphismderegulation

East Asian rs671 26.6 %

BM MSCscontact with BM-MSCs

ALDH2ALDH2

activityactivity

ALDH2

activity

disulfiram alda-1

Chr 12

p13.33
p13.32

p13.31

p13.2
p13.1

p12.1

p11.22
p11.21
p11.1
q11

q12

q13.11
q13.12
q13.13

q14.1

q14.2
q14.3
q15

q21.1

q21.2

q21.31

q21.32
q21.33

q22

q23.1

q23.2

q23.3

q24.11
q24.13
q24.21

q24.23

q24.31

q24.32

q24.33

p12.3

acute myeloid leukemia

leukemic cells
myelodysplastic syndrome

mesenchymal stem/stromal cells

ALDH2

12q24

congenital disorders

Fanconi anemia

AMED syndrome

idiopathic aplastic anemia

Yuan et al. (60) Foucault et al. (61) Hira et al. (84)

Yabe et al. (85)

Ceccaldi et al. (86)

Oka et al. (90)

Kawashima et al. (92)
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III. L’impact d’une exposition aux pesticides à fortes doses sur le risque de 

cancers 

 

1) Généralités sur les pesticides 

Les pesticides regroupent de nombreuses substances de famille chimique (près de 100 

différentes) et de mécanismes d’action très variés. Ils agissent sur les organismes vivants 

(insectes, vertébrés, champignons, bactéries) pour les détruire, les contrôler, les repousser. 

Près de 1 000 substances actives ont déjà été mises sur le marché et actuellement, environ 

300 substances phytopharmaceutiques sont autorisées en France. Les principaux pays 

consommateurs de ces composés sont la Chine, les États-Unis, la France, le Brésil et le Japon. 

Ainsi en France, environ 65 000 tonnes de pesticides sont déversés dans les sols chaque 

année(65). La majeure partie des pesticides est utilisée pour l’agriculture (90%), mais d’autres 

secteurs professionnels peuvent être affectés par l’utilisation de ces composés (entretiens des 

jardins et parcs; secteur industriel; usage en santé humaine et vétérinaire). Il faut ajouter à 

cette liste les usages domestiques (plantes, animaux, désinsectisation, jardinage, bois). 

L’évaluation des expositions environnementales aux pesticides doit prendre en compte les 

usages domestiques mais également la pollution de l’environnement (air, poussières, surface) 

ainsi que l’ingestion de résidus de pesticides présents dans les aliments et les boissons. Cette 

ingestion est souvent considérée comme la principale source d’exposition chronique aux 

pesticides de la population générale (Figure 5). Une des problématiques de ces produits est 

leur rémanence dans l’environnement. Ainsi, celle-ci peut être de quelques heures à plusieurs 

années. Certains, comme les organochlorés persistent pendant des années dans 

l’environnement et se retrouvent dans la chaîne alimentaire.  

 

 
Faibles dosesFortes doses
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Figure 5 : Voies d’exposition aux pesticides. 

Il existe deux types d’exposition aux pesticides, une exposition à de fortes doses, qui correspond à 
l’exposition professionnelle et l’exposition à faibles doses qui concernent surtout la population 
générale, (source : Santé publique France). 

 

2) Pesticides à fortes doses et risque de cancers 

Dès les années 1970, plusieurs travaux se sont intéressés aux effets des pesticides sur la 

santé humaine et particulièrement à leur effet carcinogène(66,67). En 1987, the Agency for 

research on Cancer a conclu que 50% des pesticides évalués présentaient des preuves 

suffisantes pour un risque cancérigène(68). Des résultats similaires ont été mis en évidence 

par the National Cancer Institute / National Toxicology Program (NCI/NTP) en 1991. Les 

agriculteurs sont fortement exposés à de nombreuses substances dangereuses, incluant les 

pesticides et les solvants. La population agricole n’est cependant pas la seule exposée, il s’y 

ajoute notamment les professionnels saisonniers de l’agriculture, les ouvriers de l’industrie 

des pesticides et les employés de chemin de fer, des voiries et d’espaces verts au contact 

d’herbicides notamment. L’exposition de ces travailleurs est très variable : elle diffère selon 

les secteurs professionnels, par la nature des produits, les quantités utilisées et leur mode 

d’application. 

 

Il a été initié un certain nombre de projets de recherche afin de clarifier chez cette catégorie 

socio-professionnelle le risque cancérigène et d’identifier les facteurs de risque(69).  En effet, 

un lien causal reste cependant à démontrer, car d’autres facteurs de risque présents en milieu 

agricole peuvent jouer un rôle dans les associations retrouvées (exposition au soleil, à d’autres 

polluants, contact avec des virus du bétail…). La population agricole a été très peu étudiée en 

France en particulier en termes de survenue de cancer bien que les expositions 

professionnelles en exploitation agricole concernent plus de 1 million de personnes et que la 

France soit un des premiers pays utilisateurs de pesticides au monde. Pourtant, d’après de 

nombreuses études menées principalement chez les agriculteurs nord-américains et 

scandinaves, certains cancers (hémopathies malignes, cancers cutanés, sarcomes des tissus 

mous, cancers de la prostate, tumeurs cérébrales, cancers gastriques) sont retrouvés en excès 

dans cette profession. Il a ainsi été rapporté dès les années 1980 que les agriculteurs auraient 

un risque plus élevé de développer certains cancers et certaines hémopathies (tableau 1)(70).  
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Tableau 1 : Les causes de décès chez les agriculteurs(69) 
 

 
En 1993, the Agricultural Health Study (AHS) a été initiée pour explorer l’impact des 

pesticides sur la santé des agriculteurs et de leur famille dans les états de l’Iowa et de Caroline 

du Nord aux États-Unis. Une revue de 2010, a recensé les études épidémiologiques (publiées 

avant mars 2009) sur l’exposition des pesticides et l’incidence des cancers dans la cohorte de 

l’AHS. Ils ont ainsi mis en évidence l’association entre les pesticides et plusieurs types de 

cancers (tableau 2)(71). Une étude cas témoins dans le sud-ouest de la France, comportant 

221 patients avec une tumeur cérébrale et 442 personnes saines, a mis en évidence une 

association significative entre l’exposition à hautes doses aux pesticides et le développement 

d’une tumeur cérébrale (odd ratio (OR)=2,16; IC 95 % : 1,10-4,23) et de gliome (OR=3,21; IC 

95 % : 1,13-9,11)(72). De la même façon, une étude aux USA a montré que les femmes 

exposées aux herbicides auraient un risque significativement plus élevé que celles jamais 

exposées, de développer des méningiomes (OR=2,4; IC 95 % : 1,4-4,3)(73). Concomitamment, 

une étude menée aux États-Unis a également incriminé de façon significative l’exposition aux 

herbicides comme augmentant le risque de cancer pulmonaire(74,75).  
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Tableau 2 : Pesticides et cancers dans la cohorte AHS 
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Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a évalué et classé une soixantaine 

de pesticides, estimés cancérigènes pour l'homme. Seuls les insecticides arsenicaux sont 

considérés comme certainement cancérigènes. Récemment, il a classé cinq pesticides comme 

probablement cancérigènes : le malathion (utilisé aux Antilles pour la prévention du 

chikungunya), le glyphosate (principe actif du "Round Up" de Monsanto), le parathion, le 

diazinon et le tetrachlorvinphos (Annexe 1)(76). 

 

D’un point de vue mécanistique, certaines études ont pu montrer une augmentation du 

stress oxydatif après une exposition aux pesticides. Par exemple, il a été suggéré que le 

chlorpyrifos pourrait modifier la balance pro et antioxydante, perturbant les mécanismes de 

défense antioxydante des cellules mammaires(77).  

 

3) Pesticides à fortes doses et risque d’hémopathies 

Concernant les hémopathies, la littérature suspecte depuis de nombreuses années qu’une 

exposition aux pesticides à fortes doses semblerait être associée à un risque accru de 

myélomes multiples et de lymphomes non Hodgkiniens(78,79). D’ailleurs ces hémopathies 

sont aujourd’hui reconnues comme des maladies professionnelles. Les agriculteurs (exposés 

à de fortes doses du fait de leur activité professionnelle) auraient ainsi un risque 

augmenté(80). Concernant les hémopathies myéloïdes et notamment les leucémies aiguës 

myéloblastiques, les données de la littérature restent très hétérogènes et nécessitent une 

actualisation.  

 

Nous détaillerons donc par la suite l’état des connaissances en fonction sur les risques de 

développer différentes hémopathies dans cette catégorie socio-professionnelle.  

 

Le myélome multiple : 

Le myélome multiple (MM) se caractérise par une prolifération maligne de plasmocytes 

monoclonaux. C’est l’une des hémopathies les plus fréquentes en France. Entre 1995 et 2018, 

le nombre de MM a augmenté de 96 % chez l’homme et 74 % chez la femme. Cette 

augmentation serait liée aux changements démographiques pour respectivement 58 % et 
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43 % alors que 38 % et 31 % de l’augmentation serait liée à l’amélioration du diagnostic, de 

l’accès aux soins ou serait liée aux facteurs de risque(81). 

Le risque de MM en lien avec une exposition professionnelle aux pesticides a déjà été évoqué 

depuis plusieurs années(69). Plusieurs auteurs ont réalisé des méta-analyses entre 1992 et 

2009(70,79,82–84). La plus forte augmentation significative a été observée dans la méta-

analyse de Perrotta et al. pour les agriculteurs ayant travaillé au moins 10 ans dans une ferme 

ainsi que pour ceux qui ont été exposés au Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)(84). 

Concernant les autres familles chimiques de pesticides, une augmentation non significative du 

risque de myélome multiple a été rapportée chez les travailleurs exposés aux herbicides 

phénoxy(85). La plupart des auteurs ont observé une hétérogénéité importante entre les 

résultats des différentes études épidémiologiques. Les auteurs ont donc essayé d’identifier les 

principales sources d’hétérogénéité qui selon les auteurs seraient (i) le design de l’étude, (ii) 

l’ajustement des estimateurs des études individuelles selon le niveau d’éducation et les 

différentes techniques agricoles, (iii) les pesticides utilisés dans le monde et selon les 

époques(84). Ceci implique une grande prudence dans l’interprétation des résultats des 

différentes études publiées. Plus récemment, une vaste étude nord-américaine a confirmé 

une augmentation significative du risque de MM lié à l’utilisation des pesticides, notamment 

lié à l'utilisation du carbaryl, du captane et du DDT(86). Concomitamment, dans la cohorte 

française AGRICAN, comptant 180 000 assurés agricoles actifs et retraités, les auteurs ont 

montré un risque augmenté de MM chez les agriculteurs (i) qui ont commencé à utiliser des 

pesticides dans les années 1960, en particulier dans les cultures de maïs (≥ 20 ans : OR=1,73;  

IC 95 % : 1,08-2,78) et (ii) lors de l’utilisation d'insecticides sur les animaux (OR= 1,48; IC 95 % 

: 1,11-1,98)(87).  

 

L’ensemble des résultats de ces études a été synthétisé dans le rapport de l’INSERM de 

2021 « Pesticides et effets sur la santé. Nouvelles données »(81). Ils ont ainsi publié un tableau 

recensant les familles et les substances actives impliquées dans les excès de risque de MM 

(tableau 3). L’ensemble de ces résultats est en faveur d’une présomption forte entre 

l’exposition professionnelle aux pesticides et le risque de MM (tableau 4). Publié au Journal 

officiel du 13 avril 2019, le décret n°2019-312 révise et complète les tableaux des maladies 

d’origine professionnelle reconnues par le code rural. Il y intègre certaines « hémopathies 

malignes provoquées par les pesticides », et notamment le myélome multiple(88).  
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Tableau 3 : Familles et substances actives impliquées dans les excès de risque de myélome 

multiple(81) 

 

 

Tableau 4 : Présomption d’un lien entre exposition aux pesticides et myélome multiple(81) 

 

 

Les lymphomes non Hodgkiniens : 

Les lymphomes non hodgkiniens (LNH) se caractérisent par des proliférations 

monoclonales de lymphocytes à différents stades de leur différenciation. Il existe plusieurs 

sous-types de LNH : 

- le lymphome diffus à grandes cellules B 

- le lymphome folliculaire 

- le lymphome de la zone marginale. 
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L’importante augmentation de l’incidence des LNH au cours des 30 dernières années a 

justifié une étude des facteurs de risques environnementaux, et notamment les agents 

toxiques auxquels sont exposés les agriculteurs (pesticides, engrais, produits chimiques…). Les 

pesticides retiennent plus particulièrement l’attention des équipes de recherche puisque 

l’augmentation de l’incidence des LNH a suivi l’introduction massive des molécules organiques 

de synthèse. En France métropolitaine, les LNH représentaient 60 % des hémopathies 

malignes avec environ 27 000 nouveaux cas en 2018.  

 

Une revue de la littérature de Schinasi et al. a pris en compte les articles parus à partir de 

1980 et a intégré au total 44 articles. Une augmentation du risque de LNH a été mise en 

évidence chez les agriculteurs exposés aux herbicides phénoxy(89,90), aux 

carbamates/thiocarbamates(91,92) et au glyphosate(90,93,94). Parmi les insecticides, des 

associations sont identifiées avec les organophosphorés et en particulier avec le 

malathion(93) et le diazinon(95). Dans le groupe des organochlorés, le lindane(96) et le 

DDT(90) ont été incriminés. Des associations ont également été identifiées dans les méta-

analyses en fonction du type de LNH. Le risque de lymphomes B à grandes cellules serait 

augmenté après des expositions aux herbicides de type phénoxy(89,90) et aux 

organophosphorés de type glyphosate(90). Différentes analyses de sensibilité ont été 

effectuées pour examiner l’impact sur les résultats des sources d’hétérogénéité entre les 

études, en particulier le sexe des sujets inclus, la zone géographique, la période où les LNH 

ont été diagnostiqués (1975-1989, 1990-1999 ou à partir de 2000). Ces analyses montrent la 

robustesse des associations avec les carbamates, les organophosphorés et le lindane(97).  

 

L’ensemble de ces études ont été synthétisées dans le rapport de l’INSERM de 2021 

« Pesticides et effets sur la santé. Nouvelles données »(81). Ils ont ainsi publié un tableau 

recensant les familles et les substances actives impliquées dans les excès de risque de LNH 

(tableau 5). Ces résultats sont donc en faveur d’une présomption forte entre l’exposition 

professionnelle aux pesticides et le risque de LNH (tableau 6)(81). Ces études ont permis la 

publication d’un décret en juin 2015 où le LNH a été inscrit au tableau des maladies 

professionnelles(98). 

 

 



 36 

Tableau 5 : Les familles et les substances actives impliquées dans les excès de risque de LNH(81) 

 

 

 

Tableau 6 : Présomption d’un lien entre exposition aux pesticides et LNH(81) 
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Le lymphome Hodgkinien : 

Le lymphome de Hodgkin (LH) se caractérise par la prolifération de cellules anormales 

clonales développées à partir d’un lymphocyte B, identifiées comme des cellules de Reed 

Sternberg.  

Il représente environ 10 % des lymphomes avec environ 2130 nouveaux cas en France en 2018. 

Il existe une présomption faible d’un lien entre le risque de LH et l’exposition professionnelle 

aux pesticides, sans distinction de familles chimiques ou de substances actives, dans le secteur 

professionnel agricole (tableau 7) et ceci en raison du très faible nombre d’études en faveur 

de cette association(99,100).  

 

Tableau 7 : Présomption d’un lien entre exposition aux pesticides et LH(81) 

 

 

Les syndromes myéloprolifératifs : 

Concernant les syndromes myéloprolifératifs, peu d’études s’intéressent à ce risque après 

une exposition professionnelle aux pesticides. Les syndromes myéloprolifératifs comprennent 

la leucémie myéloïde chronique, la polyglobulie de Vaquez thrombocytémie essentielle et la 

myélofibrose primitive. Ces maladies sont des hémopathies clonales caractérisées par un 

excès de production de cellules myéloïdes matures dans la moelle osseuse.  

 

On retrouve certaines études qui se sont intéressées plus particulièrement à la leucémie 

myéloïde chronique (LMC). Cependant, cette hémopathie étant très rare, les effectifs de ce 

type de leucémie ont souvent été poolés avec les effectifs de la leucémie aiguë 

myéloblastique. Il est donc très difficile de réaliser une analyse spécifique du lien entre le 

risque de développer cette hémopathie suite à une exposition professionnelle aux pesticides. 

Une étude de 1993 montre tout de même chez les femmes exposées professionnellement aux 

pesticides un OR élevé de 4,4 (IC 95 % : 1,7-11,5) pour la leucémie myéloïde chronique et la 
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leucémie aiguë myéloïde, bien que les pesticides incriminés n'aient pas été caractérisés et/ou 

quantifiés(101). Plus récemment, une méta-analyse montre un risque significativement plus 

élevé de développer une LMC chez les agriculteurs et ouvriers agricoles (méta-risque relatif 

(RR)=1,38; IC 95 % : 1,06-1,79)  

 

La leucémie lymphoïde chronique :  

La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est secondaire à une prolifération maligne 

excessive et à un défaut d'apoptose de lymphocytes de phénotype B (CD5+) matures, 

entraînant un envahissement sanguin et médullaire. 

 

Plusieurs études suggèrent une association entre le risque de LLC et une exposition 

professionnelle aux pesticides(70). Cependant, les résultats des quelques études qui ont 

spécifiquement évalué la LLC divergent, indiquant dans les années 80 plutôt une absence 

d’association(102,103) puis dès les années 90, les études convergent plutôt vers une 

association positive(104–107). En 2020, une étude espagnole a montré que les sujets les plus 

exposés aux insecticides, aux herbicides et aux fongicides étaient plus susceptibles de 

développer une LLC par rapport aux sujets non exposés(108). Ces résultats confirment les 

associations antérieures retrouvées entre la LLC et l'exposition aux pesticides et fournissent 

des indications supplémentaires en précisant les types de molécules incriminées.   

 

Le rapport de l’INSERM conclut quant à lui à une présomption moyenne d’un risque de LLC 

après une exposition professionnelle aux pesticides(81). Le décret n°2019-312 publié au 

Journal officiel du 13 avril 2019, a également intégré certaines « hémopathies malignes 

provoquées par les pesticides », et notamment la LLC(88).  

 

Les syndromes myélodysplasiques :  

Les SMD sont des hémopathies clonales acquises de la cellule souche hématopoïétique 

médullaire, caractérisées par une dysmyélopoïèse. Ils s’accompagnent d’une apoptose 

excessive des précurseurs qui aboutit à des cytopénies périphériques. Dans 30 % des cas, ils 

évoluent vers une LAM. Dans ces pathologies, on retrouve des anomalies au sein du 

microenvironnement médullaire et il a été décrit des défauts d’interactions entre les CSM et 

les CSH(56). Il a également été rapporté que des altérations des CSM elles-mêmes, pouvaient 
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être à l’origine du développement de la maladie(44). De plus, l’équipe LNOx a récemment 

montré des modifications du métabolisme oxydatif suggérant la présence d’un stress oxydatif 

au cours de ces affections (brevet WO2012085188133). L’étiologie des SMD est le plus souvent 

inconnue, mais dans 15 à 20% des cas ils sont secondaires à une chimiothérapie ou à une 

radiothérapie. Plus rarement, ils peuvent être secondaires à une exposition aux benzènes ou 

aux produits utilisés dans l’agriculture(109). 

 

L’exposition aux pesticides augmenterait donc le risque de syndrome myélodysplasique, ce 

lien ayant été incriminé dans plusieurs études(101,110–113). Une méta-analyse a été publiée 

par Jin et al. afin d’examiner l’implication des pesticides comme potentielle étiologie de ces 

pathologies. Pour cela, ils ont inclus 11 études cas témoins publiées entre 1990 et 2011. Ils 

ont pu démontrer une augmentation significative du risque de SMD lors d’une exposition 

professionnelle aux pesticides (OR=1,95; IC 95 % : 1,23-3,09). Ils ont également étudié ce 

risque en fonction du type de pesticide et ils ont pu montrer que l’exposition aux insecticides 

augmentait le risque de MDS de 71 % (OR=1,71; IC 95 % : 1,22- 2,40) comparé aux herbicides 

(OR=1,16; IC 95 % : 0,55-2,43) et fongicides (OR=0,70; IC 95 % : 0,2-3,2)(114). Les mécanismes 

biologiques pouvant expliquer cette association sont aujourd’hui méconnus. Cependant, 

plusieurs mécanismes ont été proposés par les auteurs afin d’expliquer cette augmentation 

du risque de SMD(114) :  

- une surproduction de ROS dépassant les mécanismes physiologiques de régulation 

des ROS, à l’origine de dommages à l’ADN, et aux protéines, 

- un déplacement des ligands endogènes des récepteurs nucléaires stéroïdiens y 

compris les ligands estrogènes et androgènes, entraînant une activation aberrante 

des récepteurs et induisant des changements dans le réseau d’expression génique. 

 

Les leucémies aiguës myéloblastiques : 

Elles se caractérisent par une prolifération excessive de cellules malignes bloquées dans 

leur différenciation (blastes) responsable d’un envahissement médullaire et sanguin.  

 

Les données épidémiologiques traitant du lien pouvant exister entre une exposition 

professionnelle aux pesticides et la survenue de leucémies aiguës sont nombreuses. Plusieurs 

études ont d’ailleurs été publiées sur ce sujet entre 1995 et 2008. Ces études suggèrent plutôt 
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un risque augmenté de survenue de leucémies aiguës chez les professionnels exposés à fortes 

doses aux pesticides, comparé à la population générale. Cette augmentation de risque atteint 

un niveau de significativité dans plusieurs études(70,83,115) et est à la limite de la 

significativité pour certaines études(80,116). La plus forte augmentation significative de risque 

a été observée pour les travailleurs en industries qui produisent des pesticides avec un excès 

de risque de leucémie de 43 %(115). Quelques études traitent du risque de leucémie après 

exposition à certains pesticides spécifiques. Une augmentation significative du risque de 

leucémie a ainsi été suggérée après une exposition à certains organophosphorés tels que 

diazinon(117) ou le chlorpyrifos(118,119). Des observations similaires ont été rapportées pour 

les pesticides faisant partie du groupe des carbamates/thiocarbamates. Mils et al. ont pu 

mettre en évidence une augmentation significative du risque de leucémie après une 

exposition au mancozèbe et une augmentation moindre et non significative après exposition 

au manèbe(120). Ces études pour certaines, regroupent des sujets avec des hémopathies 

différentes, tels que les leucémies aiguës et les leucémies chroniques. Ces maladies ne 

présentent pas la même physiopathologie et ne peuvent donc pas être regroupées ensemble.  

D’autre part, plusieurs études ont montré une absence de significativité entre le risque de 

LAM lors d’une exposition à fortes doses aux pesticides(121,122) tandis que certaines 

montrent une importante significativité(123).  

 

Dans l’expertise de l’INSERM, l’ensemble des leucémies ont été regroupées. Ils ont ainsi 

identifié les substances pouvant être associées à des excès de risque de leucémies (chroniques 

et aiguës), (tableau 8). Il est ainsi conclu dans le rapport une présomption moyenne d’un lien 

entre l’exposition aux pesticides et le risque de survenue de leucémies (chroniques et aiguës), 

(tableau 9)(81). À l’heure actuelle, cette maladie n’est donc pas inscrite au journal officiel 

comme maladie professionnelle malgré les fortes présomptions. 

 

Tableau 8 : Familles et substances actives impliquées dans les excès de risque de leucémies(81) 
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Tableau 9 : Présomption d’un lien entre exposition aux pesticides et leucémies(81) 
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4) Contamination de la population générale à proximité des zones agricoles 

Depuis quelques années, de nombreuses questions existent sur le niveau d’exposition aux 

pesticides et les risques potentiels encourus par les populations proches des zones agricoles. 

Une revue systématique de la littérature de 2021, incluant 27 études, a ainsi permis d’étudier 

l'exposition des individus aux pesticides grâce à des mesures dans des échantillons biologiques 

(n = 13), des échantillons environnementaux (n = 11) ou les deux (n = 3)(124). Des indicateurs 

spatiaux, notamment la proximité résidentielle des champs, la superficie cultivée autour de la 

résidence et les quantités de pesticides appliqués à proximité ont été identifiés comme des 

déterminants essentiels de l'exposition aux pesticides dans de nombreuses études. La saison 

où les pulvérisations de pesticides sont faites semble également avoir un impact non 

négligeable sur le taux de pesticides retrouvés par la suite dans l’environnement(124) 

(figure 6). Ces types d’expositions restent tout de même très inferieures à ce que reçoivent 

les agriculteurs professionnellement exposés.  

 

 

Figure 6 : Les facteurs influençant l’exposition aux pesticides des populations proches des zones 
agricoles(124) 
(+) Association positive dans la littérature avec un risque d’exposition aux pesticides (-) association 

négative (+/-) résultats contradictoires (0) absence d’association 
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IV. L’impact d’une exposition aux pesticides à faibles doses sur le risque de 

cancers 

 

1) Dosage et imprégnation de la population générale française par les pesticides 

Afin d’évaluer l’exposition aux pesticides de la population générale, la méthode de 

référence reste l’utilisation des matrices biologiques, permettant de mesurer la concentration 

d’un pesticide ou de ses métabolites(81). Ces résultats renseignent sur la charge corporelle 

d’une substance en intégrant l’ensemble des voies et des sources d’exposition. On distingue 

2 types de matrices : 

- les matrices internes (sang, tissu adipeux...), utilisées pour le dosage des composés 

persistants avec une demi-vie de plusieurs semaines à plusieurs années 

- les matrices externes (urines, fèces...), l’urine est la plus souvent utilisée, surtout 

pour le dosage des composés avec une demi-vie de plusieurs jours à quelques 

heures. 

Ces moyens d’évaluation présentent plusieurs désavantages, concernant les matrices 

internes, leur utilité pour caractériser des expositions passées est limitée à quelques années 

ou mois précédant le prélèvement. Pour les matrices externes, il faut tenir compte de la 

diurèse et de la cinétique d’élimination pour interpréter les résultats et elles restent limitées 

à des composés ayant une demi-vie assez courte. Il existe donc un intérêt croissant pour des 

matrices externes alternatives, tel que les cheveux qui grâce à leur croissance permettent 

d’estimer la ou les périodes d’exposition, mais son interprétation reste délicate en raison des 

processus toxicocinétiques conditionnant l’accumulation des toxiques qui sont à ce jour peu 

connus. Le méconium suscite lui aussi un grand intérêt pour examiner l’exposition fœtale aux 

substances, mais il est confronté à ces mêmes difficultés(81).  

 

En France, le volet environnemental de l’Étude Nationale Nutrition Santé (ENNS) réalisée 

entre 2006 et 2007, a étudié l’exposition de la population française à divers polluants de 

l’environnement, dont notamment 3 familles chimiques de pesticides (les organochlorés, les 

organophosphorés et les pyréthrinoïdes). Ces substances chimiques et leurs métabolites 

connus ont été dosés dans des prélèvements de sang, d’urine ou de cheveux recueillis dans 

un échantillon de la population générale. Les résultats de cette étude indiquent des taux de 
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pesticides de type organochlorés globalement bas et proches des niveaux observés à 

l’étranger. À l’inverse, d’autres pesticides (paradichlorobenzène et pyréthrinoïdes) sont 

présents à des taux plus élevés que ceux observés aux États-Unis et en Allemagne(125). De 

même, les études sur la cohorte nationale ELFE, a permis de mesurer l’imprégnation, chez 

près de 1077 femmes enceintes françaises, par certains herbicides (l’atrazine et le glyphosate), 

insecticides et antiparasitaires (propoxur, pesticides organophosphorés, chlorophénols et 

pyréthrinoïdes) via un dosage urinaire. Ces mesures confirment la présence généralisée des 

pyréthrinoïdes, tandis que l’exposition aux organophosphorés et aux triazines reste 

faible(126). Concomitamment, dans une sous-cohorte de l’étude ELFE, une analyse des 

mèches de cheveux a été réalisée et a permis la détection de 122 substances au moins une 

fois. De plus, dans chaque échantillon testé un minimum 25 substances ont été retrouvées. 

Les pesticides les plus souvent identifiés étaient les pyréthrinoïdes et des organophosphorés, 

mais l’ensemble des 18 familles chimiques de pesticides examinées ont été retrouvées. Ceci 

confirme la présence de mélanges complexes de plusieurs familles chimiques de 

pesticides(127). 

 

Les effets à long terme sur la santé des expositions aux pesticides ont été principalement 

étudiés dans les populations les plus à risque, c’est-à-dire celles exposées 

professionnellement, à de très fortes doses. Il est très difficile d’étudier des effets sur la santé 

de la population générale, qui est exposée à de faibles, voire très faibles concentrations. Pour 

mettre en évidence ces effets, il faudrait faire des études de grande ampleur et suivre pendant 

une très longue période les personnes incluses dans l’étude afin d’illustrer les conséquences 

à long terme. De plus, le lien causal entre les résidus de pesticides et les effets sur la santé 

semble difficile à mettre en évidence du fait d’une exposition de la population générale à de 

multiples composés présents dans l’environnement et potentiellement cancérigènes.  

 

Quelques études suggèrent tout de même qu’une exposition à faibles doses de façon non 

professionnelle pourrait augmenter le risque de cancer. Il a été démontré en 2007 que 

l’exposition à faibles doses (taux résiduel de la vie courante) aux pesticides favorisait le 

développement de cancers du sein(128). Des études se sont également intéressées aux 

produits chimiques et aux perturbateurs endocriniens. Ces composés sont persistants, et 

présents dans l'environnement à des niveaux très faibles. Cependant, ces faibles 
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concentrations suffisent à provoquer des effets néfastes pouvant entraîner divers problèmes 

de santé, tels que des troubles de la reproduction, du développement et l’apparition de 

certains cancers chez les individus(129). Différents mécanismes ont pu être incriminés dans le 

développement de ces cancers(130) :  

- effet prolifératif,  

- altération morphologique des cellules,  

- augmentation des propriétés migratoires et invasives des cellules mammaires. 

2) Les contaminations indirectes 

De plus en plus, certaines études ont rapporté une nouvelle voie d’exposition « à la 

maison » dans laquelle les travailleurs agricoles porteraient des résidus de pesticides sur leur 

peau, leurs vêtements et leurs chaussures, exposant indirectement leur famille aux 

pesticides(131). Diverses études indiquent ainsi que les enfants vivant en milieu agricole 

pourraient être exposés indirectement mais de façon non négligeable aux pesticides(131,132). 

Cette exposition est particulièrement toxique chez les enfants qui sont plus vulnérables du fait 

de l’immaturité de leurs systèmes de détoxification et de leur système immunitaire(133). Les 

enfants s’intoxiqueraient lorsqu’ils jouent sur des surfaces (sols, gazon) potentiellement 

contaminées par des pesticides après un traitement du sol pour lutter contre des nuisibles ou 

lors d’une contamination indirecte par les parents utilisant les pesticides de façon 

professionnelle(133). Hyland et al. proposent des facteurs favorisant la toxicité de cette  voie 

d’exposition(134) : 

- l’âge de l’enfant : Bradman et al. ont ainsi montré en 2011 que le taux de 

métabolites retrouvés variait en fonction de l’âge des enfants. Il semble cependant 

difficile d’établir un lien causal. Dans leur revue, Hyland et al.  concluent que les 

nouveau-nés sont plus touchés que les enfants un peu plus âgés(134) 

- le sexe de l’enfant : deux études(135,136) se sont intéressées à ce facteur mais se 

sont avérées contradictoires. Aucune conclusion n’a pu être établie par Hyland 

et al.  

- la proximité d’une ferme agricole : des études montrent que les enfants vivant 

près d’une ferme ont un taux plus important de métabolites dans les urines 

(notamment d’organophosphorés)(136,137). Cette proximité semble donc jouer 

un rôle évident 
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- le nombre d’agriculteurs dans le foyer : des études ont pu mettre en évidence un 

lien significatif entre le nombre d’agriculteurs et le taux résiduel de métabolites 

retrouvé(138).  

 

Il a été ainsi rapporté des associations entre l’apparition de cancers chez les enfants et 

l’exposition professionnelle des parents aux pesticides(139–141) . L’exposition à domicile des 

enfants par des résidus de pesticides chez des familles n’utilisant pas ces composés à titre 

professionnel a été peu étudiée dans la littérature. Des associations ont tout de même été 

décrites notamment entre un risque accru de cancer du cerveau chez les enfants lors 

d’expositions aux pesticides chez les parents, dans les deux ans avant la naissance. Plus 

particulièrement, il a été suggéré un risque important d'astrocytome lors d’expositions aux 

herbicides provenant de l'utilisation résidentielle (OR = 1,9; IC 95 % : 1,2-3,0)(142). Chen et al. 

ont publié une méta-analyse dont le but était d’objectiver le lien entre ce type d’exposition et 

le développement de cancers chez les enfants. Pour cela, ils ont pris en compte 16 études 

épidémiologiques et ils ont pu mettre en évidence que le risque de cancer était lié au type de 

pesticides auxquels les enfants étaient exposés et au mode d’exposition. Ainsi, ils ont pu 

montrer qu’une exposition aux insecticides augmentait significativement le risque de cancer 

dans l’enfance, et notamment de leucémie aiguë. Ils ont pu également suggérer que 

l’exposition multiple et répétée augmentait le risque global de développer une hémopathie 

dans l’enfance(133). 

 

3) La contamination de la chaîne alimentaire 

Les données disponibles sur la contamination environnementale montrent la présence 

généralisée de pesticides ou de leurs métabolites et de leurs produits de dégradation sur les 

différents territoires mondiaux. Les denrées alimentaires, tels que les fruits et légumes 

contiennent des résidus de pesticides appartenant à des familles chimiques différentes et 

ayant des mécanismes d’actions variés. Les denrées alimentaires produites sur ces territoires 

sont donc encadrées par des dispositifs de réglementation et de surveillance fixant, entre 

autres, les limites maximales de résidus (LMR) de pesticides. C’est pourquoi l’Union 

Européenne a mis en place une surveillance de ces résidus de pesticides retrouvés dans 

l’alimentation par the European Food Safety Authority (EFSA)(143). Même si les études 

montrent que la consommation de fruits et légumes n’engendre pas une exposition 
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supérieure aux doses journalières acceptables (définies par l’EFSA) aux différents pesticides 

retrouvés en Europe,  elles ne prennent pas en compte les résidus également présents dans 

les eaux de boisson et lors des manipulations directes à domicile(144). Il faut donc considérer 

que l'origine alimentaire n’est que partiellement responsable des contaminations humaines 

(Figure 5). L’exposition chronique à de multiples pesticides à faibles doses, aux effets 

potentiellement additifs, représente un risque réel pour la population générale. Les effets 

cumulatifs des pesticides pourraient donc donner lieu à des impacts sanitaires difficilement 

prévisibles actuellement, ce qui fait de la question des mélanges et des faibles doses un des 

enjeux importants de la recherche et de l’évaluation des dangers. L’évaluation des risques des 

pesticides présents dans les aliments est fondée sur l'évaluation toxicologique des composés 

isolés; aucune procédure internationale acceptée n'existe pour une évaluation de l'exposition 

cumulative à de multiples résidus de pesticides dans les cultures, excepté dans quelques 

familles de pesticides(145). À l’heure actuelle, il n’a pas été retrouvé un réel lien causal entre 

la survenue de cancers et l’exposition aux différents résidus de pesticides.  

Dès 2008, l’EFSA a publié un rapport où sont répertoriés les résidus de pesticides retrouvés 

dans différents aliments analysés spécifiant notamment ceux dépassant les limites autorisées, 

l’Acceptable Dose Intake (ADI)(146). La famille des dithiocarbamates (DTC) comprenant le 

maneb et mancozeb a été retrouvée à des taux excédant les normes réglementaires, 

notamment dans des échantillons d’épinard (Figure 7). Concomitamment, il a été mis en 

évidence que 22 % des 4738 échantillons analysés contenaient plusieurs résidus de pesticides 

différents (en moyenne 2 à 3 résidus différents). Sept pesticides (imazalil, chlorpyrifos éthyle, 

iprodion, et les dithiocarbamates) ont été largement identifiés dans les échantillons de fruits 

et légumes étudiés. L'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de 

l'environnement et du travail (ANSES) a récemment classé le chlorpyrifos éthyle, l’iprodion et 

l’imazalil comme les pesticides les plus fréquemment retrouvés dans l’alimentation. Ils ont 

aussi rapporté que le diméthoate était détecté à des taux excédant la valeur de référence de 

toxicité (Figures 8 et 9)(143). Dans le rapport de 2016 de l’EFSA(147), 12 168 échantillons ont 

été analysés couvrant 165 pesticides dans 11 aliments. Globalement, 98,3 % des échantillons 

analysés en 2016 se situaient dans les limites légales (11 965 échantillons) ; 6 367 échantillons 

(52,3 %) étaient exempts de résidus quantifiables (résidus inférieurs à la limite de 

quantification). Le nombre d'échantillons avec des résidus quantifiés, mais dans les limites 
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autorisées par la loi était de 5 598 (46,0 %). Dans 1,7 % des échantillons analysés, la LMR était 

dépassée. La famille des dithiocarbamates a notamment été identifiée comme une classe de 

pesticides excédant les limites réglementaires, (Figure 10). En outre, des résidus de plus d'un 

pesticide, appelé résidus multiples, ont été retrouvés dans 30,1 % des échantillons, un taux 

qui augmente en comparaison avec le rapport de 2008. La fréquence des résidus multiples 

dans les produits non transformés (32,5 %) est plus élevée que dans les produits transformés 

(13,4 %). Dans les produits non transformés, la fréquence la plus élevée de résidus multiples 

a été trouvée dans les groseilles à maquereau (85,7 % du total des échantillons analysés), le 

houblon (81,8 %), les pamplemousses (73,1 %), les groseilles (72 %), les mûres (68,4 %), le 

raisin (68,1 %), les framboises (66,9 %) et les fraises (65,4 %). Concernant le dernier rapport 

de 2018(148), 11 679 échantillons ont été analysés, 6 770 échantillons (58 %) se sont avérés 

être exempts de résidus quantifiables, 166 échantillons (1,4 %) contenaient des 

concentrations de résidus dépassant les LMR. Une discrète augmentation a été signalée pour 

les résidus multiples (29,1 %) par rapport à 2017 (27,5 %). Parmi les échantillons avec des 

résidus multiples, 10% des échantillons comportent plus de 2 résidus, 7% des échantillons 

comportent plus de 3 résidus, 5% des échantillons comportent plus de 4 résidus et 7% des 

échantillons comportent au moins 5 ou plus de 5 résidus de pesticides (Figure 11). 
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Figure 7 : Représentation des pesticides dont les résidus retrouvés dans l’alimentation excèdent la 

limite autorisée, au cours de l'année 2008(146) 
Le pourcentage d’aliments dépassant la limite autorisée est représenté en abscisse. 
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Figure 8 : Insecticides et acaricides les plus souvent détectés(143)  
La fréquence de détection est représentée en abscisse, elle correspond à la fréquence où des échantillons 

ont été retrouvés dépassant la limite autorisée. 

 

Figure 9 : Fongicides les plus souvent détectés(143)  
La fréquence de détection est représentée en abscisse, elle correspond à la fréquence où des échantillons 

ont été retrouvés dépassant la limite autorisée. 
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Figure 10 : Représentation des pesticides dont les résidus retrouvés dans l’alimentation excèdent la 

limite autorisée, au cours de l'année 2016 

Le pourcentage d’aliments dépassant la limite autorisée est représenté en abscisse. L’origine de l’échantillon 

également indiquée par un code couleur. 
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Figure 11 : Pourcentage d'échantillons avec des résidus de pesticides simples ou multiples 
Parmi les échantillons analysés, 29 % des échantillons comportent des résidus multiples, 10 % 
contiennent 2 résidus, 7 % 3 résidus, 5 % 4 résidus et 7 % 5 ou plus de 5 résidus de pesticides.  

 
 

D’autre part, il a été établi qu’une exposition des CSM médullaires aux sept pesticides les 

plus fréquemment rencontrés dans l’environnement pouvait induire leur sénescence en 

générant une augmentation des ROS(149). Dans cette même étude, les auteurs ont montré 

que l’exposition à ces pesticides favorisait la différenciation adipocytaire des CSM or il a été 

établi que les adipocytes jouaient un rôle primordial dans le microenvironnement. En effet, ils 

auraient un rôle régulateur dans les situations normales et à l’inverse seraient indispensables 

à la survie et à la prolifération des blastes dans les cas de leucémies aiguës myéloïdes(150). 

De la même façon, ils ont montré que les pesticides sensibilisaient aux mutations 

oncogéniques. Ainsi, après avoir modifié des CSM (1 hit ou 4 hits) exposées ou non à un 

cocktail de sept pesticides, tous à la dose ADI (définie par l’EFSA) et après avoir injecté ces 

cellules dans le tibia de souris, ils ont constaté le développement systématique de tumeurs 

chez les souris pour lesquelles les CSM injectées avaient subi un prétraitement par le mélange 

de pesticides(149). Ces différentes données laissent présager un impact non négligeable des 

pesticides à l’état résiduel, sur le micro-environnement médullaire et sur le risque 

d’hémopathie. Plus récemment cette même équipe a mis en évidence que ce même mélange 

de sept pesticides, fréquemment détecté dans les échantillons alimentaires, induisait sur les 

CSM adultes un ensemble de caractéristiques classiquement retrouvées dans les tissus âgés, 

entraînant un vieillissement cellulaire accéléré(151).  
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V. Le manèbe et mancozèbe : deux pesticides d’intérêt 

 

1) Généralités 

Le manèbe et le mancozèbe appartiennent à la famille des dithiocarbamates dont 

l’utilisation est très répandue depuis 1940 afin de protéger les cultures contre de nombreux 

champignons plus souvent sur les cultures maraichères, céréalières, arbres fruitiers et vignes. 

Cette famille comprend quatre molécules référencées dans le catalogue des produits 

phytosanitaires de l’ANSES : le manèbe, le mancozèbe, le zinèbe et le mancopper. Elles se 

présentent toutes sous la forme de polymères constitués du même squelette 

ethylènebisdithiocarbamate et d’un atome de métal différent selon la molécule (Figure 12). 

 

 

Figure 12 : Structure chimique du manèbe et du mancozèbe 

 

Leur large utilisation s’explique en partie par leur faible potentiel d’induction de 

résistances. En effet, ils possèdent des mécanismes d’action impliquant des acteurs 

protéiques variés : inactivation d’enzymes impliquées dans de nombreuses voies de 

biosynthèse et de transport dans le cytoplasme fongique, ou inhibition de la production d’ATP 

par blocage du cycle de Krebs et d’enzymes impliquées dans le métabolisme terminal du 

glucose(152). 

 

2) Profil toxicologique des dithiocarbamates 

La toxicité aiguë : 

Les fongicides de la famille des dithiocarbamates ont une toxicité aiguë extrêmement 

faible, quelle que soit la voie d’exposition (orale, cutanée ou respiratoire)(153). Chez 

l’Homme, l’exposition aiguë par voie cutanée en milieu professionnel est la seule rapportée 

dans la littérature. Elle est responsable d’irritations de la peau et des muqueuses, ainsi que de 

phénomènes de sensibilisation (eczéma, photosensibilisation) en cas d’expositions 

répétées(154,155). 
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Toxicité à long terme :  

Les dithiocarbamates partagent un profil de toxicité à long terme comparable, notamment 

en raison de leur métabolite commun : l’éthylène thio-urée (ETU). Des études effectuées sur 

l’animal ont démontré les propriétés antithyroïdiennes des dithiocarbamates et de l’ETU. Chez 

l’Homme, des perturbations de la fonction thyroïdienne ont pu être mises en évidence avec 

une augmentation des taux de thyroid stimulating hormone (TSH) ou la présence de nodules 

thyroïdiens isolés chez des ouvriers agricoles exposés aux dithiocarbamates(156,157). 

 

Plusieurs études épidémiologiques suggèrent aussi un lien entre l’exposition aux pesticides 

et la survenue d’une maladie de Parkinson. En 2009, l’équipe de Costello et al. a montré 

qu’une exposition conjointe au manèbe et au paraquat augmentait de 75% le risque de 

développer une maladie de Parkinson(158). En 2018, les données issues d’une cohorte 

d’agriculteurs français (cohorte AGRICAN) ont confirmé le lien entre exposition aux 

dithiocarbamates et développement d’une maladie de Parkinson(159). 

 

Génotoxicité / cancérogénicité :  

Le CIRC classe le manèbe dans le groupe 3 «agent inclassable quant à sa 

cancérogénicité»(160). Il n’existe que peu de données épidémiologiques humaines 

concernant spécifiquement le lien entre cancer et exposition aux dithiocarbamates. Une 

étude norvégienne conduite sur 236 646 agriculteurs n’a pas mis en évidence de corrélation 

entre exposition au mancozèbe et cancer de la thyroïde(161). Cependant, un risque augmenté 

d’hémopathie lymphoïde a été observé dans une étude cas-témoin menée en Californie sur 

une cohorte de 139 000 agriculteurs exposés au manèbe ou au mancozèbe(120). 

 

3) Effet in vitro 

Plusieurs études ont examiné l’impact d’une exposition à de faibles doses de manèbe ou 

de mancozèbe sur divers types cellulaires. Des études menées avec le mancozèbe n’ont pas 

montré de modification de la prolifération de cellules issues de la granulosa d’embryons de 

souris et d’embryons humains(162), de cellules mononuclées sanguines (CMN) ou de 

fibroblastes murins(163). Le manèbe n’impactait pas non plus la prolifération de cellules 
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souches embryonnaires neuronales de rat. En revanche, la concentration la plus élevée 

(10μM) était responsable d’une mort cellulaire accrue par un phénomène d’apoptose(164).  

Les mécanismes d’actions des dithiocarbamates sur le métabolisme fongique étant très 

variés, dont l’action au niveau de la production d’ATP et du cycle de Krebs, les auteurs se sont 

intéressés au niveau de ROS dans les cellules exposées à ces deux pesticides. Dans l’étude 

menée par Calviello et al., il existait une augmentation des cassures simples-brins de l’ADN 

aussi bien dans les fibroblastes murins que dans les CMN murines exposées au mancozèbe. 

Une augmentation des ROS intracellulaires ainsi qu’un taux plus élevé de désoxyguanosine 

hydroxylée (8-OHdG), témoin de dommages oxydatifs à l’ADN, étaient observés. Dans tous les 

cas, il existait une relation dose-réponse, même si elle semblait moins prononcée dans le cas 

des CMN(163). En revanche, il n’existait pas de modification du niveau de ROS intracellulaires 

dans les cellules souches embryonnaires neuronales de rat exposées au manèbe(164). 
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PARTIE 2 : OBJECTIFS DE LA THESE 
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L’impact des pesticides sur les hémopathies myéloïdes reste à ce jour peu décrit dans la 

littérature. Alors que certaines hémopathies lymphoïdes sont aujourd’hui reconnues comme 

des maladies professionnelles, aucune hémopathie myéloïde n’apparaît dans le journal 

officiel. Au cours de cette étude, je m’intéresse donc à l’impact des pesticides sur le risque 

d’hémopathies myéloïdes. 

 

On a pu décrire deux types d’expositions à ces pesticides : (i) une exposition 

professionnelle où les usagers sont exposés chroniquement à de très fortes doses et (ii) une 

exposition à des résidus de pesticides présents dans l’environnement où la population 

générale, est exposée chroniquement à de très faibles doses de multiples pesticides. La partie 

des résultats se composera donc de deux parties : une ciblée sur l’exposition professionnelle 

à des fortes doses et une sur l’exposition de la population générale à des faibles doses de 

pesticides.  

 

Dans une première partie, je présente ainsi une méta-analyse ciblant l’impact des 

pesticides sur le risque de LAM lors d’une exposition professionnelle aux pesticides. En effet, 

ce lien n’était jusque-là, pas scientifiquement établi. Les études publiées sur cette 

problématique présentent une grande hétérogénéité dans leurs résultats, et nécessitent une 

mise à jour en utilisant des critères d’inclusion très précis pour étudier le lien probable entre 

le risque de LAM lors d’une exposition professionnelle aux pesticides. Nous avons donc réalisé 

une méta-analyse ayant pour but d’étudier cette probable association.  

 

Dans la seconde partie des résultats, nous avons étudié l’impact d’une exposition 

chronique à de faibles doses de pesticides sur le microenvironnement médullaire. En se basant 

sur les données publiées par l’EFSA, et les résultats déjà publiés par l’équipe de François 

Vallette j’ai exposé des CSM médullaires primaires saines à un cocktail de 7 pesticides, les plus 

fréquemment  retrouvés dans les fruits et légumes. Des CSM médullaires primaires de patients 

myélodysplasiques ont également été étudiées, puisque l’exposition chronique des 

populations pourrait être impliquée dans la physiopathologie des SMD. Enfin, nous nous 

sommes plus particulièrement intéressés à deux pesticides d’intérêt : le manèbe et le 

mancozèbe, des dithiocarbamates, dépassant fréquemment les limites réglementaires dans 

l’alimentation.  
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PARTIE 3 : IMPACT DES PESTICIDES SUR LE RISQUE DE 

LAM ET SUR LE MICROENVIRONNEMENT MÉDULLAIRE 
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Nous présenterons ainsi dans la partie des résultats (i) notre étude basée sur le risque de 

LAM après une exposition à de fortes doses de pesticides, puis (ii) notre étude expérimentale 

basée sur l’impact d’une exposition à de faibles doses de pesticides sur le 

microenvironnement médullaire et sur le risque de SMD.  

 

I. Exposition professionnelle aux pesticides et le risque de LAM 

1) Introduction 

Alors que le risque d’hémopathie lymphoïde est clairement identifié après une exposition 

professionnelle aux pesticides(165), le risque d’hémopathie myéloïde est lui plus controversé. 

Récemment une étude a ainsi montré un risque significativement plus élevé de déclarer un 

SMD suite à une exposition à fortes doses de pesticides, (OR = 1,95; IC 95 % : 1,23-3,09)(114). 

Concernant le risque de LAM après une exposition professionnelle aux pesticides, les résultats 

dans les études divergent. Ainsi en 2007, une méta-analyse a été réalisée, celle-ci ne montrait 

pas de risque significativement plus élevé de LAM dans les études cas témoin (OR = 1,00; IC 

95 % : 0,87-117) alors que le lien semblait bien établi dans les études de cohortes (RR = 2,14; 

IC 95 % : 1,02-2,34)(80). Cependant cette méta-analyse a inclus 6 études problématiques 

notamment dans la définition du groupe des contrôles (3 études incluaient des contrôles avec 

un antécédent de cancers et 3 études incluaient des LAM définies sur simple certificat de 

décès). Enfin, cette étude datant de 2007 nécessitait une remise à jour afin d’actualiser les 

données sur cette possible association, tout en définissant des critères stricts afin de répondre 

précisément à la question. 

 

Nous avons donc réalisé une nouvelle méta-analyse publiée en 2021 dans Scientific Reports 

(166) et centrée sur les études cas-contrôles afin d’étudier le risque de survenue de LAM chez 

une population exposée à de fortes doses de pesticides. Parmi les 6784 références extraites, 

14 ont été sélectionnées, représentant 3 955 patients atteints de LAM et 9 948 sujets contrôles 

diagnostiqués entre 1976 et 2010. Nous avons ainsi montré un risque significativement plus 

élevé de LAM après une exposition professionnelle aux pesticides (OR = 1,51; IC 95 % : 1,10-

2,08), ce résultat n’était pas affecté par les études de sensibilité. L'asymétrie du Funnel plot a 

quant à lui suggéré un biais de publication sous-estimant l’OR global. Une analyse de sous-

groupe a montré que l'association était d’autant plus importante lors d’une exposition 
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professionnelle aux insecticides (OR = 1,45; IC 95 % : 1,16-1,81), et dans la population asiatique 

(OR = 1,74; 96 % IC : 1,32-2,30).  
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!e worldwide usage of pesticides has been steadily increasing since the 90 s, from 1.5 kg/ha in 1990 to 2.6 kg/
ha in  20161. !us, potential deleterious effects on human health of pesticide exposure are a current major public 
health concern. Pesticides include a large variety of molecules, classified according to their target (herbicides, 
fungicides, insecticides)2.

Lymphoid and myeloid neoplasms are classified by the World Health Organization (WHO) according to 
clinical, histological, cytological, immunophenotypic and molecular  characteristics3,4. Molecular mechanisms 
leading to chronic and acute hematological malignancies are heterogeneous and impact different types of hemat-
opoietic precursor  cells3,4. !e carcinogenic effects of pesticides have been thoroughly investigated in lymphoid 
hematological malignancies, revealing a pejorative impact of occupational pesticide exposure (OPE) on the 
incidence and outcome of non-Hodgkin  lymphoma5–11. !is association has not been clearly demonstrated to 
date in myeloid malignancies, especially acute myeloid leukemia (AML). !is is due to the inappropriate defini-
tion of “AML”, o%en pooled with other leukemias (lymphoid, acute and chronic myeloid leukemia) and poorly 
 characterized12–14. Moreover, because pathogenesis varies from one hematological malignancy to another, the 
impact of OPE cannot be  generalized3,4.

AML include several subtypes of myeloid malignancies based on cytological, immunophenotypic, cytogenetic 
or molecular  characteristics3,15. AML is the most common type of acute leukemia in adults, accounting for about 
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1% of all  cancers16. In myelodysplastic syndromes (MDS), known to be pre-leukemic  diseases3,15, a meta-analysis 
of case–control studies revealed an association with OPE (odds ratio [OR] = 1.95; 95%CI: 1.23–3.09)17. Regarding 
myeloid leukemias, a meta-analysis performed in 2007 included 17 cohort and 16 case–control studies focused on 
chronic and acute myeloid leukemia. In the AML subgroup, this study reported an association between OPE and 
AML exclusively in cohort studies (relative risk [RR]: 1.55; 95%CI: 1.02–2.34) but not in case–control  studies18. 
!is difference is possibly due to the case–control studies method that exposes to recall  bias19. Additionally, the 
risk of AML in this meta-analysis was possibly underestimated since cancer patients, who have a higher risk of 
developing  AML20, were included as controls in three (25%) studies. Finally, in three other studies, AML cases 
were exclusively identified based on the cause of death on death certificates, well known to be  imprecise21 and 
only selecting non-surviving patients obviously unable to answer questionnaires.

It thus appeared to us that a new meta-analysis of case–control studies, including more recent publications 
and based on stringent inclusion criteria, was necessary to possibly reinforce the results of cohort studies and 
confirm that OPE increases the risk of AML. Following the Preferred Reporting Items of Systematic reviews 
and Meta-Analyses (PRISMA)  statement22, this meta-analysis of 14 studies published between 1986 and 2017 
confirmed a significant adverse association between OPE and AML (OR = 1.51; 95%CI: 1.10–2.08) which further 
supports the impact of pesticides on AML pathogenesis.

According to PRISMA  statement22, an extensive 
search was performed to identify manuscripts reporting studies that evaluated an association between adult 
AML and OPE. !e MEDLINE, EMBASE and Cochrane databases were exploited from 1946 to 2020. Refer-
ences and abstracts were extracted on September 1st, 2020. To identify studies reporting any type of pesticides 
molecule and knowing that pesticides may be referenced as different types of “chemicals”2 or appear in demo-
graphic studies, three search strategies were used, focused on pesticides, demographics and chemical exposure 
data. !ese strategies are described in Supplementary Methods. Firstly, references were hand-selected according 
to title and abstracts and classified as relevant or irrelevant. Secondly, eligibility was assessed through full text 
review and articles classified according to their inclusion or main reason for non-inclusion. Each step of the 
systematic review process was performed concomitantly and independently by two investigators of this study 
(AF and NV). Disagreements were resolved by consensus and when no consensus was achieved, the opinion of 
two other investigators (OH and EG) was asked for. Results of the first and second steps are detailed in Supple-
mentary Datasets 1 and 2.

Stringent inclusion criteria were chosen to limit the risk of bias regarding AML incidence and 
pesticide exposure. Studies meeting the following criteria were included: (1) case–control design, (2) available 
data specific for AML patients (excluding pooled leukemias), (3) AML diagnosis excluding patients identified 
only through death certificates, (4) controls not restricted to cancer databases, (5) specific report of exposure to 
pesticides, including all studies with any kind of pesticide exposure, one class of pesticide exposure or indirect 
chronic exposure during work or any activity (6) sufficient data to analyze (number of patients AND/OR odd 
ratio AND/OR adjusted odd ratio with 95%CI), (7) adult patients (≥ 15 years-old), (8) English language. In case 
of overlapping study populations, the most recent and detailed study was chosen for the meta-analysis. Unpub-
lished studies and abstracts were not considered.

Extracted data are described in Supplementary Methods. No author was contacted for 
further information. Data extraction was concomitantly and independently performed by two investigators of 
this study (AF and NV). Disagreements were resolved by consensus or two investigators (OH and EG).

Quality assessment of the study was conducted using the well-described Newcastle–
Ottawa scale (NOS)23. !is scale describes each case–control study according to selection, comparability and 
exposure definition as well as assessment criteria. Because lack of reproducibility is criticized with  NOS24, none 
of the studies was excluded on the basis of this score and, as mentioned above, two investigators (AF and NV) 
independently assessed each study and confronted their results. Disagreements were resolved by consensus or 
by the opinion of two other investigators (OH and EG).

Known AML risk factors are age, male gender, exposure to ionizing agents 
or benzene, previous cytotoxic treatment, MDS or genetic  predispositions25. It turned out to be impossible to 
adjust our meta-analysis estimate for these known confounding factors, due to the lack of individual participant 
level data. However, possible confounding factors were controlled with (1) inclusion criteria described above 
and (2) use of adjusted OR.

It was next planned to describe possible bias within and across studies according to Grading of Recommen-
dations, Assessment, Development and Evaluation (GRADE) Working Group  guidelines26. A three levels scale 
was used to describe remaining bias such as source populations of cases and controls, exposure assessment, con-
founding factors and funding. !ese three levels of bias risk, respectively low, unclear and high, refer to plausible 
bias that are respectively unlikely, likely and seriously associated with weakening of the final results (levels are 
defined in Table S1). Again, bias risks were evaluated independently (AF and NV) and disagreements resolved 
by consensus or external review (OH and EG). Correspondence analysis was used to describe the distribution 
of levels of risk of bias between  studies27.
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Studies characteristics are reported with descriptive statistics. 
Considering the differences of studied populations and methods of exposure assessment that yielded heteroge-
neity, the DerSimonian and Laird random effects model was  used28. Data were summarized by the number of 
individuals exposed or not to pesticides, with or without AML. !e association was quantified using OR with 
a 95% confidence interval. Adjusted OR and 95%CI from each study were preferred. If unreported, unadjusted 
OR and 95%CI with the reported number of exposed and non-exposed cases and controls were calculated. For 
the final analysis, OR and standard error of OR were used. Cochrane’s Review Manager calculator was used for 
OR and standard error  calculations29. Statistical analyses were performed by NV and FP with the “metafor” 
 package28 of the R so%ware (v3.4.0)30.

To evaluate the stability of the results, a sensitivity analysis was conducted by sequen-
tial omission of each study and inclusion of alternative OR analyses when present. A time-dependent cumulative 
analysis was performed.

Publication bias were assessed graphically with funnel plots to highlight asymmetry and 
with Egger’s  test31. A trim-and-fill analysis was performed in case of suspected asymmetry in order to correct 
the OR using  R0,  L0 and  Q0  estimators32. !is method imputes hypothetical unpublished studies to mirror those 
published and calculates an adjusted OR to assess the impact of these hypothetical missing studies on the pooled 
estimate.

To identify which main sources of factors influenced the final OR, subgroup analyses 
was performed. Subgroups were defined from study design (AML population, control population, NOS score, 
source of bias), pesticide exposure recording methods (exposure assessment, job exposure matrix or expert 
review), confounding factors analyses (matched, adjusted OR), studied population (geographical zone, AML 
type, time period) and pesticide subtypes as reported in included studies.

!e search strategy identified 6,784 references. A%er abstracts assess-
ment, 197 references were retained. Full text review finally excluded 183 references. !erefore, 14 studies were 
included in the meta-analysis (Fig. 1)33–46.

!e main characteristics of the 14 studies are reported on Table 1. Inclusion periods 
were heterogeneous as illustrated in Fig S1. !e median duration of inclusions was 4 years (range: 1–17).

!e meta-analysis ultimately included 3,955 AML patients and 9,948 controls. !e main source of AML 
patients was multicentric (n = 11). Five studies reported only de novo AML. One reported 0.69% of secondary 
AML (sAML). !e other studies (n = 8) did not report whether the AML were de novo, sAML or therapy-related 

Figure 1.  Flow diagram of study selection. †in vitro/in vivo studies, case reports, non-English publications, 
cohort description, non-acute myeloid leukemia (AML) patients, pooled analysis of different leukemia subtypes. 
‡in vitro studies, reviews, case report, erratum, conference paper, death as outcome, missing data on the 
outcome and exposure, non-AML patients. References are available in Supplementary Datasets 1 and 2.
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(tAML). Age at inclusion was heterogeneous but most patients were between 40 and 75 years-old (Fig S2). Con-
trol cohorts were hospital-based (n = 5 studies), general population-based (n = 8) or both (n = 1). AML patients 
and controls were matched in all but one study. Reported matching criteria were age (n = 13 studies), gender 
(n = 11), residency (n = 5), ethnicity (n = 4), year of inclusion (n = 2) and hospital (n = 1) (Table 1).

Exposure was evaluated through self-administered questionnaires in two studies, while twelve used peer-
to-peer interviews (Table 1 and Table S2). In addition, six studies evaluated the probability of OPE with expert 
reviews or job matrix exposure (Table S2). Seven studies were conducted in Europe, four in North America and 
three in Asia. !e median study quality NOS score was 6.5 (range: 4–8) (Table S4). No direct conflict of interest 
with pesticide industries was disclosed (Table S5).

!e total numbers of exposed subjects were at least 563 AML patients and 1,219 controls (excluding one 
study which did not report these  numbers38). !ree studies reported alternative OR according to the duration of 
 OPE35,40,44. Seven studies that reported adjusted OR and adjusted covariates are depicted in Table S634,36,37,40–42,46. 
Only four studies specified OR for the types of pesticides (herbicides n = 4; insecticides n = 3) and two considered 
the modality of application (fumigants n = 2)34,37,43,46. Only one study reported the results of exposure for specific 
molecules in cases and  controls42.

Plausible bias in the meta-analysis and within each study are summarized in Fig. 2 and Fig S3A. 
Bias were found in AML subtype diagnosis according to cytogenetic or molecular abnormalities. Pesticides 

Table 1.  Main characteristics of case–control studies included in the meta-analysis evaluating the association 
of AML and pesticide exposure. a Acute myeloid leukemia (AML) patients and controls source are described in 
Table S3; bAdjustment variables are fully described in Table S6; cPesticide exposure methods are fully described 
in Table S2; dQuality score was evaluated with the Newcastle–Ottawa scale for case–control studies (Table S4). 
NS: not specified; PTP: person-to-person interview; SAQ: self-administered questionnaire; OR: odds ratio.

First 
author Year Country

Inclusion 
periods Gender

Inclusion 
age

AML 
 sourcea

Controls 
 sourcea

Matching 
criteria

Adjusted 
 ORb No. AML

No. 
controls Exposurec

Quality 
score 
(/9)d

Flodin  U33 1986 Sweden 1977–1982 M/F 20–70
Multicen-
tric

Population
Age, 
gender, 
residency

No 59 354 SAQ 4

Richardson 
 S34 1992 France 1984–1988 M/F  > 30

Multicen-
tric

Hospital

Age, 
gender, 
ethnicity, 
residency

Yes 154 513 PTP 8

Crane 
 MM35 1992 USA 1982–1983 M/F  > 18

Multicen-
tric

Hospital

Age, gen-
der, ethnic-
ity, year of 
inclusion

No 60 60 PTP 7

Ciccone  G36 1993 Italy 1989–1990 M/F 15–74
Monocen-
tric

Hospital 
and popula-
tion

Age, gender Yes 50 246 PTP 6

Mele  A37 1994 Italy 1986–1990 M/F  > 15
Multicen-
tric

Hospital NS Yes 252 1,161 PTP 4

Albin  M38 2000 Sweden 1976–1993 M/F  > 20
Multicen-
tric

Population
Age, 
gender, 
residency

No 372 351 PTP 6

Lazarov  D39 2000
UK, Yugo-
slavia

1986–1994 M/F  > 18
Multicen-
tric

Hospital
Age, gen-
der, year of 
inclusion

No 98 196 PTP 7

Adegoke 
 OJ40 2003 China 1987–1989 M/F  > 15

Multicen-
tric

Population Age, gender Yes 236 502 PTP 6

Terry  PD41 2005
USA, 
Canada

1986–1989 M/F 17–79
Multicen-
tric

Population

Age, 
gender, 
ethnicity, 
residency

Yes 599 607 PTP 6

Kaufman 
 DW42 2009 !ailand 1997–2003 M/F  > 18

Monocen-
tric

Hospital
Age, 
gender, 
residency

Yes 87 756 PTP 7

Wong  O43 2010 China 2003–2007 M/F  > 18
Multicen-
tric

Hospital
Age, 
gender, 
hospital

No 722 1,444 PTP 8

Strom  SS44 2012 USA 2003–2007 M/F 18–80
Monocen-
tric

Population

Age, 
gender, 
ethnicity, 
residency

No 638 636 PTP 8

Parodi  S45 2017 Italy 1990–1993 M/F 20–74
Multicen-
tric

Population Age, gender No 223 1,774 PTP 7

Poynter 
 JN46 2017 USA 2005–2010 M/F 20–79

Multicen-
tric

Population Age Yes 405 1,348 SAQ 6
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definition was classified as unclear or high source of bias in 29% and 57% of studies. !e intensity of pesticide 
exposure was also poorly described.

In correspondence analysis, dimension 1 was driven by unclear and high risk of bias (76% and 24%) while 
low risk of bias contributed to 48% of dimension 2. Four studies were associated with a higher rate of high 
 risk33,35,37,45. Using the distribution of studies in the second dimension, six studies were identified as associated 
with lower risk of  bias34,40,42–44,46 (Fig S3B).

Using a random effects model, the overall analysis showed a significant adverse associa-
tion between OPE and AML with OR = 1.51 (95%CI: 1.10–2.08) (Fig. 3), and a significant heterogeneity between 
studies (I2 = 76%, p < 0.001).

None of the studies was identified 
as outlier by Q–Q plot (Fig S4). Sequential one-by-one exclusion of the studies did not influence the over-
all estimate. OR ranged from 1.32 (95%CI: 1.01–1.71) to 1.61 (95%CI: 1.15–2.25) (Fig. 4A). When the stud-
ies were added chronologically by publication date, the 95%CI narrowed progressively and became signifi-
cant from 2010 on (Fig. 4B). Using alternative lower OR, the overall estimate remained statistically significant 
(OR = 1.40 [95%CI: 1.06–1.86]).

One screened but not included study reported individual OR according to plasmatic levels of organochlorines-
derived-metabolites. It was not eligible for inclusion in this meta-analysis because of lack of individual data to cal-
culate the overall OR (Fig. 1)47. Nevertheless, due to the objective biological assessment of pesticide exposure used 
in this publication, we calculated the impact of individual OR on the results of our meta-analysis. OR remained 
statistically significant, ranging from 1.44 (95%CI: 1.05–1.98) to 1.51 (95%CI: 1.10–2.08) (Table S6 and S7).

Even though the Egger’s test was not statistically significant (p = 0.95), graphical analysis 
of the funnel plot revealed an asymmetry that suggested a publication bias (Fig. 5). Using  L0 and  Q0 estimators, 
trim-and-fill analysis imputed studies in order to correct the OR (OR = 1.83 [95%CI: 1.32–2.53]). !e  R0 estima-
tor did not identify the studies that could be imputed (Figs. 1, 5).

All studies were stratified to explore factors influencing overall OR (Fig. 6 and Table S8). 
!is stratified analysis showed that the association between OPE and AML was notably stronger in studies with 

Figure 2.  Risk of bias across studies assessed following Grading of Recommendations, Assessment, 
Development and Evaluation (GRADE) Working Group guidelines. Low, unclear and high, refer to plausible 
bias that are respectively unlikely, likely and seriously associated with weakening of the final results (defined in 
Table S1). Results in individual studies are reported in Fig S3.
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(1) monocentric AML patients and hospital-bases control population (2) NOS > 6 and the group of studies iden-
tified as those with lowest risk, (3) exposure assessment through peer-to-peer interview, (4) diagnosis in North 
America and Asia and a%er 1995, (5) restriction to de novo AML. Regarding the type of pesticide, when known, 
the association between OPE and AML was significant with insecticides (OR = 1.45 [95%CI: 1.16–1.81]). Strata 
of adjusted and non-adjusted OR studies were similar.

According to GRADE approach, quality of evidence (QoE) reflects the confidence 
that an estimate effect is close to the observed  effect26. QoE can be categorized in four grades: very low (very little 
confidence), low (limited confidence), moderate (moderately confidence), high (very confident). !e GRADE 
approach to rating the QoE begins with the study design. Since GRADE  guidelines26 were designed for inter-
ventional studies, it must be adapted to observational studies, such as human health impacts of environmental 
exposure. In this context, the level of evidence of case–control studies can be defined as moderate, just a%er 
prospective cohort studies which present the highest level of evidence. !e next step was to study the factors 
modulating QoE. Heterogeneity (I2 = 76%), indirectness of evidence (due to the use of standardized question-
naires), imprecision and bias across studies could decrease the certainty of evidence to a lower level. !is is 
counterbalanced by higher OR in studies with lower risk of bias or with higher quality score, by publication bias 
underestimating the OR, and by the large effect calculated. Consequently, the overall certainty of evidence of this 
meta-analysis can be considered as moderate (Table 2).

Knowledge about the impact of OPE on cancer risk is a major societal concern. !ere are increased evidences 
of the association of hematological lymphoid malignancies and OPE, but little is known regarding AML. !is 
meta-analysis of highly selected case–control studies similarly demonstrates an adverse association between 
OPE and the risk of developing AML.

Observational cohort studies prospectively collect exposure data conversely to case–control studies in which 
data are retrospectively collected. Because of this, recall bias is inherent to the design of case–control  studies48, 
notably in case of occupational exposure, which requires the participant to recall the details of many years of 
employment. Nevertheless, when considering occupational risk, individuals usually have a good memory of the 

Figure 3.  Forest plot illustrating the overall significant increase of acute myeloid leukemia (AML) risk in 
populations exposed to occupational pesticides. !e overall cumulative analysis was calculated with adjusted 
odds ratio (OR) whenever available, using the random effect model (REM). Pesticide exposure had to be clearly 
stated in each study, its definition being reported in Table S2. Matching and adjustments strategies are reported 
in Table 1 and Table S6. Squares indicate the OR for each study, solid diamonds show the pooled meta-analysis 
estimates and error bars are defined as the 95% confidence interval (95%CI). !e size of squares correlates to 
the weight of each study in the meta-analysis. Publication bias adjustments using trim-and-fill methodology 
are reported below the overall REM. Imputed analyses are shown in Fig. 5. Q: Cochrane Q-test, df: degree of 
freedom; p: p value of the heterogeneity test; NS: not specified; superscript numbers correspond to the list of 
references. !is figure was performed using R  so%ware30 with the “metafor”  package28.
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jobs carried out during their lifetime, even if they are not able to remember the details and specifications of all 
the pesticides they used. Moreover, the risk of recall bias is reduced with the use of standardized questionnaires, 
expert assessment and job exposure matrices. !e possible financial benefits, or social factors, associated with 
the recognition of this risk can potentially lead to either an over- or under-estimation of  exposure48.

!e meta-analysis performed in 2007 by van Maele-Fabry et al. reported an association between OPE and 
AML in cohort studies but not in case–control  studies18. !is may be partly explained by recall bias and also by 
the inclusion of controls with past history of cancer, which increases the risk of AML (from 1.2-fold for colon 
cancer up to 19.3-fold for bones and joints malignancies)20. Moreover, identification of patients through death 
certificates could induce bias due to errors in reporting the diagnosis of  AML21. Our aim was to avoid these 
biases by only selecting studies without these characteristics.

Figure 4.  Sensitivity and time-dependent cumulative analyses. (A) Sensitivity analysis by sequential omission 
of every study. Each line refers to the global odds ratio (OR) a%er excluding the corresponding study. In 
all cases, the OR is statistically significantly in favor of a risk of developing acute myeloid leukemia (AML) 
related to occupational pesticide exposure (OPE). (B) Time-dependent analyses a%er adding each study down 
to the full 14 publications. !e OR, in favor of AML risk related to OPE, becomes statistically significant 
a%er the cumulative inclusion of 2,689 patients (from Wong O et al.). !is figure was performed using R 
 so%ware30 with the “metafor”  package28.
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Expecting to include all studies reporting OPE and AML diagnosis, it was decided to use a broad strategy 
in order to identify all references published since 1946 containing information about AML incidence and OPE. 
!e keywords used were “pesticides”, “demographics” and “chemicals”. !is allowed for the identification of four 
references not disclosed with only the “pesticides”  keyword35,38,39,44. !e references identified were compared 
with those from the 2007 meta-analysis18.

!is method ultimately selected 14 studies of interest from 6,784 literature references. !ese stringent criteria 
allowed the inclusion of six  studies33,34,36,37,40,41 from the previous  work18. Moreover, three unused references 
published before 2007 were  added34,35,43. Finally, 5 new studies published since  200742–46 were included.

Using a random effects model, the overall OR estimate of the meta-analysis was 1.51 (95%CI: 1.10–2.08), 
pooling adjusted OR (when reported) and unadjusted OR. Interestingly, this result is similar to the OR calculated 
from cohort studies (OR = 1.55)17. All studies but one were matched for confounding  factors40. Seven studies 
reported adjusted OR for pesticide  exposure34–37,40–42,46. Adjusted ORs were added to the final model to limit the 
risk of bias with potential confounding factors. However, in subgroup analysis, there were no differences in OR 
between adjusted and unadjusted studies.

!e quantitative graphical heterogeneity identified in the Forest plot was confirmed by the heterogeneity 
test  (I2 = 76%). !is could be explained by (i) different geographical zones studied, (ii) heterogeneous inclusion 
periods (ranging from 1976 to 2010), (iii) study design (matching criteria, adjustment covariates, source of AML 
patients and controls), (iv) patient characteristics, notably age ranging from 15 to over 75 years old and v) OPE 
assessment methods.

!e stability of the overall OR was checked by (1) sequential exclusion, which did not show major influence 
from any single study, (2) an alternative model with lower exposure intensities reported ORs which did not influ-
ence the overall OR. Moreover, adding individual OR of pesticides-derived metabolites as recently reported by 
Bassig et al.47 did not influence the results.

In time-dependent cumulative analyses, it appeared that OR became significant from 2010 on, when the study 
by Wong et al.43 was added, possibly explaining the lack of association between AML and OPE in case–control 

Figure 5.  Funnel plot illustrating publication bias analysis. Logarithmic risk estimates are plotted against 
the standard error for each study. !e plot is centered around the overall effect with 95% confidence region 
estimated effect based on the random effect model. Black circles denote identified studies and their summary 
measures. Red circles represent missing studies and their hypothetical measures a%er adjustment for funnel plot 
asymmetry using trim-and-fill (TAF)  L0 and  Q0 estimators, respectively.  R0 did not identify missing studies. !is 
figure was performed using R  so%ware30 with the “metafor”  package28.
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Figure 6.  Forest plot illustrating the risk estimates and their 95% confidence intervals (95%CI) within 
subgroups of included studies. Subgroups are presented in ascending order according to their mean effects. !e 
center and width of diamonds represent mean OR and 95%CI. Heterogeneity within each stratus is reported 
with I2. aCicconne et al.36 not included: hospital- and population-based; brisk of bias classification was performed 
using correspondence analysis described in Fig S3; cother: de novo status was not mentioned or 0.69% of 
secondary acute myeloid leukemia (sAML) in Wong et al.43; d only studies reporting specific pesticide exposure 
were included for this subset analysis. NOS: Newcastle–Ottawa scale; PTP: peer-to-peer interviews. Description 
of articles and number of subjects included in each stratus are shown in Table S8. !is figure was performed 
using R  so%ware30 with the “metafor”  package28.
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studies reported by van Maele-Fabry et al.18 which appeared before this publication. However, this should not be 
interpreted as an increase in AML risk with increased pesticide use over the years, considering that the date of 
publication does not reflect the period of inclusion. Indeed, one of the five reports published a%er 2009 included 
patients from the period 1990–200045.

No publication bias was found using Egger’s test. However, this test is low-powered in moderate bias 
 identification31 and graphical analysis indeed contrarily suggested a publication bias with a higher number of 
references on the le% side of the funnel plot. A trim-and-fill method was used to explore the potential effects of 
missed studies that impacted funnel plot  symmetry32. Two estimators calculated an overall bias-corrected OR 
by adding dummy studies so that funnel plot symmetry was reached. Furthermore, studies reporting pesticides 
exposure as subgroups not identified in the title, abstract or keywords might have been missed with our strategy.

!e overall quality of selected studies was illustrated and compared in a standardized way by using  NOS23. 
Twelve studies ranked between 6 and 8, suggesting that most of the included references followed recommenda-
tions on the report of case–control studies. In subgroup analyses, these highly ranked references showed a higher 
OR (1.80 vs. 1.20). Even if this scale suffers from potential variability, it was under control with the independent 
reviewing of each study by two of the authors, followed by  consensus24. Knowing the limits of NOS, we elected to 
include all studies although NOS scores varied from 4 to 8. !e impact of study quality based on NOS was then 
evaluated in the stratified analysis which confirmed that the subgroup with a higher NOS also had a higher OR 
(1.80 vs. 1.20). NOS is a generic tool for assessing the overall methodology quality. We thus described three levels 
of plausible bias respectively from the cases, controls and exposure assessment and in confounding factors within 
each. Six studies were identified that were more likely to be associated with a lower risk of bias and for which the 
OR was higher than in the eight others (2.03 vs. 1.03)34,40,42–44,46. !ese results suggest that the association between 
OPE and AML observed in this meta-analysis is partly driven by studies with lower bias and higher quality.

!e types of AML (de novo, sAML or tAML) were also extracted during the full review process. !ey were 
reported in six studies, five having included only de novo  AML36,39,41,42,44, and the last one 99% and 1% of de 
novo and sAML,  respectively43. !e association with OPE appeared to be stronger in de novo AML studies than 
in others (OR = 2.81 vs. OR = 1.13, respectively). In order to estimate the frequency of sAML in all included 
references, the age at inclusion was extracted. Most patients were between 40 and 75 years of age. Five studies 
included patients over 75 years-old (representing a minority of the population included)37,40–42,46 while three stud-
ies included some patients below the age of 18 (minimum 15 years-old)37,40,41. It is established that the median 
age at transformation ranges between 62 and 64 years old in MDS-sAML and non-MDS-sAML49. !us, we can 
postulate that the populations studied may have included sAML or tAML; even if not specified. Previous MDS in 
included patients was not mentioned in the references retained. Since MDS may evolve to AML, the association 
between AML and OPE probably also takes into account the OPE-induced risk of  MDS17.

Extracted data on AML types are further limited since data concerning OPE and molecular findings in AML 
were not reported. Older studies compared cytogenetic abnormalities in exposed and non-exposed patients but 
none found any significant impact of an abnormal karyotype nor abnormalities of chromosomes 5 or  735,36,50. 
However, these studies described small cohorts.

!e source of patients and controls may be a cause of bias to properly estimate the risk of OPE-related AML. 
AML patients were mainly from multicentric studies (n = 11 studies), while control sources were hospital- and 
population-based (n = 5 and n = 8, respectively). !e comorbidities of control patients from hospitals may influ-
ence AML incidence. Moreover, cities and geographical zones may impact on the access to hospital (notably 
university hospitals) and consultation rate. By considering geographical zone subgroups, the highest association 
between OPE and AML risk was observed in Asia, followed by North America and Europe. !is result could be 
explained by a higher usage of pesticides in Asia and the USA, compared to European  countries1. Likewise, the 
population included a%er 1995 was associated with a significantly higher OR (2.03 vs. 1.23) which may reflect 
the increase on pesticide usage since the 90 s1.

OPE assessment was evaluated through self-administered questionnaires or peer-to-peer interviews. Seven 
studies controlled self-reported assessments by expert review (n = 5)34–36,38,39 or job-exposure matrices (n = 2)40,44 
which may improve the accuracy of exposure classification. In subgroup analysis, the association between OPE 
and AML was stronger using publications reporting peer-to-peer interviews (1.64 vs. 0.92) and matrix or expert 
consensus (1.82 vs. 1.12). As suggested by the bias analysis, pesticide definition was poorly described in the stud-
ies included. !e WHO defines pesticides as “chemical compound(s) used to kill pests including insects, rodents, 
fungi and unwanted plants”51. !is definition refers to the function of these products and is insufficient regarding 
the vast number of molecules, their mechanisms of action and their application  methods2. Additionally, adju-
vants in pesticides are generally declared to be inert, but have been indicated to amplify the toxicity of the active 
 ingredient52. Four studies specified pesticides as their different categories (herbicides, insecticides, etc.) while 
others did not provide any precise definition of  pesticides34,37,43,46. Only one study reported the details on these 
 molecules42. !e way in which pesticides are used is also a factor to consider in the risk of AML, since subgroup 
analysis using the mode of pesticides exposure revealed a stronger association between OPE to fumigants and 

Table 2.  GRADE summary of findings table.

Outcome No. participants (studies) Overall inclusion periods Geographical zone Quality of evidence OR (95%CI)

AML diagnosis 13,903 (14) 1976 to 2010
Europe (Sweden, France, Italy, United Kingdom, Yugosla-
via) North America (USA, Canada) Asia (China, !ailand)

 Moderate 1.51 (1.10–2.08)
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AML (OR = 1.52). !e type of pesticides is also probably important to consider, since it has been reported that 
insecticide exposure is associated with an increased risk of MDS (OR = 1.71; 95%CI: 1.22–2.40)17.

High and unclear overall risks of bias were estimated at 40% and 14% following the GRADE method, 
 respectively26. Because the GRADE approach is well-suited for clinical studies which evaluate pharmacological 
or technical treatment intervention but not environmental studies, we adapted GRADE criteria to the context of 
this meta-analysis in order to objectively assess the risk of  bias53. When considering QoE assessment, the same 
approach was used. !e factors decreasing QoE, such as heterogeneity and indirectness were counterbalanced 
by those increasing it such as higher OR in studies with lower risk of bias. Following this approach, the quality 
of evidence was estimated as moderate: “the true effect is likely to be close to the estimate of the effect, but there 
is a possibility that it is substantially different” 26.

Even if an association between OPE and AML is demonstrated by this meta-analysis, the causal interpre-
tation should be formulated with caution. !e selected studies reported OR with uncontrolled confounding 
factors between controls and AML patients, since AML characteristics and risk factors are poorly reported in 
studies investigating the relationship between AML and  OPE3,15,25, as already observed in the previous meta-
analysis18. Likewise, dose–response links are critical information to discuss causality. Here, exposure doses were 
only reported in three  references35,40,44. Among these, one observed a higher risk of AML in the highly exposed 
 group44. In stratified analysis, OR was higher in North American and Asian population as well as in inclusion 
periods a%er 1995. !is result may also support a dose-relation effect considering that pesticides usage is higher 
in these populations (Fig S5)2.

In lymphoid malignancies, a higher rate of non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) was first described among farm-
ers, then cohort and case–control studies confirmed and described the specific association between pesticides 
molecules families and an increased risk of NHL5,6,8. To date, such data on specific molecules have not been 
reported in AML. By performing a meta-analysis with highly selected case–control studies, we report here on a 
documented adverse association between OPE and AML risk. !is result reinforces the results of cohort studies 
published 12 years ago and is a new argument to consider AML as an occupational illness in patients with dem-
onstrated OPE. As for lymphoid diseases, further studies will have to focus on the biological effects of individual 
pesticides and agricultural cocktails, in order to determine how these molecules are involved in leukemogenesis.

All published data collected during the systematic review are available in this publication and its supplementary 
information files.
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SUPPLEMENTARY METHODS 

 

Literature search strategy 

The following search strategies were used: (i) “(acute myeloid leukemia OR myeloid leukemia OR AML OR 

acute leukaemia) AND (pesticide OR herbicide OR rodenticide OR insecticide OR fungicide OR repellent 

OR pest)”; (ii) “(acute myeloid leukemia OR myeloid leukemia OR AML OR acute leukaemia) AND 

(chemicals OR solvents OR organochlorine OR alachlor OR propachlor OR halogenated hydrocarbon OR 

benzene)”; (iii) “(acute myeloid leukemia OR myeloid leukemia OR AML OR acute leukaemia) AND 

(occupation OR farmers OR agriculture OR rural)”. To focus on adult populations, for every search we added 

“NOT (child OR childhood OR children OR infant)”. The spelling “leukaemia” was also used to increase the 

number of screened references. No language restrictions were placed within the search strategy but only 

English-language publications were ultimately retained. The references extracted were compared to those 

of the previously published meta-analysis18. 

 

Extracted data 

The following data were extracted: study quality score (see below), inclusion period, age of included AML 

patients, country of origin, source of AML patients, source of controls, number of total and exposed AML 

patients and controls, matching covariates, unadjusted OR, adjusted OR, covariates of adjustment, methods 

for exposure assessment, pesticides definition, reported funding. Alternative OR for different exposure 

intensities were also extracted. These items were used for the stratified analysis. 
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Table S1. Classification of risk of bias used in this meta-analysis. 

  Low Unclear High 

Cases (AML) 

Cases source Multicentric - Monocentric 

AML method WHO or FAB criteria reviewed by experts ICD, other or not specified 

AML subtype identification 
AML subtype defined with 
cytogenetic or molecular 
findings 

AML only defined as de 
novo, secondary or 
therapy related 

other or not specified 

Control  (non AML) 

Source population - hospital 

AML diagnosis exclusion in 
controls 

exclusion AML diagnosis - no information on AML diagnosis exclusion 

Exposure  
assessment 

Pesticide definition 
clear definition with 
identified molecules 

at least one usage or type 
of pesticides stated in the 
manuscript (insecticides, 
rodenticides, etc.) 

pesticide definition not specified 

Type of questionnaire peer to peer interviews - other or not specified 

Probability of exposure 
evaluation 

use of job exposure matrix expert review other or not specified 

Intensity of pesticide 
exposure 

described not clear not specified 

Cofounding factors 

Matching matched gender and age matched gender or age other or not specified 

Adjustment  adjusted studies - no adjustment or not specified 

Funding 
no direct relation with 
pesticides industry 

- relationship with industries or funding not specified 

WHO: world health organization; FAB: French-American-British; ICD: international classification of diseases; AML: acute myeloid leukemia 
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Table S2. Details on exposure assessment in included studies. 

First author and 
reference 

Keywords used for the 
report or assessment of 
OPE 

Additional 
tool to 
evaluate the 
probability 
of exposure 

Source of exposure 
definition 

Metrics of exposure 
measurement 

Lookback 
time prior to 
diagnosis 

Participation 
fractions for 
cases  

Participation 
fractions for 
controls 

Flodin, U.33  
Pesticides (not otherwise 
specified) 

NS Mailed questionnaire NS NS 100% 90.8% 

Richardson, S.34  
Pesticides, insecticides, weed 
killers 

Expert review 

Detailed questionnaire 
following a 
standardized interview 
and assessed by a 
professional 

high (>50% of the 
working time), medium 
(5-50%) exposure and 
low (<5%) 

NS 72% 95% 

Crane, M.M.35  
Pesticides (not otherwise 
specified) 

Expert review 
Interview by one of 
the first two authors 
using a questionnaire 

NS NS 98% 100% 

Ciccone, G.36 
Pesticides (not otherwise 
specified) 

4 levels 
probability by 
expert review 

Questionnaire 

collected broad range 

of possible risk factors 
in addition to solvent 
exposure. The 
descriptions of the 
participants’ tasks 
were then categorized 
in terms of their 
potential exposure 

1) not exposed; 2) 
exposed to some of the 
agents listed, but not to 
the one under 
investigation; 3) 
"possibly" exposed (low 
probability of exposure) 
; 4) "probably" exposed 

NS 91% 
99% hospital 
82% population 

Mele, A.37 Pesticides, herbicides NS 

Interviews following a 
questionnaire pilot-
tested in a small 
sample 

Several occupations 
described: agricultural 
workers, professional 
use of herbicides, 
professional use of 
pesticides, greenhouse 
workers 

NS 99.6% 100% 

Albin, M.38 
Pesticides (not otherwise 
specified) 

Expert review 
Telephone interviews 
obtained by a 
professional 

NS NS 90% 72% 
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Lazarov, D.39 
Pesticides (not otherwise 
specified) 

3 levels 
probability by 
expert review 

Questionnaire 
collecting 
occupational history, 
coded blindly 
according the 
Classification of the 
Italian Institute of 
Statistic and 
interpreted by a 
professional 

1) not exposed; 2) 50-
74% chance that 
exposure occurred; 3) 
>75%  

<10 years (25 
cases/ 
controls 
11-20 (10/22) 
21-30 (7/27) 
>31 (27/37) 

89% 100% 

Adegoke, O.J.40 
Pesticides (not otherwise 
specified) 

JEM: Mustafa 
Dosemeci’s 
NCI for 
Shanghai 

Interviews by trained 
interviewers using 
standardized Chinese 
questionnaires; self-
reported information 
combined with job-
exposure matrix 
assessment. 
Based on jobs held 3 
years or more. 

Duration of exposure: 
never, ever, < 10 
years, ≥ 10 years 
+ JEM (probability of 
exposure none, low, 
medium, high) 

NS 91.4% 94% 

Terry, P.D.41 
Pesticides, insecticides 
and/or rodenticides 

NS 

Self- and proxy-
interviews allowing 
classification of 
individuals as having 
been employed or not 
in an occupational 
category potentially 
associated with 
leukemia risk 

Duration of 
employment at 
occupation: ever, 
never, ≥ 1 year, and 
duration of participation 
in hobby: never, ever, 
up to five years, 5+ 
years 

NS 84% 66% 

Kaufman, D.W.42 

Gramoxone, huama 
herbicide; carbaryl; methyl 
parathion, glyphosate; 
trichlorofon,  
methylamidophos, paris 
green, dimethoate, 
dichlorvos/propoxur/cyfluthrin, 
DDT, spark, unspecified 
pesticide, unspecified 
herbicide, unspecified 
rodenticide 

NS 
Interview conducted 
by trained 
professional 

Details were described 
(1) median of duration 
of use (2) median 
lifetime pesticide days 
(3) non occupational 
pesticide (4) pesticide 
used near home 

NS 100% 100% 
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Wong, O.43 Pesticides, herbicides and 
fertilizers 

Committee of 
local experts 

Interview by trained 
professional 

Dichotomous 
classification of 
“ever/never”  

NS 97% 100% 

Strom, S.S.44  
Pesticides, herbicides and 
fertilizers 

JEM: NCI 
Interview and proxy-
interview 

The Job-Exposure 
Matrix was used to 
determine an intensity 
level of exposure: 
none, low, moderate, 
and high. 

NS 87% 77% 

Parodi, S.45 
Pesticides (not otherwise 
specified) 

NS 

Interview through a 
standardized 
questionnaire by 
trained interviewers to 
obtain detailed 
information 

Exposed, not exposed NS 88% 81% 

Poynter, J.N.46 
List of specific insecticides, 
herbicides, fungicides and 
fumigants. 

NS 
A self-administered 
questionnaire 

Duration of exposure 1) 
<1-10 years 2) >10 
years 

NS 58% 64% 

JEM: job-exposure matrix; OPE: occupational pesticides exposure; NCI: National Cancer Institute (Dosemeci et al. Epidemiology. 5, 124-127 (1994)); ALOHA: job-exposure 
matrix for chronic obstructive pulmonary diseases (Sunyer, et al. Am J Respir Crit Care Med. 157, 512-517 (1998)); NS: not specified. 
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Table S3. Details on acute myeloid leukemia (AML) patients and control sources. 

First author AML source Controls source 

Flodin, U.33 Multicentric 
Patients from the hospitals of Linkoping, Norrkoping, 
Obrero and Umea and the cytological department of the 
hospital of Jonkoping in Sweden 

Population 

Two series of referents were used (1) controls were identified 
through a general population register matched for gender, age 
and dwellings (2) randomly from the same general population 
register of the catchment areas of the hospital, ages and the 
number of individuals totaled 

Richardson, S.34 Multicentric 
Patients from the clinical department of hematology at 
Hotel-Dieu, Paris, or in the department of hematology of 
Hospital Henri-Mondor in Creteil, near Paris. 

Hospital 
Controls were identified among hospitalized patients in other 
departments of the same hospitals 

Crane, M.M.35 Multicentric 
Patients from Texas Medical Centers: Methodist, St. 
Luke’s, Ben Taub, M.D. Anderson Cancer Center 

Hospital Located from admission printouts of participating hospitals 

Ciccone, G.36 Monocentric Patients from main hospital of Torino 
Hospital and 
population 

Two groups of controls were recruited (1) at hospital with no 
hematological or cancer diseases (including diseases of the 
digestive system, endocrine conditions and hypertension and 
CHD) (2) a random sample of the population living in the city of 
Torino 

Mele, A.37 Multicentric Patients from hospitals in Rome, Bologna and Pavia Hospital 

Controls were identified among out-patients seen in the same 
hematology departments, without a hematologic disorder, and 
among those with no cancer disorders seen in the same 
hospitals 

Albin, M.38 
Multicentric 
 

Patients from Lund and Helsingborg Population 

Statistics Sweden selected 3 referents for each case. One 
referent in each matched set was randomly selected to be 
interviewed. When referents or their next-of kin could not be 
interviewed, other referents from the matched set were selected 

Lazarov, D.39 Multicentric 
Patients from two north west London Hospitals and the 
Haematology Department in Novi Sad, Yugoslavia 

Hospital 
Controls were identified among in-patients in the hospital from 
which the cases were recruited 

Adegoke, O.J.40 Multicentric 
Shanghai Cancer Registry which is composed of 
residents of urban Shanghai diagnosed with leukemia 

Population 
Controls were randomly identified from the general urban 
Shanghai population 

Terry, P.D.41 Multicentric 
Cancer and Leukemia Group B (CALGB), a multi-
institutional cooperative cancer treatment group in the 
USA 

Population 
Controls were identified through a two-stage random digit dialing 
procedure 
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Kaufman, D.W.42 Monocentric Patients from Siriraj Hospital (Bangkok) Hospital 
Controls were identified at Siriraj Hospital with diagnoses 
considered generally unrelated to the exposures of interest 

Wong, O.43 Multicentric Patients from 29 participating hospitals in Shanghai Hospital 
Controls were randomly identified from patients admitted to the 
same hospital 

Strom, S.S.44 Monocentric 
Patients from University of Texas M. D. Anderson 
Cancer Center 

Population 
Control were randomly identified without previous history of 
cancer in Texas population 

Parodi, S.45 Multicentric 
Patients from 11 areas in Italy: namely, provinces of 
Varese, Forlì, Siena, Latina, Ragusa, Imperia, Florence, 
Novara, Vercelli, and Verona plus the town of Turin 

Population 
Controls were identified by random sampling of the resident 
population 

Poynter, J.N.46 Multicentric Patients from Minnesota Cancer Surveillance System Population 
Controls were identified through the Minnesota State driver’s 
license/identification card list 
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Table S4. Detailed Newcastle-Ottawa scale evaluation for studies included in the meta-analysis. 

First author and 
reference 

Selection of cases and controls Comparability Exposure assessment 

Total 
Cases 
definition 

Cases 
representativeness 

Control 
selection 

Control 
definition 

Matched for age 
and gender 

Ascertainment 
of exposure 

Same 
method for 
cases and 
controls 

Non-
response 
rate 

Flodin, U.33  0 0 1 0 2 0 1 0 4 

Richardson, S.34  1 1 0 1 2 1 1 1 8 

Crane, M.M.35  1 1 0 1 2 0 1 1 7 

Ciccone, G.36 1 1 0 0 2 0 1 1 6 

Mele, A.37 1 1 0 1 0 0 1 0 4 

Albin, M.38 1 1 1 0 2 0 1 0 6 

Lazarov, D.39 1 1 0 1 2 0 1 1 6 

Adegoke, O.J.40 0 1 1 0 2 1 1 0 6 

Terry, P.D.41 1 1 1 0 2 0 1 0 6 

Kaufman, D.W.42 1 1 0 1 2 0 1 1 7 

Wong, O.43 1 1 0 1 2 1 1 1 8 

Strom, S.S.44  1 1 1 1 2 0 1 1 8 

Parodi, S.45 1 1 1 0 2 0 1 1 7 

Poynter, J.N.46 1 1 1 1 1 0 1 0 6 
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Table S5. Reported funding of included studies. 

First author and 
reference 

Funding 

Flodin, U.33  Swedish Work Environment Funding 

Richardson, S.34  Inserm – Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale 

Crane, M.M.35  NIH K07 

Ciccone, G.36 EEC-Europe Against Cancer Programme, Associazione Italiana per le Ricerche sul Cancro 

Mele, A.37 
Italian Ministry of Health, grant 500.4/RSC/70.18/T/1886, and by the Consiglio Nazionale della Ricerche Bilateral Project Italia-USA, grants 
87.00186.04, 88.00600.04, and 89.02995.04. 

Albin, M.38 
Swedish Council for Work Life Research, Swedish Cancer Society, Medical Faculty of Lund University, Lund University Hospital, Gunnar, Arvid 
and Elisabeth Nilssons  Research  Foundation, and  PREEM  Research Foundation. 

Lazarov, D.39 NR 

Adegoke, O.J.40 
Young Scientist Foundation, Chinese Ministry of Public Health; Grant (1U54-CA9140801) from the National Cancer Institute and National Institutes 
of Health. 

Terry, P.D.41 NR 

Kaufman, D.W.42 Thailand Research Fund, Commission on Higher Education. 

Wong, O.43 Benzene Health Effect Consortium, American Petroleum Institute 

Strom, S.S.44  NCI, National Institute of Environmental Health Sciences 

Parodi, S.45 NCI grant, Europe Against Cancer Programme, Lega Italiana per la Lotta contro I Tumori 

Poynter, J.N.46 NCI R01 

NR: not reported 
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Table S6. Variables included in the final model from the seven studies reporting adjusted odds ratios. 

First author and 
reference 

Age* Gender* 

Prior radiation 
or 
chemotherapy 
exposure* 

Benzene and 
other solvent 
exposure* 

Ethnicity 
Geographical 
zones 

Smoking Education Income Other 

Richardson, S.34 X X X  X X a     

Ciccone, G.36 X     X a,b X    

Mele, A.37 X X    X a  X  occupations 

Adegoke, O.J.40 X X       X  

Terry, P.D.41 X X   X X c X X  proxy respondent 

Kaufman, D.W.42 X X  X  X a, d   X 

use of cellphones, 
occupational and non-
occupational pesticide 
exposure, 
working with powerlines 

Poynter, J.N.46 X X X   X a, f X  X  

* refer to well-known risk factors of acute myeloid leukemia (Deschler, B. and Lübbert, M. Cancer, 107, 2099-2107 (2006)) 
a of residency, b of birth,  c not detailed, d living near powerlines, pesticides used near the home, f living near a farm
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Table S7. Sensitivity analysis including results from the study of Bassig et al. 

 

Pesticide/metabolite 
Meta-
analysis OR 

Lower 
95%CI 

Upper 
95%CI 

p-value 

Tertile 2 versus tertile 1 

Oxychlordane 1.51 1.10 2.07 0.01 

trans-Nonachlor 1.51 1.10 2.07 0.01 

Heptachlor epoxide 1.50 1.09 2.06 0.01 

p,p'-DDT 1.51 1.10 2.07 0.01 

p,p'-DDE 1.49 1.09 2.05 0.01 

o,p'-DDT 1.47 1.08 2.01 0.01 

Mirex 1.51 1.10 2.08 0.01 

Hexachlorobenzene 1.44 1.05 1.97 0.02 

Dieldrin 1.51 1.10 2.07 0.01 

g-Hexachlorocyclohexane 1.50 1.09 2.06 0.01 

b-Hexachlorocyclohexane 1.48 1.08 2.03 0.01 

Tertile 3 versus tertile 1 

Oxychlordane 1.51 1.10 2.08 0.01 

trans-Nonachlor 1.51 1.10 2.07 0.01 

Heptachlor epoxide 1.51 1.10 2.08 0.01 

p,p'-DDT 1.51 1.10 2.08 0.01 

p,p'-DDE 1.51 1.10 2.07 0.01 

o,p'-DDT 1.50 1.09 2.06 0.01 

Mirex 1.50 1.09 2.06 0.01 

Hexachlorobenzene 1.49 1.09 2.05 0.01 

Dieldrin 1.51 1.10 2.08 0.01 

g-Hexachlorocyclohexane 1.47 1.07 2.02 0.01 

b-Hexachlorocyclohexane 1.50 1.09 2.06 0.01 
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Table S8. Stratified pooled odds ratio of the relationship between pesticide exposure and risk of acute myeloid leukemia. 

 

Subgroups are in ascending order ordered according to their mean effects. a Cicconne et al.42 not included: hospital- and population-based; b risk of bias classification was 
performed using correspondence analysis described in Fig S3  c Other: de novo status was not mentioned or 0.69% of secondary AML in Wong et al.19; d Only studies reporting 
specific pesticide exposure were included for this subset analysis. NOS: Newcastle-Ottawa scale; PTP: peer-to-peer interviews.

Heterogeneity tests:

Q-test p-value (I²)
†

  Multicentric 11 3,18 8,31 32, 33, 34, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 43, 45 1.16 [0.93-1.44] 0.10 (38%) 0.55

  Monocentric 3 775 1,638 36, 42, 44 4.25 [2.97-6.09] 0.47 (0%) 0.84

  Population-based 7 2,532 5,572 37, 38, 39, 40, 41, 43, 45 1.34 [0.76-2.34] <0.001 (85%) 0.82

  Hospital-based 6 1,373 4,130 32, 33, 34, 35, 42, 44 1.55 [1.17-1.98] 0.29 (20%) 0.62

  NOS≤6 7 1,973 4,569 36, 37, 40, 41, 43, 44, 45 1.20 [0.82-1.74] 0.04 (51%) 0.25

  NOS>6 7 1,982 5,379 32, 33, 34, 35, 38, 39, 42 1.80 [0.17-2.78] <0.001 (80%) 0.75

  Unclear or high 4 1,713 4,749 35, 36, 39, 41, 42, 43, 44, 45 1.24 [0.85-1.82] 0.08 (45%) 0.51

  Low 6 2,242 5,199 32, 33, 34, 37, 38, 40 1.79 [1.07-2.97] <0.001 (86%) 0.86

  Other 2 464 1,702 40, 45 0.92 [0.67-1.26] 0.56 (0%) NA

  PTP 12 3,491 8,246 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44 1.64 [1.15-2.33] <0.001 (75%) 0.76

  No 6 1,625 6,000 32, 39, 40, 43, 44, 45 1.12 [0.84-1.51] 0.16 (37%) 0.15

  Yes 8 2,330 3,948 33, 34, 35, 36, 37, 38, 41, 42 1.82 [1.12-2.95] <0.001 (76%) 0.55

  Yes 7 2,172 4,815 33, 35, 38, 39, 41, 42, 45 1.51 [0.95-2.40] < 0.001 (81%) 0.54

  No 7 1,783 5,133 32, 34, 36, 37, 40, 43, 44 1.52 [0.93-2.48] 0.004 (67%) 0.32

  Europe 7 1,208 4,595 34, 36, 39, 41, 42, 44, 45 1.25 [0.87-1.82] 0.04 (53%) 0.26

  North America 4 1,702 2,651 35, 38, 40, 43 1.72 [0.55-5.43] <0.001 (91%) 0.75

  Asia 3 1,045 2,702 32, 33, 37 1.74 [1.32-2.30] 0.33 (9%) 0.81

Before 1995 10 2,103 5,764 34, 35, 36, 39, 37, 41, 42, 43, 44, 45 1.23 [0.91-1.66] 0.16 (31%) 0.53

After 1995 4 1,852 4,184 32, 33, 38, 40 2.03 [1.07-3.85] <0.001 (92%) 0.41

  Other
c 9 2,483 7,507 33, 34, 35, 37, 39, 40, 41, 44, 45 1.13 [0.89-1.45] 0.05 (50%) 0.46

  De novo 5 1,472 2,441 32, 36, 38, 42, 43 2.81 [1.58-5.00] 0.03 (62%) 0.18

Herbicides 4 1,379 3,953 33, 40, 44 1.18 [0.89-1.57] 0.25 (26%) 0.41

Insecticides 3 876 1,957 33, 34 1.47 [1.15-1.88] 0.92 (0%) NA

Fumigants 2 1,127 2,792 33, 40 1.52 [0.86-2.67] 0.82 (0%) NA

14 3,955 9,948 All included [33-46] 1.51 [1.10-2.08] <0.001 (76%) 0.82

Job exposure matrix or expert review

Cofounding factors 

analysis

Adjusted OR

Studied populations

Geographical zone

AML

Inclusion periods

Publication biais 

Egger's test p-value

All studies

AML population

Control population
a

Study quality

Analyzed strata No. studies No. AML No. controls Reference number Pooled OR [95%CI]

Risk of bias
b

Studies 

design

Pesticide 

subtypes
d

Exposure assessment

Pesticide exposure 

recording methods
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Fig S1. Inclusion periods and date of publication of studies included in the meta-analysis.  
 

 

 

 
 
 
Studies are identified by their position in the reference list. White rectangles represent references included in the 
previous meta-analysis published in 200718.  
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Fig S2. Graphical representation of inclusion age heterogeneity between included studies. 
 
 

 
 

Bar plots represent the proportions of patients included. Vertical lines represent the mean and horizontal lines the 
standard deviation except for Albin 2000 where vertical and horizontal lines represent the median and 10-90% 
deciles. 
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Fig S3. Bias assessment within each study. 
 

 
 
(A) Each study was assessed with three levels of risk of bias (low, unclear and high, Table S1). The weight of studies in the overall meta-analysis is represented. (B) Using 
the distribution of low, unclear and high risk (red) among each study included (blue), a correspondence analysis was performed to identify groups of studies according to the 
risk of bias. 
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Fig S4. Outlier studies identification with Q-Q plot. 
 
 
 

 
 

 

Studies are identified by their position in the reference list. The plot size is proportional to the weight of 
each study is the pooled odds ratios. 
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Fig S5. Frequency of acute myeloid leukemia over time together with pesticide 
usage in the USA. 
 
 
 

 
 

Pesticide use in kg/ha in the USA since 1990 according to the Food and Agriculture Organization (FAO) 

New cases of AML per 100,000 persons according to the national institute of health (NIH).  

 

We compared available USA data from the FAO and National Institute of Health (NIH) on the annual 

incidence of AML and concomitant consumption of pesticides since 1990. This disclosed a weak positive 

correlation between these two variables through linear regression analysis (R²=0.42). 

 

NIH data available at: 

https://seer.cancer.gov/csr/1975_2016/browse_csr.php?sectionSEL=13&pageSEL=sect_13_table.08  

 

FAO data available at: 

http://www.fao.org/faostat/en/#data/EP/visualize 
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2) Synthèse 

Au cours de cette étude nous avons mis en évidence un lien entre l’exposition 

professionnelle aux pesticides et le risque augmenté de LAM. Même si aucun lien de causalité 

ne peut être établi par ce type d’étude, il met en évidence la nécessité d’études in vitro pour 

poursuivre les investigations sur l’incrimination de ces produits phytosanitaires à doses 

professionnelles sur le risque de LAM. De façon intéressante, l’OR était plus important lors 

d’une exposition aux insecticides (OR = 1,45 ; IC 95 % : 1,16-1,81), les insecticides avaient déjà 

été incriminés dans la méta-analyse publiée en 2014 montrant un lien entre le risque de SMD 

et l’une exposition professionnelle aux pesticides (OR = 1,71 ; IC 95 % : 1,22-2,40)(114). Dans 

ces deux méta-analyses, l’étude de sous-groupe a également montré que l’OR était d’autant 

plus significatif en Asie, augmentant le risque de SMD (OR = 2,0 ; IC 95 % : 1,17-3,41) et de 

LAM (OR = 1,74 ; IC 95 % : 1,32-3,41) lors d’une exposition professionnelle aux pesticides.  

 

L’étude de l’incidence des LAM en Asie, montre une tendance à la corrélation entre 

l’incidence des LAM depuis les années 2000 et la consommation de pesticides en Kg/Ha (Figure 

13). 

  

 

 
Figure 13 : Corrélation entre la consommation de pesticides et l’incidence des LAM en Asie 

La consommation des pesticides est exprimée en Kg/Ha et l’incidence de LAM en Asie est donnée pour 100 

000 habitants. 

 
 Dans  30% des cas, les SMD (état pré-leucémique) évoluent en LAM, l’exposition des 

pesticides à fortes doses semble donc être un facteur de risque de ces hémopathies.  
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II. Exposition du microenvironnement médullaire à un cocktail de pesticides à 

faibles doses et le risque de syndromes myélodysplasiques 

 

1) Introduction 

Bien que l'impact des expositions aux fortes doses de pesticides sur le risque 

d’hémopathies soit largement étudié, l'impact des expositions à de faibles doses de pesticides 

sur le microenvironnement médullaire est quant à lui méconnu, et pourrait également 

participer au développement d’hémopathies myéloïdes, notamment chez les sujets âgés. En 

effet, cette classe de la population a été exposée chroniquement à ces différents résidus de 

pesticides, tout au long de leur vie. Ainsi, cette exposition chronique et cumulative pourrait 

participer à la physiopathologie des syndromes myélodysplasiques. 

 

Nous avons donc étudié les effets in vitro de faibles doses (hNDI, ADI, 3ADI) d'un mélange 

comprenant 7 pesticides (manèbe, mancozèbe, iprodione, imazalile, éthyle de chlorpyrifos, 

diazinon et diméthoate) fréquemment rencontrés dans l’alimentation, selon les rapports de 

l’EFSA(146–148) sur des cellules stromales mésenchymateuses médullaires (MO-CSM) 

primaires. Les MO-CSM de patients atteints de syndromes myélodysplasiques ont ainsi été 

comparés aux MO-CSM exposés aux pesticides. Les MO-CSM primaires ont été obtenues après 

culture de cellules de moelle osseuse totale prélevées sur des volontaires sains selon le 

protocole HEALTHOX (Clinicaltrials.gov # NCT02789839) ou sur des patients atteints de SMD 

selon le protocole MYLESYM (CPP Tours et AFSSAPS: 2011-A00262-39). 

 

Après 21 jours d'exposition aux pesticides, nous avons observé une diminution importante 

de la prolifération cellulaire, une augmentation de la sénescence et des cassures doubles-brins 

de l'ADN (γH2Ax par cytométrie et immunofluorescence). De même, l'expression du gène 

codant pour l'enzyme ALDH2 (qRT-PCR) était diminuée. Cette enzyme est connue pour 

détoxifier l'acétaldéhyde dans la cellule, une molécule classée comme cancérogène (groupe 1) 

pour l'homme par le CIRC. De plus, nous avons montré une diminution de son activité 

enzymatique (ELISA), associée à une augmentation de la concentration en acétaldéhyde. Ces 

mêmes anomalies ont été retrouvées dans les MO-CSM de patients atteints de SMD. 

Ainsi, l'exposition chronique des MO-CSM primaires à de très faibles doses de pesticides 

modifie l'expression d'ALDH2 et son rôle protecteur dans la cellule. Cette modification 
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pourrait donc participer à la physiopathologie des SMD chez les personnes âgées. Cette étude 

fait l’objet d’une soumission au journal Cancers (Basel). 
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Simple Summary: Pesticide exposure is a public health concern. Two recent studies reported that

exposure of normal primary bone marrow mesenchymal stem/stromal cells (BM-MSCs) to low-dose

pesticide mixture induces deleterious consequences, such as oxidative stress, senescence, accelerated

aging and increased sensitivity to oncogenic hits. Here, we show that exposure to this mixture

decreases aldehyde dehydrogenase-2 (ALDH2) activity, with a concomitant increase in acetaldehyde

level and DNA damage and alters the MSC capacity to support primitive hematopoiesis. Similar

abnormalities were observed in bone marrow-MSCs from patients suffering from myelodysplastic

syndrome (MDS), suggesting a role of pesticide-induced ALDH2 inhibition in the pathophysiology

of this pre-leukemic disease.

Abstract: (1) Background: The impact of occupational exposure to high doses of pesticides on hema-

tologic disorders is widely studied. Yet, lifelong exposure to low doses of pesticides, and more

particularly their cocktail effect, although poorly known, could also participate to the development

of such hematological diseases as myelodysplastic syndrome (MDS) in elderly patients. (2) Methods:

In this study, a cocktail of seven pesticides frequently present in water and food (maneb, mancozeb,

iprodione, imazalil, chlorpyrifos ethyl, diazinon and dimethoate), as determined by the European

Food Safety Authority, were selected. Their in vitro effects at low-doses on primary BM-MSCs from

healthy volunteers were examined. (3) Results: Exposure of normal BM-MSCs to pesticides for

21 days inhibited cell proliferation and promoted DNA damage and senescence. Concomitantly,

these cells presented a decrease in aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2: mRNA, protein and enzy-

matic activity) and an increase in acetaldehyde levels. Pharmacological inhibition of ALDH2 with

disulfiram recapitulated the alterations induced by exposure to low doses of pesticides. Moreover,

BM-MSCs capacity to support primitive hematopoiesis was significantly altered. Similar biological

abnormalities were found in primary BM-MSCs derived from MDS patients. (4) Conclusions: these

Cancers 2021, 13, 5699. https://doi.org/10.3390/cancers13225699 https://www.mdpi.com/journal/cancers
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results suggest that ALDH2 could participate in the pathophysiology of MDS in elderly people long

exposed to low doses of pesticides.

Keywords: hematopoiesis; pesticides; mesenchymal stem/stromal cells; ALDH2; myelodysplastic

syndrome

1. Introduction

The increasing usage of pesticides worldwide [1], and its consequences on human
health are an important public concern. Many research projects have been conducted
to clarify the carcinogenic risk in case of occupational pesticide exposure (OPE). The
association between OPE and hematological malignancies has been well established for
lymphoid diseases several years ago [2]. A recent report of French Institute of Health
and Medical Research (INSERM) reviewed the pesticides for which there is a strong
presumption of a link between bone marrow disease (multiple myeloma) and exposure
to high doses of pesticides [3]. Pesticides reported are dichlorodiphenyltrichloroethane
(DDT, organochlorine family), carbaryl (carbamate family), permethrin (pyrethroid family),
glyphosate (aminophosphonate glycine) and captan (phthalimide family). These pesticides
can affect the human bone marrow, but it is a non-exhaustive list since all medical studies
concern exposure to high doses of pesticides.

This association between OPE and hematological malignancies was suspected for
myelodysplastic syndrome (MDS), a preleukemic disease [4,5]. Moreover, our group has
recently published a meta-analysis reporting an increased risk of acute myeloid leukemia
(AML) occurrence after exposure to high-dose pesticides [6]. Little is known however
regarding the potentially deleterious effects on hematopoiesis of long-term exposure to
low-dose pesticides, and to date, no hematotoxicity was reported. This question is of
interest since the general population is exposed daily to pesticide residues, especially
due to the contamination of water, fruits and vegetables [7]. Specific institutions such as
the European Food Safety Authority (EFSA) monitor pesticide residues found in food to
determine the acceptable daily intake (ADI) of each of them. Unfortunately, these data
do not consider the cocktail effect of pesticides mixtures, which could potentially increase
the dangerousness of these xenobiotics [8]. According to a recent EFSA report, pesticide
residues were found in 41% of analyzed food samples [8].

It may thus be hypothesized, in light of alterations reported for high-dose OPE, that
hematopoiesis could also be altered by lifelong exposure to low doses of such cocktails,
notably via the long-term impregnation of the microenvironment by low-dose pesticides,
which could participate in the dysregulation of normal hematopoiesis and induce myeloid
malignancies. This postulate is reinforced by recent publications of our research con-
sortium, in which BM-MSCs exposed to a cocktail of low doses of the seven pesticides
frequently identified in the last few years in food samples (maneb, mancozeb, iprodione,
imazalil, chlorpyrifos ethyl, diazinon, dimethoate, classified by decreasing abundance
in analyzed samples [8]) presented such functional alterations as a decrease in prolifera-
tion, an adipocytic differentiation bias, the induction of oxidative stress, the promotion of
senescence and an increased sensitivity to oncogenic hits [9,10].

The bone marrow (BM) microenvironment and more particularly BM-MSCs play
critical roles in sustaining normal hematopoiesis. Alterations of these cells are also involved
in the pathophysiology of several types of malignant hematological disorders. In MDS
and AML, a decrease in the proliferative capacity of BM-MSCs has been shown to be
concomitant to normal hematopoiesis failure [11]. Moreover, BM-MSCs from AML patients
have been reported to express early adipocyte differentiation markers and an aberrant
DNA methylation profile [11–15]. Several studies further suggest that alterations of BM-
MSCs can lead to the appearance of malignant clones in vivo [14–17]. Myeloproliferative
disorders have been reported after loss of expression of the retinoic acid receptor-gamma



Cancers 2021, 13, 5699 3 of 18

(RARγ) by BM-MSCs in an altered murine microenvironment [16]. MDS features have
appeared in mice invalidated for Dicer1 gene in the osteoblastic lineage (Dicer1lox/lox-
Osterix-Cre) [17]. AML have developed in mice following constitutive activation of the
Wnt pathway, FoxO1/activated β-catenin interaction or a genetic alteration of the Notch
pathway in the osteoblastic lineage [18,19].

Here, we examined the effect of the cocktail of seven pesticides mentioned above, at
low-doses, on primary normal BM-MSCs and compared them to the features of BM-MSCs
from MDS patients. We confirmed the appearance of a high level of reactive oxygen species
(ROS), senescence and DNA damage. We then demonstrated that these alterations are
related to an inhibition of ALDH2. Finally, we observed that the inability of primary
MDS BM-MSC to sustain primitive hematopoiesis, which present similar alterations of the
ALDH2 axis, was reproduced in normal BM-MSCs exposed to low-dose of pesticides.

2. Materials and Methods

2.1. Cells

Primary bone marrow MSCs (BM-MSCs) were isolated and characterized functionally
as reported previously [20] from young healthy volunteers (HEALTHOX protocol; Clinical-
trials.gov # NCT02789839, University Hospital, Tours, France) and MDS patients (MDS-
BM-MSCs) (MYLESYM protocol, CPP Tours and AFSSAPS: 2011-A00262-39) (Table S1).
Normal CD34+ cells used for cobblestone area forming cell (CAFC) assays were obtained
during peripheral collection after G-CSF stimulation. CD34+ cells were enriched using
a magnetic bead separation kit (Mini-MACS®, Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany), as
described [21] and the purity of selected cells was >85%. Cell viability in all experiments
was quantified by trypan blue exclusion.

2.2. Cell Culture and Pesticide Treatment

Three doses of pesticides were used. The first was the high nutritional daily intake
(hNDI), calculated for the French population of all ages and corresponding to the lowest
doses of pesticides used in our study. The second was the ADI, which is the threshold of
safety in humans for lifetime exposure. The last was a value of three times the ADI (3ADI).

BM-MSCs were amplified as previously described [20]. Briefly, they were cultured
in 150 cm2 flasks (Corning® cell culture flask, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for
3 weeks (37 �C, 5% CO2) in α-MEM supplemented with FGF2 (1 ng/mL, R&D system,
Minneapolis, MN, USA) and were tested at passages 2 to 4 (2000–4000 cells/cm2). This
medium, supplemented with pesticides (hNDI, ADI and 3ADI), was renewed every 3 days.
The doses of pesticides used (chlorpyrifos ethyl, dimethoate, diazinon, iprodione, imazalil,
maneb and mancozeb; Sigma-Aldrich) were extrapolated, for each pesticide, from 3 values
according to previous studies (Table S2) [9,10].

2.3. RNA Extraction and Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR)

After 21 days of pesticide exposure, BM-MSCs mRNA was extracted and ALDH2
transcripts were quantified by RT-qPCR as previously described [22]. The geometric Ct
means of human ACTB, B2M and GAPDH genes were used to normalize the expression
of ALDH2 transcripts [23]. ALDH2—F: cctctatgtggccaacctg, R: ccaaatccaggcacaatgtt and
probe: cagcctcc; ACTB—F: attggcaatgagcggttc, R: cgtggatgccacaggact and probe: gctggaag;
B2M—F: ttctggcctgcaggctatc, R: tcagcaaatttgactttacattc and probe: ccagccgc; GAPDH—F:
agccacatcgctcagacac, R: gcccaatacgaccaaatcc and probe: ccagccgc.

2.4. ALDH Family Expression Array

cDNAs were synthesized using the RT2 First Strand Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
from 500 ng total RNA, and qPCR reactions were performed using the Custom RT2 PCR
Array Kit (Qiagen), following the supplier’s guidelines.
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2.5. Protein Extraction and Western Blot Analyse

After 21 days of pesticide exposure, BM-MSCs were lysed in NP40 cell lysis buffer
(Invitrogen by ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) containing protease and
phosphatase inhibitors. Western blot analyses were performed using rabbit polyclonal
antibodies against human ALDH2 diluted at 1/1000 (Proteintech, Rosemount, IL, USA) and
HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
at 1/10,000. Detection was performed with ChemiDocTM Gel Imaging System (Bio-Rad
Laboratories, Redmond, WA, USA).

2.6. ALDH2 Activity, Acetate and Acetaldehyde Levels

ALDH2 activity was measured using the mitochondrial aldehyde dehydrogenase
activity assay kit (Abcam, Cambridge, UK). Acetate concentration was determined with
the acetate assay kit (Abcam) following the supplier’s guidelines. Acetaldehyde concen-
tration was quantified as following: (i) sonication of 107 cells in PBS; (ii) centrifugation at
10,000⇥ g, 20 min, 4 �C and collection of supernatants; (iii) quantification of acetaldehyde
concentration with the acetaldehyde assay kit (Megazyme, Bray, Ireland) following the
supplier’s guidelines. Optical density was measured with CLARIOstar® monochromator
microplate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany).

2.7. Senescence Analysis

Senescent cells were quantified by using a histochemical staining kit (SA-beta-Galactosidase,
Sigma-Aldrich) following the supplier’s guidelines. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde
for 15 min, permeabilized (PBS/Triton X-100 0.1%, 10 min, room temperature), blocked with
gelatin from cold water fisher skin 5% (Sigma-Aldrich) Triton X-100 0.1% (Sigma-Aldrich) in
PBS and were incubated overnight at 4� C with anti-GLB1/ß galactosidase polyclonal rabbit
antibody (Abcam) at 1/500, followed by secondary anti-rabbit labeled with FITC (Jackson
Immunoresearch, Cambridge, UK) at 1/2000 at room temperature for 2 h.

2.8. Comet Assay

DNA fragmentation was measured by alkaline comet assay after pesticides exposure.
Briefly, 70,000 cells were seeded on low melting point agarose (Trevigen, Gaithersburg,
MD, USA). CometSlide (Trevigen) was filled with 70µL of the cell/agarose suspension
and was placed at 4 �C for 5 min. The cells were then lysed and left at 4 �C for 30 min,
transferred to freshly prepared cold electrophoresis buffer (200 mM NaOH, 1 mM EDTA)
and incubated at room temperature in the dark for 40 min. Then, electrophoresis was
performed in the CometAssay® Electrophoresis System (Trevigen) at 21 V for 30 min. Slides
were washed and fixed (5 min in 70% EtOH), dried and stained 5 min at 4 �C with SYBR
Green I (Trevigen) or DAPI (Invitrogen) diluted 1/10,000. Fluorescence images were
acquired with a Ti Series Nikon eclipse (Nikon, Tokyo, Japan) and analyzed using ImageJ
software version 1.53 (Wayne Rasband, NIH, MA, USA).

2.9. Phospho-S139 γH2AX Quantification by Flow Cytometry

Phospho-S139 γH2AX quantification was performed by flow cytometry as previ-
ously described [24] using FITC-conjugated anti-phospho-S139 γH2AX antibody (Milli-
pore, Burlington, MA). Analyses were performed with BD Accuri C6® (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Data were analyzed using FlowJo® v10.1 software (FlowJo LLC,
Ashland, OR, USA).

2.10. Foci Analyses by Immunofluorescence

After 21 days, cells were fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized (PBS/Triton
X-100 0.1%, 10 min, room temperature), blocked with gelatin from cold water fish skin
5%, Triton X-100 0.1% (Sigma-Aldrich) in PBS, and were incubated overnight at 4 �C with
anti-phospho-S139 γH2AX monoclonal mouse antibody (Abcam) at 1/1000, anti-MDC1
polyclonal rabbit antibody (Novus Biologicals, Centennial, CO, USA) at 1/500 and anti-



Cancers 2021, 13, 5699 5 of 18

53BP1 polyclonal goat antibody (R&D systems) at 1/1000, followed by a secondary anti-
mouse antibody labeled with TRITC (Jackson Immunoresearch, Ely, UK), Alexa Fluor® 647
conjugated anti-goat (Jackson Immunoresearch) and FITC-conjugated anti-rabbit (Jackson
Immunoresearch) at 1/2000 each at room temperature for 2 h. Fluorescence images were
acquired with a Leica TCS SP8 (Leica, Wetzlar, Germany) confocal microscope and analyzed
using ImageJ software.

2.11. Limiting Dilution CAFC Assay

BM-MSCs were exposed to pesticides only during the 21 days of expansion culture
before co-cultures with normal CD34+ cells, and CAFC assays were performed as previ-
ously described and as detailed in supplementary methods [22]. Briefly, CD34+ cells were
thus co-cultured with the pesticide-exposed BM-MSCs for 7 days (37 �C, 5% CO2), seeded
at 6000 CD34+/cm2 (ratio CD34+ cells/BM-MSCs = 1/3) in Myelocult™ H5100 medium
(StemCell Technologies, Vancouver, Canada). At the end of coculture, CD34+ cells were
sorted (BD FACSMelodyTM cell sorter, Becton-Dickinson) and cultured on MS5 stromal
cells [25] for 5 additional weeks in 96-well plates (37 �C, 5% CO2) at 6 different dilutions
(range 1–100 CD34+ cells/well) in 0.2 mL of Myelocult™ H5100 medium. After 5 weeks of
co-culture, each well was examined by inverted phase contrast microscopy (DMI 3000 B,
Leica) to identify cobblestone areas. The percentage of wells with at least one CAFC was
quantified and the frequency of CAFC in the initial CD34+ cell population was calculated as
previously described [26]. The CAFC proliferative capacity was determined by subcultur-
ing the wells containing one cobblestone area in semi-solid medium (MethoCultTM H4434,
StemCell Technologies) to determine the mean total number of clonogenic progenitors
(including CFU-GM, BFU-E and CFU-M) generated by each CAFC.

2.12. ALDH2 Inactivation

Crispr/Cas9 knockdown of ALDH2 gene expression was performed with guide RNA
(gRNA) targeting the ALDH2 gene (or scramble gRNA). Crispr/Cas9 knockdown of ALDH2
gene expression was designed using CRISPOR software version 4.97 [27] or based on
previously published data [28]. Human primary BM-MSCs were transfected using TransIT-
CRISPR® Transfection Reagent (Sigma-Aldrich). ALDH2 mRNA and protein levels were
quantified as described above.

ALDH2 inhibition in BM-MSCs by disulfiram [29] was performed by exposure of
BM-MSCs (cultured in 75 cm2 flasks as previously described) for two weeks to 0.05 µM
and 0.1 µM disulfiram.

2.13. Statistical Analyses

Results are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical analyses
were performed on non-normalized data using Friedman, Mann–Whitney or Kruskall–
Wallis non-parametric tests and post hoc Dunn’s multiple comparisons test. Statistics were
performed with GraphPad PrismVR version 7.02 or R version 3.6.3 (https://www.r-project.
org/, accessed on 29 March 2021). Differences with p < 0.05 were considered statistically
significant (NS: not significant).

3. Results

3.1. Pesticide Exposure Induces DNA Damage in Normal BM-MSCs

A dose-dependent decrease in the amplification of viable normal BM-MSCs was
observed after 21 days of culture continuously exposed in vitro to pesticides, as described
previously [9,10]. At D21, untreated cells presented a major amplification (15,016 ± 4761
fold-increase). By comparison to this control condition (100%), the amplification rate was
significantly lower after pesticide exposure (hNDI: 46 ± 4%, p < 0.0001; ADI: 44 ± 5%,
p < 0.0001 and 3ADI: 22 ± 3%, p < 0.0001) (Figure 1A). This decreased amplification was
associated with features of cell suffering, mainly at the 3ADI dose, as shown by bright
field microscopy and forward-scatter and side-scatter flow cytometry plots (Figure 1B,C).
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Concomitantly, pesticides induced a significant dose-dependent increase in senescence
(vs. control condition: hNDI: 2.9 ± 0.4 fold-increase, p = 0.0038; ADI: 3.4 ± 0.6 fold-
increase, p = 0.0030; 3ADI: 4.9 ± 1.0 fold-increase, p < 0.0001) (Figure 1D,E). These results
are in accordance with those published by our research consortium [9] and validate the
experimental model and the chemical activities of pesticides used in the present study.

  

Figure 1. BM-MSCs enumeration and senescence are impacted after 21 days of pesticide exposure. (A) BM-MSCs enu-

meration (Trypan blue exclusion method) indicates a lower number of cells after exposure to pesticides (hNDI, ADI,

3ADI, n = 36) for 21 days in vitro. (B) Representative bright-field micrographs of BM-MSCs after 21 days of exposure and

(C) representative forward-scatter (FCS) and side-scatter (SSC) flow cytometry plot, revealing abnormal cell morphology

after pesticides exposure. (D) β-galactosidase activity in BM-MSCs indicates a higher number of positive cells (senescent

cells) after pesticide exposure (n = 11), and (E) anti-β-Galactosidase immunostaining confirms these results. Data are

expressed as percent of the control ± SEM; **, p < 0.001; ***, p < 0.0001; Friedman or Kruskall–Wallis followed by post hoc

multiple comparisons test. Scalebars: 200 µm (B) and 50 µm (E).
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Maneb and mancozeb, the pesticides most frequently identified in food samples [8],
are those for which the toxicity is the most documented [30,31]. These two compounds
share the same chemical structure. Mancozeb is a combination of both maneb and zineb
that contains 20% of Mn and 2.5% of Zn. Both maneb and mancozeb are degraded into
a main organosulfur compound, ethylene thiourea (ETU: C3H6N2S), which is further
degraded in ethylene urea and ethylene diamine. Consequently, their relative weight in the
deleterious effect of the cocktail was determined in separate experiments by comparing the
amplification rate of BM-MSCs after 21 days exposure to maneb alone, mancozeb alone and
a cocktail with the five other pesticides (chlorpyrifos ethyl, dimethoate, diazinon, iprodione
and imazalil). None of these three exposure conditions was able to recapitulate the effect
observed with low doses of the complete mix, suggesting their additive and/or synergistic
toxicity (Figure S1). Finally, HPLC analyses were performed to study the capacity of
BM-MSC to metabolize maneb, mancozeb and diazinon, and these cells were not able to
produce metabolites of interest (Figure S3).

The impact on DNA damage of the oxidative stress-induced senescence after exposure
to the low-dose pesticide mix was evaluated by three different methods. The induction of
DNA double strand breaks was appeared to be higher after pesticide exposure, by the dose-
dependent increase in phospho-S139 γH2AX quantification by flow cytometry (vs. control
condition: hNDI: 1.29 ± 0.2 fold-increase, NS; ADI: 2.15 ± 0.1 fold-increase, p = 0.0201;
3ADI: 1.74 ± 0.2 fold-increase, p = 0.0015) (Figure 2A). DNA fragmentation was confirmed
by comet assay (Figure 2A). Finally, DNA integrity was evaluated by confocal microscopy
studying the foci, focused on the recruitment of 53BP1 and MDC1 on the DNA damage
sites identified by phospho-S139 γH2AX staining. In the control condition, the culture
of BM-MSCs for 21 days induced a few small and discrete nuclear foci with adequate
recruitment of 53BP1and MDC1. As presented in Figure 2B, whatever the dose, pesticide
exposure clearly increased the number and size of foci. As expected, 53BP1 colocalized
with phospho-S139 γH2AX, while a defective nuclear recruitment of MDC1 was observed.
These results suggest that the double strand DNA breaks induced by pesticide exposure
could be due to defective DNA repair.

3.2. Pesticide Cocktail Alters ALDH2 Expression and Activity, Inducing Acetaldehyde
Accumulation in BM-MSCs

DNA breaks result from various molecular mechanisms, especially from the cellu-
lar accumulation of such toxic metabolites as acetaldehyde (Figure 3A) [32]. Pesticide
exposure significantly increased acetaldehyde levels in BM-MSCs (vs. control condition:
hNDI: 1.4 ± 0.2 fold-increase, p = 0.0319; ADI: 1.5 ± 0.3 fold-increase, p = 0.0304; 3ADI:
1.4 ± 0.1 fold-increase, p = 0.0010) (Figure 3B). Acetaldehyde is detoxified in acetate [33]
and, as expected, a concomitant decrease in acetate level was observed in the experimental
conditions (Figure 3C). These results led us to focus on ALDH2 to explain the decrease in
acetaldehyde catabolism.

ALDH2 gene expression was quantified by RT-qPCR. Comparatively to the control
condition (100%), pesticide exposure significantly decreased ALDH2 mRNA levels (hNDI:
31 ± 8%, p = 0.0030; ADI: 31 ± 1%, p = 0.0355; 3ADI: 31 ± 1%, p = 0.0015) (Figure 3D).
The decrease in ALDH2 production was confirmed at the protein and functional levels
(Figure 3E and 3F, respectively). The other members of the ALDH superfamily (Table S3),
known to be expressed in MSCs, were also quantified and their levels were not modified
by pesticide exposure (Figure S2).
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Figure 2. Pesticide exposure for 21 days induces DNA damage in normal BM-MSCs. (A) DNA

damage with double strand breaks, quantified by �-S139-γH2AX immunoreactivity by flow cytom-

etry, increases in BM-MSCs after pesticide exposure for 21 days (left panel, n = 6), as shown in a

representative experiment (middle panel). Comet assays reveal increased nucleus DNA migration

after exposure of BM-MSCs to pesticides for 21 days, as shown in a representative experiment (right

panel). (B) �-S139 γH2AX, 53BP1, MDC1 triple immunostaining in BM-MSCs indicates a higher

number of double positive 53BP1/�-S139 γH2AX signals in the nucleus of exposed cells (FOCI) and

a loss of MDC1 staining. Data are expressed as percent of the control ± SEM; *, p < 0.05; **, p < 0.01;

Friedman followed by post hoc Dunn’s multiple comparisons test. Scalebar: 50 µm (A) and 10 µm (B).
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Figure 3. Mitochondrial acetaldehyde catabolism is altered after 21 days of exposure to pesticides.

(A) Schematic representation of mitochondrial acetaldehyde catabolism via the ALDH2 enzyme. (B)

Acetaldehyde (ALDH2 substrate) quantified by spectroscopy, is increased in exposed BM-MSCs

(n = 7), and, concomitantly, (C) acetate concentration (ALDH2 product), is decreased in these cells

(n = 5), indicating abnormal catabolism of acetaldehyde to acetate. (D) The analysis of ALDH2

relative expression indicates a strong decreased of ALDH2 mRNA abundance in case of exposure

to pesticides (n = 10). (E) ALDH2 protein quantification by western blot also reveals a decreased

ALDH2 production (n = 6). (F) Finally, ALDH2 enzymatic activity, quantified by spectroscopy, is

decreased in BM-MSCs exposed to pesticides (n = 6). Data are expressed as percent of the control ±

SEM; *, p < 0.05; **, p < 0.01; Friedman or Kruskall–Wallis followed by post hoc multiple comparisons

test. The uncropped western blot images can be found in Figure S4.
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3.3. ALDH2 Inactivation by Disulfiram Induces Senescence and DNA Damage in BM-MSCs

The CrispR-Cas9 knock-out strategy was used to validate the implication of ALDH2
in the alterations of BM-MSCs observed after pesticide exposure, regarding proliferation,
senescence and DNA damage. This strategy allowed efficient invalidation of ALDH2 gene
at the mRNA and protein levels (Figure 4A, left panel). This genetic modification induced
an important lethality in BM-MSCs from D2 on (Figure 4A, right panel), impairing the use
of this approach in the experimental system of pesticide exposure, ALDH2 being essential
for cell survival [28].

Figure 4. ALDH2 inhibition reproduces the consequences of pesticide exposure on BM-MSCs. (A) CrispR Cas9 based

ALDH2 invalidation was checked by RT-qPCR and western blot analyses (left panel). ALDH2 invalidation in BM-MSCs

induces cell death (right panel), ruling out the use of this strategy in the model. (B) Disulfiram, an inhibitor of ALDH2

activity, decreases the relative BM-MSCs number (n = 5), increases senescence (n = 4) and double strand DNA damage

(n = 5), as quantified by anti-�-S139 γH2AX immunoreactivity. Data are expressed as percent of the control ± SEM;

*, p < 0.05; **, p < 0.01; Friedman followed by post hoc Dunn’s multiple comparisons test. The uncropped western blot

images can be found in Figure S5.

Since the Crispr/Cas9 knockdown ALDH2 gene expression was not usable, a phar-
macological inhibition strategy was then tested using disulfiram. At D14 of disulfiram
exposure (0.1 µM), a significant decrease of viable BM-MSCs (26 ± 8% of the control condi-
tion, p = 0.0089; Figure 4B, left panel), increased senescence (883.5 ± 256% of the control
condition, p = 0.0031; Figure 4B, middle panel) and increased DNA damage (125 ± 30% of
the control condition, p = 0.0165, Figure 4B, right panel) were observed. These effects were
initiated with lower doses of disulfiram (0.05 µM). Altogether, these results reinforce the
role of ALDH2 involvement in the senescence and DNA damage processes observed after
pesticide exposure.
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3.4. Pesticide Exposure Alters the Functional Capacity of BM-MSCs to Support
Primitive Hematopoiesis

MSCs of the BM microenvironment play critical roles in primitive hematopoiesis to
allow for the self-renewal and commitment of hematopoietic stem progenitor cells (HSPC).
Their support of primitive hematopoiesis is classically well evaluated by CAFC limiting
dilution assays [34]. The impact of low doses of pesticides on the microenvironment
was consequently investigated, using human CD34+ HSPC cocultured for 1 week (D21
to D28) with BM-MSCs previously exposed or not (control condition) to low doses of
pesticides (hNDI) for 21 days. On D28, CD34+ cells were FACS-sorted and then plated
on the MS5 stromal cell line for 5 weeks to quantify CAFC frequency in CD34+ cells and
their clonogenic capacity. Of note, pesticides were used exclusively during the 3 weeks of
BM-MSCs expansion, before the co-culture with normal CD34+ cells. Consequently, normal
hematopoietic cells were never directly exposed to them (Figure 5A).

  

Figure 5. Exposure of BM-MSCs to pesticides alters the functionality of primitive hematopoietic progenitors. Human CD34+

cells were co-cultured for 7 days on BM-MSCs previously exposed or not for 21 days to low doses of pesticides (hNDI), and

CAFC frequency was quantified by limiting dilution assays after 5 weeks on the MS-5 cell line. (A) Schematic representation

of the experimental strategy. (B) Exposure of BM-MSCs to pesticides does not modify the frequency of CAFC in CD34+ cells

(n = 5). (C) Exposure of BM-MSCs to pesticides induces a major decrease in the clonogenic capacity (CFU-GM, BFU-E and

CFU-M) of CAFC (n = 5); representative morphological features of CFU-GM are shown in lower panel. Data are expressed

as mean ± SEM; ** p < 0.01; Mann–Whitney test. Scalebar: 600 µm.
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The frequency of CAFC in CD34+ cells was not modified by the exposure of BM-
MSCs to pesticides (32 ± 6 CAFC/1000 CD34+ cells vs. 29 ± 2 CAFC/1000 CD34+ cells
in the control condition) (Figure 5B). Nevertheless, previous pesticide exposure of the
BM-MSCs altered their functionality, as shown by the 2.9-fold decrease of the CAFC
clonogenic capacity (1.8 ± 0.6 clonogenic progenitors/CAFC, vs. 5.1 ± 1.3 clonogenic
progenitors/CAFC in the control condition, p = 0.0003), associated with alterations in the
size/morphology of the colonies generated (Figure 5C). Altogether, these results are in
favor of an impairment of the maturation process of HSPC when in contact with BM-MSCs
altered by low doses of pesticides.

Increased senescence of BM-MSCs and decreased HSPC clonogenic capacity are well
established in patients suffering from MDS [13]. We thus focused on ALDH2 and DNA
damage in primary BM-MSCs from MDS patients (Table S1), given our findings on pesticide
exposure of such cells. When compared to BM-MSCs from healthy volunteers (100%),
MDS BM-MSCs displayed a significantly lower ALDH2 expression (28 ± 5%, p = 0.0080)
(Figure 6A) and enzymatic activity (76 ± 7%, p = 0.0152) (Figure 6B). Double strand breaks
DNA were observed in these cells both by flow cytometry and comet assay, mimicking the
results obtained after pesticide exposure of BM-MSCs from healthy volunteers (Figure 6C).

  

Figure 6. The ALDH2 pathway is altered in BM-MSCs from MDS patients. (A) ALDH2 expression is decreased in primitive

MDS BM-MSCs, without in vitro exposure to pesticides (control BM-MSCs, n = 32; MDS BM-MSCs, n = 20). (B) ALDH2

activity is decreased in MDS BM-MSCs compared to control BM-MSCs (n = 6). (C) �-S139 γH2AX quantification by flow

cytometry shows increased double strand breaks in MDS BM-MSCs compared to normal BM-MSCs (left panel, n = 6),

as shown in a representative experiment (middle panel). A representative experiment shows an increased nucleus DNA

migration in MDS-BM-MSCs compared to control BM-MSCs by comet assays (right panel). Data are expressed as mean ±

SEM; *, p < 0.05; Mann–Whitney test. Scalebar: 50 µm.
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4. Discussion

The relationship between occupational exposure to high-dose pesticides and the
occurrence of various diseases is well established, notably in hematological malignancies,
as we recently reported in AML [4,6,35]. Moreover, the increasing use of pesticides since
the 900s has led to a contamination of water, fruits and vegetables, resulting in a daily
exposure of the general population to residues from several pesticides [8]. The possible
deleterious effects of low doses pesticides thus have to be studied. Our research consortium
has already previously modelized in vitro what could be lifelong pesticide exposure, using
a cocktail combining low doses of the seven pesticides frequently found in food and water
by EFSA [8–10]. Three of them (diazinon, chlorpyrifos, mancozeb) have been reported
to be associated with the occurrence of leukemia [36–38]. Here, we analyzed the in vitro
effect of these low doses on primary BM-MSCs, focusing on potential DNA damage
and their impact on primitive hematopoiesis control. The cocktail of pesticides used in
our study (imidazole: imazalil/dithiocarbamates: maneb and mancozeb/dicarboximide:
iprodione/organophosphates: chlorpyrifos ethyl, diazinon and dimethoate) is considered
to be genotoxic [39–45] and classically associated with oxidative stress, an important cause
of genotoxicity [46]. To date, no direct DNA binding has been reported for these pesticides.
A direct DNA binding of pesticides was only described for organochlorinated pesticides,
notably hexachlorocyclohexanes [47], which first bind to DNA bases via Van der Waals
forces and halogen bonds. This induces an increase in helicity and base pair accumulation,
as well as a more compacted structure of DNA which exposes more sites susceptible to
promote DNA degradation through DNAse I.

Direct consequences of BM-MSCs exposure to pesticides, already reported, are dose-
dependent senescence and decreased proliferation [9]. These results have been confirmed
here, thus validating the experimental system. Low doses of pesticides promote an in-
crease in reactive oxygen species (ROS) and stress-induced senescence in BM-MSCs [9]
which can be explained by DNA damage, a well described consequence of exposure to
pesticides [48–50]. Aiming to precise the incidence of pesticide cocktail on the machinery
of DNA reparation, we analyzed foci (i.e., phospho-S139 γH2AX, 53BP1 and MDC1 colo-
calization) by confocal microscopy. This exposure of BM-MSCs promoted a lack of MDC1
recruitment in the foci, a feature reported to slow the mitosis process [51]. This could
explain the decreased proliferation of exposed BM-MSCs. Of note, 53BP1 recruitment was
not affected. The presence of 53BP1 in DNA damage foci might be explained by its binding
to γH2AX in an MDC1-independent manner [52].

Acetaldehyde is known to induce ROS in various cell types, [53,54] and its accumula-
tion in hematopoietic stem cells causes double strand DNA breaks [32]. The ALDH enzyme
family is involved in the detoxification of aldehydes, playing a major role in cell survival,
protection and differentiation, [55] and an interesting relationship has been established
between ALDH and pesticides toxicity, notably mancozeb or maneb, in the pathophys-
iology of Parkinson’s and Alzheimer’s diseases [56,57]. The cellular acetaldehyde level
is controlled by ALDH2, which detoxifies it into acetate [33]. The altered phenotype of
BM-MSCs exposed to low dose pesticides that was observed here can be explained by
the concomitant decrease in ALDH2 activity and increase in acetaldehyde levels in these
cells. ALDH2 has been reported to be crucial in murine hematopoiesis [32,58]. In Asian
populations, a functional ALDH2 polymorphism (ALDH2; rs671, Glu504Lys) is highly
prevalent [59–61] and suspected to be related to an accelerated progression of bone marrow
failure and malignant transformation in Fanconi anemia patients [62,63].

That ALDH2 deficiency in exposed BM-MSCs was shown here to impact their func-
tional capacity to support primitive hematopoiesis. These cells did not alter the capacity
of CD34+ to produce CAFC but the generation of clonogenic progenitors (BFU-E, CFU-M
and CFU-GM) was severely decreased, demonstrating functional alterations of pretreated
BM-MSCs in primitive hematopoiesis control. These results are consistent with data from
mouse models where long-term exposure at high doses of agricultural pesticides decreased
the proliferation and functional maturation of BM stem cells and hematopoietic progeni-
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tors [64,65]. Modifications in the clonogenic and differentiating capacities of hematopoietic
progenitors have also been reported in mice exposed to low doses of a mix of 6 pesti-
cides [66]. In humans, OPE to high doses of pesticides increases the risk of MDS [4],
characterized by an ineffective hematopoiesis [67] and a reduced clonogenic capacity of
HSPC [13]. Our study indicates that such reported in vivo observations could be explained,
at least partly, by a primitive hematopoiesis supportive defect of the BM microenvironment
exposed to low doses of pesticides. Our group recently published that about 40% of healthy
subjects older than 50 years present clonal hematopoiesis [68]. The risk of developing a
myeloid disorder (MDS, AML) by these subjects is increased but hopefully low, suggesting
a multifactorial pathophysiology which may include environmental impact. This assump-
tion is supported by the observation, in this study, of an underexpression of ALDH2 and
an increase in acetaldehyde concentration in primary BM-MSCs from MDS patients. This
suggests that normal BM-MSCs lifelong exposed to low-doses of pesticides may contribute
to the pathogenesis of MDS. The hypothesis of a role of ALDH2 deficiency in such diseases
is reinforced by a significantly younger median age at MDS diagnosis in Japanese than in
western countries, [69,70] and by higher risk of AML after OPE in Asian population [6].

5. Conclusions

In conclusion, a new consequence of low-dose pesticide exposure on normal BM-
MSCs is reported here, namely a decrease in ALDH2 enzyme production and activity. This
induces an accumulation of cellular acetaldehyde, DNA damage and a decreased ability to
support primitive hematopoiesis. Normal BM-MSCs exposed to pesticides and primary
BM-MSCs from MDS patients present similar abnormalities, suggesting that a lifelong
exposure to pesticide residues could promote the development of MDS through ALDH2
alterations in BM-MSCs.

This study has several limitations. The main limitation is the in vitro model with
estimated theoretical concentrations in bone marrow cells. These results constitute a basis
for future experimentations, notably in vivo experiments describing hematopoiesis in aged
mice (at least 2 years) life-long exposed to low doses of the cocktail of seven pesticides.
Finally, the decreased expression of ALDH2 in BM-MSCS from MDS patients leads us
to hypothesize that this enzyme could be involved in MDS pathophysiology, without
definitive conclusion. The relationship between pesticides exposure, ALDH2 decrease and
MDS risk will require further biological and epidemiological studies.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
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of metabolites of maneb, mancozeb and diazinon, Figure S4: Uncropped western blot images for

Figure 3, Figure S5: Uncropped western blot images for Figure 4, Table S1: Characteristics of MDS

patients and healthy volunteers, Table S2: Doses of pesticides, Table S3: ALDH family characteristics.
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Figure S1. The cocktail effect of pesticides is required to induce a decrease in viable BMMSCs. 

Maneb alone, mancozeb alone and a mix of 5 other pesticides (iprodione, imazalil, chlorpyrifos 

ethyl, diazinon, dimethoate – cocktail named “5X”) were used at hNDI, ADI and 3ADI. The effects 

obtained with the mix of these seven pesticides were recapitulated in neither of these 3 conditions. 

The number of BM-MScs was moderately decreased when exposure to maneb, mancozeb or 5 other 

pesticides (5X hNDI, 5X ADI and 5X 3ADI), a major decrease being observed with high doses (3 

ADI) of maned and mancozeb (n = 5).  
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Figure S2. Pesticide cocktail exposure for 21 days does not modify aldehyde dehydrogenase-related genes expression in 

BM-MSCs. Heatmap showing different detectable isoforms of ALDH family genes (Table S3) in BM-MSCs after 21 days 

of pesticide exposure in vitro, (n = 10). 
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Figure S3. Quantification by HPLC of metabolites of maneb (upper left panel), mancozeb (lower left panel) and diazinon 

(right panel). BM-MSCs were exposed for 3, 8 and 24 h to 50 µM pesticide. The quantification of metabolites 

(ethylenethiourea and unknown compounds for maneb and mancozeb) indicates that the cells are not able to metabolize 

these pesticides. 

  



Cancers 2021, 13, 5699 S4 of S7 

 

Figure S4. Uncropped western blot images for Figure 3. 
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Figure S5. Uncropped western blot images for Figure 4. 
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Table S1. Characteristics of MDS patients and healthy volunteers. 

MDS Patients Age Gender Diagnosis Cytogenetic IPSS 

MDS 1 72 F MDS-EB1 46,XX,del(20q11) 0.5 

MDS 2 69 M MDS-MLD 46,XY 0.5 

MDS 3 70 M MDS-RS-SLD 46,XY 0 

MDS 4 70 F MDS-RS-SLD 46,XY 0 

MDS 5 83 M MDS-MLD 46,XY 0.5 

MDS 6 70 M LMMC 46,XY 0.5 

MDS 7 69 F MDS-MLD 46,XY 0 

MDS 8 85 M MDS-RS-SLD 46,XY 0 

MDS 9 87 M MDS-SLD 46,XY 0.5 

MDS 10 77 M MDS-MLD 45,XY, -7, del(5)(q13;q34), add(12)(p11) 1.5 

MDS 11 86 F MDS-MLD 46,XY 0 

MDS 12 61 F MDS-SLD 46,XX, 2 AC 0.5 

MDS 13 94 M LMMC 46,XY NA 

MDS 14 69 M MDS-MLD 46,XY 0.5 

MDS 15 82 F MDS-SLD 46,XY 0.5 

MDS 16 78 M MDS-EB1 46,XY 2 

MDS 17 76 M MDS-SLD 46,XY 0 

MDS 18 71 F MDS-MLD 46,XY 0.5 

Healthy Volunteers Age Mean (Range) Male (Number) Female (Number) 

n = 39 58 (22–101) 21 18 
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Table S2. Doses of pesticides. 

Heading Title Final Concentration M 

 hNDI ADI 3 ADI 

chlorpyrifos ethyl 0.010 0.342 1.027 

dimethoate 0.010 0.052 0.157 

diazinon 0.003 0.008 0.024 

iprodione 0.010 2.181 6.542 

imazalil 0.070 1.009 3.028 

maneb 0.730 2.262 6.785 

mancozeb 0.720 2.251 6.754 

 

Table S3. ALDH family characteristics. 

ALDH Family Subcellular Localisation Chromosome Preferred Substrate 

ALDH1A1 cytosol 9q21.13 retinal 

ALDH1A2  cytosol 15q22.1 retinal 

ALDH1A3 cytosol 15q26.2 retinal 

ALDH1B1  mitochondria 9q11.1 retinal and acetaldehyde 

ALDH1L1 cytosol 3q21.2 10-Formyl tetrahydrofolate 

ALDH1L2 unknown 12q23.3 unknown 

ALDH2 mitochondria 12q24.2 acetaldehyde, 4-HNE and MDA 

ALDH3A1 cytosol, nucleus  17p11.2 aromatic, aliphatic aldehydes 

ALDH3A2 microsomes, peroxisomes 17p11.2 fatty aldehydes 

ALDH3B1 cytosol 11q13.2 octanal 

ALDH3B2 unknown 11q13.2 unknown 

ALDH4A1 mitochondria 1p36.13 glutamate -semi-aldehyde 

ALDH5A1 mitochondria 6p22.2 succinate semi-aldehyde 

ALDH6A1 mitochondria 14q24.3 malonate semi-aldehyde 

ALDH7A1 cytosol, nucleus, mitochondria 5q31 -Aminoadipic semi-aldehyde 

ALDH8A1 cytosol 6q23.2 retinal 

ALDH9A1 cytosol 1q23.2 -aminobutyr-aldehyde 

ALDH16A1 unknown 19q13.33 unknown 

ALDH18A1 mitochondria 10q24.3 glutamic -semi-aldehyde 
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2) Synthèse 

Cette étude a mis en évidence qu’une exposition chronique du microenvironnement 

médullaire à faibles doses de pesticides altérait la fonctionnalité des CSM, entraînant une 

diminution de leur capacité clonogénique. Nous avons également identifié une baisse de 

l’activité de l’enzyme ALDH2 dans ces cellules exposées aux pesticides. Ces mêmes anomalies 

ont été retrouvées dans des CSM médullaires de patients avec un SMD, laissant supposer 

qu’une exposition chronique à des résidus de pesticides pouvait participer à la 

physiopathologie des SMD. 

De manière très intéressante, un polymorphisme génétique bien connu, ALDH2*2 réduit 

considérablement l'activité de l'enzyme ALDH2. Ce polymorphisme ALDH2*2 est absent chez 

les Européens, mais est très répandu chez les Asiatiques de l'Est(167). La prévalence du variant 

ALDH2*2 varie de 28 % (par exemple en Corée) à 45 % (par exemple à Taïwan) dans les 

populations de ces régions(168) et on estime que 560 millions d'Asiatiques de l'Est sont 

porteurs de ce polymorphisme(169). L'allèle variant ALDH2*2 est causée par une mutation 

ponctuelle dans l'exon 12, qui conduit à une substitution d'acide aminé de la glutamine à la 

lysine (E487K)(170). En raison de la nature tétramérique de l'enzyme ALDH2, la mutation 

E487K présente un phénotype négatif dominant et affecte à la fois les individus hétérozygotes 

et homozygotes porteurs de l'allèle variant. Chez les porteurs des génotypes homozygotes 

ALDH2*2/*2 et hétérozygotes ALDH2*1/*2, l'activité enzymatique est respectivement proche 

de 0 % et de 17 à 38 % de l'activité normale(171). Ceci entraîne une réduction de la capacité 

de clairance de l'acétaldéhyde ce qui conduit à une accumulation d'acétaldéhyde en 

circulation même après une consommation modérée d'alcool(172). Par conséquent, la 

variante ALDH2*2 provoque le célèbre syndrome asiatique de chasse d'alcool qui se 

caractérise par des rougeurs du visage, des palpitations, une tachycardie, des nausées et des 

sensations désagréables lorsque ces personnes consomment de l'alcool(173). Le déficit en 

ALDH2 est donc l'une des enzymopathies les plus courantes chez l'homme et portées par 

environ 8% de la population mondiale. L’OR mettant en lien le risque de LAM et de SMD lors 

d’une exposition professionnelle aux pesticides était d’autant plus significatif dans les 

populations asiatiques(114,166). On sait que dans 30% des cas,  les SMD se transforment en 

LAM. Une baisse de l’activité ALDH2 pourrait donc participer à la physiopathologie de ces 

maladies.   
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III. Impact de l’exposition à faibles doses du manèbe, du mancozèbe sur le 

microenvironnement médullaire 

 

1) Matériel et méthodes supplémentaires 

a) Culture et exposition des cellules 

Les CSM primaires médullaires ont été obtenues après mise en culture de cellules 

médullaires totales prélevées chez des volontaires sains dans le cadre du protocole HEALTHOX 

(Clinicaltrials.gov n° NCT02789839). Elles ont été cultivées, dans des flacons (Falcon®) de 75 

ou de 150 cm2, avec une densité d’ensemencement à 1000 cellules/cm2, en milieu α-MEM 

(Life Technologies, Paris, France) avec 10% de SVF, enrichi de 2 mM de L-glutamine, 100 U/mL 

de pénicilline et 0,1 mg/mL de streptomycine, 0,025 mg/mL d’amphotéricine B (Bristol-Myers 

Squibb, Clinton, NY) et de rhFGF2 (1 ng/ml, R&D, Minneapolis, MN) pendant 2 à 4 passages. 

Ce milieu sera appelé « milieu CSM ». 

 

Les cellules ont été exposées à 4 conditions (contrôle, hNDI appelée aussi %ADI, ADI, 3ADI) 

du cocktail complet des 7 pesticides (manèbe, mancozèbe, iprodione, imazalile, éthyle de 

chlorpyrifos, diazinon et diméthoate), le cocktail des 5 pesticides (iprodione, imazalile, éthyle 

de chlorpyrifos, diazinon and diméthoate) et le manèbe et le mancozèbe seul.  

 

b) Numération cellulaire 

Lorsque la couche de culture a atteint 80 à 90% de confluence, le surnageant a été éliminé, 

puis après un rinçage par du PBS 1X (Biosolve, Paris, France), une solution de trypsine 0,25% / 

EDTA 1mM (Lonza, Bâle, Suisse) a été ajoutée et l'ensemble a été incubé à 37°C. Le 

décollement complet de la couche a été vérifié au microscope inversé en contraste de phases. 

Du milieu CSM a ensuite été ajouté pour neutraliser la trypsine et laver les cellules. Après 

centrifugation, les cellules ont été dénombrées en cellule de Malassez après dilution au 1/2 

en bleu de Trypan (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Les images de confluence 

ont été acquises à l’aide d’une caméra (VWR, Radnor, PA) assistée du logiciel IS Visicam Image 

Analyser® (VWR). 

 



 66 

c) Sénescence des cellules 

La sénescence des cellules a été suivie par un marquage de l'activité de la β-galactosidase 

grâce à la trousse du commerce Cells Histochemical Staining® (Sigma, St. Louis, MO), selon les 

recommandations du fabricant. Cette enzyme catalyse l’hydrolyse du X-Gal entraînant la 

formation d’un précipité bleu dans les cellules sénescentes. Les cellules positives ont ensuite 

été comptées par observation au microscope inversé. La densité d’ensemencement était de 

2000 cellules/cm2, le passage lors du lancement de l’expérience était à P4 ou à P5 et la 

coloration était lancée au bout de 24h d’incubation à 37°C. 

 

d) ALDH2 qPCR 

Les ARN ont été extraits avec la trousse du commerce Maxwell RSC SimplyRNA Tissue® 

(Promegan, Madison, WI) et l'automate associé Maxwell® 16 (Promega). Un minimum de 106 

cellules a été lysé par ajout de 200 µL de tampon de lyse au culot cellulaire sec, puis les extraits 

ont été incubés avec de la DNAse I et les ARN séparés par sélection magnétique sur colonne. 

À la suite du protocole automatisé, les ARN ont été dosés par spectrophotométrie sur 

Nanodrop® N-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) et leur qualité a été contrôlée au 

2100 Expert Bioanalyseur® (Agilent, Santa Clara, CA) avec la puce Eukaryote Total RNA Nano 

(Agilent). Le ratio des absorbances à 260 nm et 280 nm était supérieur à 1,8 dans tous les cas. 

 

La transcription inverse a été réalisée selon le protocole établi au laboratoire (Superscript® 

VILO cDNA Synthesis kit, Invitrogen, Waltham, MA), dans un volume de 20 µL (10 µL d'ARN, 4 

µL de tampon 5X, 4 µL d’eau DEPC, 2 µL d’enzyme) à partir de 500 ng d'ARN. Afin de diluer les 

nucléotides et les sels présents dans la solution, le volume final a été porté à 500 µL pour une 

concentration de 1 ng d’équivalent ARN/µL. 

 

L’analyse par PCR quantitative a été réalisée grâce au système LightCycler® 480 (Roche, 

Bâle, Suisse), en plaque 384 puits, comme décrit précédemment(174). La moyenne 

géométrique du Ct des gènes humains ACTB, B2M et GAPDH a été utilisée pour normaliser 

l'expression d'ALDH2. Les amorces et sondes utilisées sont :  

- ALDH2 : (F) cctctatgtggccaacctg, (R) ccaaatccaggcacaatgtt, (sonde) cagcctcc ;  

- ACTB : (F) attggcaatgagcggttc, (R) cgtggatgccacaggact , (sonde) gctggaag ;  

- B2M : (F) ttctggcctgcaggctatc, (R) tcagcaaatttgactttacattc, (sonde) ccagccgc 
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- GAPDH : (F) agccacatcgctcagacac, (R) gcccaatacgaccaaatcc, (sonde) ccagccgc 

e) Western blot 

Les CSM ont été lysées dans 100 µL de tampon de lyse cellulaire NP40 (Invitrogen) 

contenant des inhibiteurs de protéase et de phosphatase. Des analyses Western-blot ont été 

réalisées comme décrit précédemment(175) en utilisant des anticorps polyclonaux de lapin 

dirigés contre l'ALDH2 humain dilués au 1/1000 (Proteintech, Rosemount, IL) et un anticorps 

IgG de chèvre anti-lapin conjugué HRP (Vector laboratoires, Burlingame, CA) au 1/10000. La 

normalisation a été réalisée grâce à la technologie « stain-free », le gel de polyacrylamide 

contient un composé trihalo exclusif rendant les protéines fluorescentes directement dans le 

gel permettant la visualisation immédiate des protéines à tout moment pendant 

l'électrophorèse et lors du transfert sur la membrane. Ceci permet de quantifier la totalité des 

protéines déposées et de normaliser l’intensité de la bande observée à la quantité totale de 

protéine déposée. La détection a été réalisée avec le système d'imagerie ChemiDoc (Bio-Rad 

Laboratories, Redmond, WA) et les résultats ont été analysés avec le logiciel ImagelabTM v6.0.1 

software (Bio-Rad Laboratories). 

 

f) Mesure du niveau de ROS et des cassures doubles-brins de l’ADN par cytométrie en 

flux 

La détection de ROS a été réalisée par marquage avec la Dichlorofluorescéine diacétate 

(DCFDA, Invitrogene). Cette molécule est une sonde moléculaire qui permet de détecter les 

ROS intracellulaires. Les cellules ont été lavées puis marquées avec une concentration finale à 

1 µM de DCFDA. Un contrôle non marqué a été fait en parallèle avec du diméthylsulfoxyde 

(DMSO). Après une incubation à 37°C de 10 minutes , le culot a été lavé avant un passage 

immédiat sur le cytomètre BD Accuri C6®. L’exploitation des résultats a été réalisée sur le 

logiciel FlowJo® v10.1 software (Wayne Rasband, NIH, MA). 

 

La quantification du phospho-S139 H2AX a été réalisée par cytométrie en flux avec un 

anticorps anti-phospho-S139 γH2AX conjugué au FITC (Millipore, Burlington, MA). Les 

analyses ont été effectuées avec BD Accuri C6® (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ). 

L’exploitation des résultats a été réalisée sur le logiciel FlowJo® v10.1 software (Wayne 

Rasband). 
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g) Seahorse  

Le métabolisme énergétique a été quantifié à l'aide d'un analyseur Seahorse XFe96 (Agilent 

Technologies). Après 21 jours d’exposition au manganèse ou aux pesticides, 105 cellules 

viables ont été étalées dans chaque puits. Les mesures du taux de consommation d'oxygène 

(OCR) et du taux d'acidification extracellulaire (ECAR) ont été réalisées dans un milieu de base 

sans substrat (XF Base Medium) additionné de 2 mM de glutamine (Gibco). Les valeurs OCR et 

ECAR sont présentées en pmol/min/105 cellules et mpH/min/105 cellules, respectivement. Des 

injections séquentielles de glucose (10 mM), d'oligomycine (1 M), de dinitrophénol (DNP) ou 

de roténone/antimycine A (0,5 M) de Merck KGaA (Darmstadt, Allemagne) ont été utilisées 

pour déterminer les principaux paramètres métaboliques.  

 

2) Résultats supplémentaires 

a) Impact du manèbe et mancozèbe sur les CSM médullaires 

Le nombre de CSM vivantes obtenues après une exposition chronique de 21 jours de 5 

pesticides (iprodione, imazalile, éthyle de chlorpyrifos, diazinon and diméthoate) ou du 

manèbe et du macozèbe seuls ne récapitulent pas les résultats obtenus avec le cocktail 

complet de 7 pesticides (manèbe, mancozèbe, iprodione, imazalile, éthyle de chlorpyrifos, 

diazinon and diméthoate) aux 3 doses d’exposition (Figure 14).  

 

 

Figure 14 : Effet des pesticides sur la prolifération cellulaire des CSM après une exposition de 21 jours 

Le nombre de CSM viables a été quantifié après 21 j d’exposition. Le cocktail complet de 7 pesticides 

(manèbe, mancozèbe, iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle, diazinon et diméthoate), le manèbe seul, le 

mancozèbe seul et un cocktail des 5 autres pesticides (5X : iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle, 

diazinon et diméthoate) ont été utilisés. Le nombre de CSM viables est modérément diminué après 

exposition au manèbe ou au mancozèbe seul sans atteindre l’effet du cocktail complet (n = 5).Les données 
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sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard de la moyenne. *, p < 0,05 ; **, p < 0,005 ; 

***, p < 0.001 ; test de Friedman suivi d’un test post-hoc de Dunn. 
 

Concernant, la sénescence dans ces CSM exposées aux pesticides, il a été retrouvé une 

tendance à l’augmentation du pourcentage de cellules sénescentes en comparaison au 

contrôle, et ceci à toutes les conditions. On ne constate pas de différence en fonction du 

cocktail de 7 ou 5 pesticides (Figure 15).  

 

 

Figure 15 : Effet des pesticides sur la sénescence des CSM après une exposition de 21 jours Le manèbe 

seul, le mancozèbe seul et le cocktail des 5 autres pesticides (5X) ont été utilisés aux doses %ADI, ADI et 

3ADI. (a) L’activité β-galactosidase dans les CSM montre un nombre plus important de cellules positives 

après l’exposition aux pesticides (n = 3) et (b) l’immunofluorescence anti-β-galactosidase confirme ces 

résultats (barre d’échelle : 20 µM). Les données sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard 

de la moyenne. 

 
Nous avons par la suite vérifié l’expression du gène ALDH2 par qPCR puis son expression 

protéique par western-blot, en fonction de l’exposition au cocktail complet de 7 pesticides, 

versus le cocktail à 5 pesticides, le manèbe ou le mancozèbe seuls. On constate une tendance 

à la diminution de l’expression d’ALDH2 dans toutes les conditions, et plus particulièrement à 

la condition manèbe seule, aux 3 doses (Figure 16). On retrouve également cette diminution 

d’expression protéique d’ALDH2 dans les conditions manèbe et mancozèbe seuls (Figure 16).  
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Figure 16 : Effet des pesticides sur ALDH2 après une exposition de 21 jours des CSM 
Les CSM ont été exposées durant 21 j au manèbe seul ou au mancozèbe seul. (a) L’analyse de l’expression 

relative de l’ALDH2 indique une diminution de l’ARNm ADLH2 dans les CSM exposées aux 

dithiocarbamates (n=4). Les données sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard de la 

moyenne. (b) La quantification protéique par western-blot révèle aussi une diminution importante de 

l’ALDH2 (n=2). Le trait noir horizontal représente la moyenne pour chaque condition. (c) Photographie de 

la membrane de western blot, technique stain free (Bio-Rad Laboratories) (Ctr : contrôle). 
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PARTIE 4 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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L’impact des pesticides sur la santé humaine est aujourd’hui une réelle question de santé 

publique. De plus en plus d’hémopathies sont notamment reconnues comme des maladies 

professionnelles chez les utilisateurs de ces produits phytosanitaires à de fortes doses. 

Cependant, à ce jour seulement 3 pathologies sont inscrites au journal officiel et reconnues 

comme maladies professionnelles : le LNH, la LLC et le myélome. Le lien entre l’exposition à 

fortes doses de pesticides et le risque d’hémopathies myéloïdes est lui plus controversé même 

si les études sont aujourd’hui plutôt en faveur d’une association significative(114,166).  

 

Notre méta-analyse ciblée sur les études cas-témoins évaluant l'association entre 

l’exposition professionnelle aux pesticides et le risque de leucémie aiguë myéloïde chez 

l'adulte, basée sur une stratégie de recherche par mots clés a été réalisée à partir des bases 

MEDLINE, EMBASE et Cochrane. Les critères d’inclusion des études étaient : (i) type cas-

témoins, (ii) avec des cas non limités à une seule profession, (iii) décrivant spécifiquement les 

leucémies aiguës myéloïdes, (iv) et les sujets contrôles devaient être sans antécédent de 

cancer. Cette stratégie a permis d’identifier 6.784 publications, 14 publications ont été 

retenues pour cette méta-analyse. Ainsi, 3.955 patients présentant une leucémie aiguë 

myéloïde et 9.948 sujets témoins ont été inclus dans cette étude. Afin d’identifier les 

potentiels biais dans l’interprétation finale de l’OR, une analyse minutieuse de la conception 

de chaque étude a été réalisée. Les principaux biais  étaient liés à la définition du terme 

« pesticide » et à l’évaluation de l’exposition. Par ailleurs, l’identification des sous-groupes de 

leucémie aiguë myéloïde selon la classification de l’Organisation mondiale de la santé (OMS) 

n’était rapportée que dans 2 études. L'analyse globale a ainsi montré une association 

défavorable significative entre l’exposition professionnelle aux pesticides et la survenue d’une 

leucémie aiguë myéloïde (OR = 1,51; IC 95 % : 1,10-2,08). Cet OR n’était pas modifié par une 

analyse de sensibilité, et lors de l’inclusion progressive des études retenues, il devenait 

significatif à partir des publications de 2010, correspondant à l’inclusion de 2.689 patients au 

total. Après correction du biais de publication observé sur un funnel plot, l’OR était au 

maximum de 1,83 (IC 95 % : 1,32-2,53). Une analyse stratifiée a mis en évidence que l’OR était 

plus élevé dans : (i) la population asiatique (OR = 1,74; IC 95 % : 1,32-2,30); (ii) les études 

rapportant les expositions à des insecticides (OR = 1,47; IC 95 % : 1,15-1,88); (iii) les études 

avec un score de qualité NOS élevé (OR = 1,64; IC 95 % : 1,15-2,33) ou avec peu de risque de 

biais (OR = 1,79; IC 95 % : 1,07-2,97). Cette étude a donc identifié une association défavorable 
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entre l’exposition professionnelle aux pesticides et les leucémies aiguës myéloïdes. 

Cependant, elle ne permet pas d’établir un lien causal entre les deux variables. En effet, les 

études incluses dans la méta-analyse ont rapporté un OR avec des facteurs de confusion 

incontrôlés entre les témoins et les patients atteints de LAM, car les caractéristiques de la LAM 

et les facteurs de risque sont souvent mal rapportés dans les études. De même, les relations 

dose-réponses sont des informations essentielles pour discuter de la causalité, or les doses 

d'exposition n'ont été rapportées que dans trois références(123,176,177). Parmi celles-ci, on 

a observé un risque plus élevé de LAM dans le groupe hautement exposé(123). Dans l'analyse 

stratifiée, l’OR était plus élevé dans la population d'Amérique du Nord et d'Asie ainsi que dans 

les périodes d'inclusion après 1995. Ce résultat peut également soutenir un effet de relation 

de dose étant donné que l'utilisation de pesticides est plus élevée dans ces populations. Très 

peu d’études ont précisé le type d’exposition (classe de pesticide) et les notions de relation 

dose-effet. Ainsi, des études biologiques in vitro ultérieures seront nécessaires pour identifier 

les mécanismes cellulaires par lesquels les pesticides seuls ou en association (effet cocktail) 

augmentent le risque de développer une leucémie aiguë myéloïde.  

Alors que ce risque de LAM, chez les sujets exposés professionnellement aux pesticides, était 

jusque-là peu décrit, le risque de lymphome est quant à lui bien connu depuis déjà les années 

90. Alavanja et al. ont d’ailleurs rapporté un risque très augmenté de LNH lié à l’exposition 

professionnelle aux pesticides (OR = 4,2 ; IC 95 % : 1,2-14). Plus récemment, une étude cas-

témoins basée sur la population australienne, initiée dans les années 2000 a montré qu’une 

exposition à tout pesticide était associée à un triplement du risque de lymphome non 

hodgkinien (OR = 3,09 ; IC 95 % : 1,42-6,70)(89). Certaines études s’intéressent également à la 

relation entre l'utilisation de certaines classes de pesticides et le risque d’hémopathies, 

notamment lymphoïdes(94). 

Ces premiers résultats renforcent la nécessité de réflexions sociétales sur l’utilisation de façon 

raisonnée de ces produits phytosanitaires. Ils permettront de donner des pistes de réflexion 

sur des aspects législatifs et réglementaires notamment en termes de distance nécessaire 

entre les habitations et les zones d’épandage.  

 

Nous avons par la suite, étudié l’impact in vitro d’une exposition à de très faibles doses de 

pesticides sur le microenvironnement médullaire et ce de façon cumulative. Des CSM 

médullaires primaires ont ainsi été exposées, pendant 21 jours, à un cocktail de 7 pesticides, 
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les plus souvent rapportés dans les rapports de l’EFSA(146–148) et ceci à de très faibles doses. 

Nous avons ainsi mis en évidence une dérégulation du gène ALDH2 après avec une relation 

dose réponse. Cette baisse d’activité et d’expression de l’enzyme ALDH2 s’accompagnait 

d’une accumulation d’acétaldéhyde dans la cellule, associée à une augmentation de la 

sénescence et à des cassures doubles-brins de l’ADN. Une altération fonctionnelle des CSM 

exposées aux pesticides a également été mise en évidence, caractérisée par un défaut de 

soutien de l’hématopoïèse, avec une diminution de près de 50% de leur capacité de 

clonogénique. Ces mêmes anomalies ont également été retrouvées dans les CSM de patients 

avec un SMD. Sachant que l’incidence des SMD est plus élevée chez les personnes âgées, ils 

surviennent chez une population qui a été exposée tout au long de sa vie à des résidus de 

pesticides. De plus, les sujets âgés de plus de 50 ans présentent fréquemment une 

hématopoïèse clonale (10 à 40 % selon les études) qui est associée à un risque accru de SMD 

et de LAM(178,179). Cependant, seuls certains patients développeront effectivement une 

hémopathie maligne et les facteurs favorisant cette évolution vers une de ces pathologies 

restent à ce jour largement méconnus. Dans ce contexte, l’imprégnation chronique du 

microenvironnement médullaire par de faibles doses de pesticides pourrait favoriser le 

développement des hémopathies myéloïdes et notamment participer à la physiopathologie 

des SMD. L’enjeu majeur des futures recherches sera donc d’identifier les anomalies 

moléculaires afin de pouvoir proposer des pistes de préventions.  

Concomitamment, il convient de préciser que l'âge médian au moment du diagnostic des SMD 

chez les patients japonais est de 57 ans, significativement plus jeune que dans les pays 

occidentaux (71 ans)(180,181). Cette observation, combinée au fait que 35 à 45% des 

personnes d'Asie de l'Est présentent une déficience héréditaire de l'activité ALDH2(182), 

renforce l'implication possible de la sous-expression d'ALDH2 induite par les pesticides dans 

la physiopathologie des SMD. Enfin, ces hémopathies sont bien connues pour être des 

maladies pré-leucémiques et lorsque l'on considère le risque de LAM après une exposition 

professionnelle aux pesticides, nous avons rapporté, de manière intéressante, que l’OR était 

plus élevé dans la population asiatique(166). 

Le rôle crucial de l'ALDH2 dans l'hématopoïèse a également été rapporté dans plusieurs 

études(183,184). En utilisant un modèle de souris d'anémie de Fanconi dépourvu de FANCD2 

et d'ALDH2 il a été observé que le développement de leucémie aiguë et d’aplasie médullaire 

étaient plus précoce que dans les modèles non mutés. Dans ce modèle, l’accumulation 
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d’aldéhydes endogènes dans la cellule pourrait donc être la source des dommages à l'ADN et 

pourrait être responsable des anomalies observées. Chez l'homme, il existe un 

polymorphisme ALDH2 fonctionnel (ALDH2; rs671, Glu504Lys), entraînant une baisse de 

l’activité d’ALDH2,  qui est très répandu dans les populations d'Asie de l'Est(182,185,186). 

Dans ces populations, le polymorphisme ALDH2 est lié à une progression accélérée de l’aplasie 

médullaire et de transformation en leucémie chez les patients atteints d'anémie de 

Fanconi(187,188). De plus, ce polymorphisme affectant le métabolisme des aldéhydes 

endogènes, entraînerait une augmentation significative de la mortalité liée à la greffe de 

moelle osseuse(189).  

Une relation intéressante a été établie entre l'ALDH et la toxicité des pesticides, plus 

particulièrement avec le mancozèbe et le manèbe, deux pesticides appartenant à la famille 

des dithiocarbamates. Cette toxicité a été principalement décrite dans la physiopathologie de 

la maladie de Parkinson et d'Alzheimer(190,191). De plus, ces deux pesticides présents dans 

le cocktail ont été largement retrouvés dans l’environnement selon les rapports de 

l’EFSA(146–148). Dans son dernier rapport, l'EFSA a publié que 19,2 % de tous les échantillons 

alimentaires analysés étaient positifs pour les DTC avec des pourcentages particulièrement 

élevés dans les poires (35,5%), les oranges, les haricots, les carottes et les kiwis. L’EFSA a 

d’ailleurs classé le mancozèbe comme toxique pour la reproduction de catégorie 1B et comme 

perturbateur endocrinien. Alors que le manèbe était interdit dans l'UE (2017/2018), le 

renouvellement du mancozèbe initialement prévu en avril 2020 a été suspendu. Dans sa 

«saisine 2018-SA-0163», l'ANSES recommandait à la Commission européenne d'envisager 

dans les plus brefs délais le non-renouvellement de l'approbation du mancozèbe compte tenu 

des risques identifiés pour la santé humaine et du niveau élevé d'exposition résultant d'une 

utilisation intensive. L'Union Européenne a donc adopté le non-renouvellement du 

mancozèbe, qui devrait être retiré du marché européen, en 2021, bien que la plupart des pays 

aient maintenu l'autorisation au niveau national au moins jusqu'en 2022. Malgré le fait que la 

plupart des DTC seront bientôt interdits dans l'UE, ces pesticides resteront présents dans les 

aliments importés. Nous nous sommes donc également intéressé à la toxicité de ces deux 

molécules appartenant à la famille des DTC. On a ainsi étudié l’impact des 3 faibles doses de 

pesticide (hNDI, ADI, 3ADI) du manèbe et du mancozèbe seul sur les CSM médullaires 

primaires. On a comparé les résultats de numération, de sénescence et d’expression d’ALDH2 

de ces deux pesticides seuls aux résultats obtenus avec le cocktail des 5 autres pesticides et 
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avec le cocktail complet des 7 pesticides. Ceci a permet de mettre en évidence l’importance 

de l’effet cocktail puisque les conséquences sont plus importantes avec le cocktail complet 

qu’avec le cocktail de 5 pesticides ou le manèbe/mancozèbe seul (en particulier sur l’impact 

de la prolifération). On a également reproduit les résultats de la baisse d’expression d’ALDH2 

avec une implication du manèbe qui semble majeure.  

Le catabolisme du manèbe et du mancozèbe entraîne la libération de manganèse (Mn) qui 

peut également jouer un rôle dans la toxicité et les altérations métaboliques lors de 

l'exposition des CSM à ces 2 pesticides. Le Mn est essentiel à une bonne hématopoïèse(192). 

La déplétion de la superoxyde dismutase du Mn dans les cellules souches hématopoïétiques 

murines perturberait l'homéostasie du fer et du Mn, la commutation des globines et le 

contrôle épigénétique des érythroblastes(193).  Dans la population générale, les principales 

sources d'exposition au Mn sont les aliments et l'eau potable. L'apport quotidien moyen dans 

l'ensemble de la population européenne est de 2 à 3 mg(194) et l'ANSES a adopté la 

recommandation de 2,8 et 2,5 mg/jour respectivement pour les hommes et les femmes 

(Saisine n ° 2016-SA- 0203)(195). Les aliments les plus riches en Mn comprennent le riz et les 

noix, mais on le trouve également dans les fruits de mer, le chocolat, le thé, les légumes verts 

à feuilles, les épices, le soja et certains fruits comme l'ananas et les myrtilles. L’ensemble de 

ces résultats soutiennent fortement que l'exposition aux fongicides contenant du Mn peut 

exercer de multiples fonctions délétères. Nous avons donc pour objectif, dans un prochain 

projet, d'étudier les impacts d’une exposition chronique au Mn sur des CSM médullaires 

primaires. Les résultats préliminaires montrent un défaut prolifératif majeur associé à des 

anomalies fonctionnelles, avec une diminution de leur capacité clonogénique. 

Lors de cette exposition chronique à de faibles doses de pesticides, nous avons montré des 

altérations majeures du microenvironnement médullaire, notamment avec une baisse de leur 

capacité de soutien de l’hématopoïèse. Cette altération laisse ainsi présager une répercussion 

sur l’hématopoïèse normale et leucémique. Il sera donc nécessaire d’étudier l’impact de 

l’exposition chronique aux pesticides sur la niche normale et leucémique, en réalisant des co-

cultures entre ces CSM pré-exposées aux pesticides et respectivement des CD34+ normales, 

ou des cellules leucémiques.  

Une des limites de cette étude concerne les concentrations en pesticides mises en contact 

avec les CSM. Ce travail permet d’avoir une approche sur la relation dose-effet. Cependant, 

celles-ci ne correspondent probablement pas exactement aux quantités réelles retrouvées au 
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sein de la niche hématopoïétique de façon physiologique lors d’une exposition à des résidus 

de pesticides. De plus, ce modèle in vitro ne tient pas compte des mécanismes de 

métabolisation des composés chimiques étudiés. Pour se rapprocher des conditions 

physiologiques, il faudrait envisager une quantification de l’imprégnation réelle des individus 

avec par exemple des dosages toxicologiques des résidus de pesticides retrouvés au niveau 

sanguin, voir même dans des plasmas de moelles osseuses. Dans ce but, nous avons pour 

objectif de doser la quantité résiduelle de pesticides retrouvée au niveau plasmatique chez 

des sujets sains, afin d’établir les concentrations moyennes de pesticides résiduels retrouvés 

dans la population générale. Ces résultats seront comparés à la quantité résiduelle retrouvée 

chez des patients développant un SMD ou une LAM après une exposition professionnelle aux 

pesticides. Ces dosages sont cependant difficiles à réaliser en raison de leur demi vie parfois 

courte et de leur métabolisation. Il sera également intéressant de générer une banque de CSM 

issues de patients exposés à de fortes doses de pesticides et qui développent un SMD ou une 

LAM. Ceci nous donnerait accès à des échantillons primaires et nous permettrait de 

caractériser les anomalies biologiques du microenvironnement de ces patients.  

 

 

Pour conclure, l’exposition de la population générale est certaine, et même si les effets 

sont encore aujourd’hui peu connus, il semble essentiel de trouver des alternatives pour 

réduire l’exposition de la population générale. La prévention primaire consisterait à réduire 

l'usage des pesticides en limitant l'usage des phytosanitaires au strict nécessaire, en 

optimisant les doses et la fréquence des traitements, tout en garantissant des rendements 

suffisants. La prévention secondaire consisterait à prévenir les effets de ces résidus de 

pesticides sur la population générale.  

Des études récentes comparant les résidus de pesticides dans les aliments biologiques et 

conventionnels concluent que la consommation d'aliments issus de l’agriculture biologique 

est une approche qui réduit considérablement l'exposition aux pesticides(196,197). Il 

semblerait ainsi que la consommation d’aliments issus de l’agriculture biologique pourrait 

également réduire le risque le LNH(198,199). On pourrait également proposer des inducteurs 

d’ALDH2 pour restaurer son activité, impactée lors de l’exposition chronique à de faibles doses 

de pesticides. En 2008, Chen et al. ont décrit qu'une petite molécule organique appelée ALDA-

1 (N-(1,3-benzodioxol-5-ylméthyl)-2,6-dichlorobenzamide), qui, à des faibles concentrations, 
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agit comme un activateur pharmacologique de l'ALDH2, doublant son activité 

catalytique(200). Des études animales ont montré que l'administration d'ALDA-1 exerce 

notamment une neuroprotection dans des modèles d'ischémie/reperfusion(201). La capacité 

d'Alda-1 à compléter ou à restaurer partiellement l'activité d'ALDH2*2 mutante est à noter 

car il est rare de trouver une petite molécule qui puisse spécifiquement restaurer une 

mutation chez l'homme(200). Plus récemment, grâce à un modèle de souris, les effets 

protecteurs de l'activation de l’enzyme ALDH2 par l’Alda-1 ont été mis en évidence, 

permettant de réduire le niveau de dommages à l'ADN au niveau œsophagien, chez des 

personnes atteintes du polymorphisme ALDH2(202). Cette nouvelle thérapeutique pourrait 

ainsi prévenir la carcinogenèse induite par l’acétaldéhyde chez ces patients. Trois nouvelles 

classes de composés ont également été modifiées à partir d'Alda-1 pour améliorer leur 

solubilité dans l'eau et leurs propriétés médicamenteuses(203). Ces composés sont cependant 

d’origine chimique et il serait préférable de trouver des composés de type « alicaments » 

capable de restaurer l’activité ALDH2 tout en ayant une origine naturelle, et qui pourrait ainsi 

être pris en préventif, au long court.  

Concernant la prévention des professionnels exposés à de fortes doses de pesticides, elle 

repose sur une formation théorique des risques liés à l’utilisation de ces substances ainsi 

qu’une formation théorique et pratique du bon usage des équipements de protection 

individuelle (gants, masques). 

 

Ces résultats majeurs s’inscrivent dans la thématique de recherche sur les conséquences 

biologiques des facteurs environnementaux sur la niche hématopoïétique (méthylation de 

l’ADN, métabolisme énergétique, cycle cellulaire, chimiorésistance…). Celle-ci est en plein 

devenir au sein de l’équipe LNOx, et constitue l’axe du projet de recherche que je souhaite 

développer dans la suite de ma thèse d’université.  
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Annexe 1 : Pesticides classés par le CIRC 
 

Les molécules cancérogènes chez l’Homme ont été classées par le CIRC en différentes 

catégories selon des études réglementaires, mécanistiques et épidémiologiques :  

- Groupe 1 : l’agent est cancérogène pour l’homme ;  

- Groupe 2A : l’agent est probablement cancérogène pour l’homme ;  

- Groupe 2B : l’agent est peut-être cancérogène pour l’homme ;  

- Groupe 3 : l’agent est inclassable quant à sa cancérogénicité pour l’homme ;  

- Groupe 4 : l’agent n’est probablement pas cancérogène pour l’homme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Amélie FOUCAULT 

Impact des pesticides 
sur le microenvironnement médullaire des 

hémopathies myéloïdes 

 

 

Résumé  

L’impact de l’exposition aux pesticides sur la santé humaine constitue aujourd’hui une problématique majeure de santé 

publique. S’il est établi que l’exposition aux pesticides induit des hémopathies lymphoïdes, leur implication est peu connue 

dans les hémopathies myéloïdes.   

Dans une première étape le risque de leucémie aiguë myéloblastique (LAM) chez les professionnels exposés à de fortes 
doses de pesticides a été étudié en réalisant une méta-analyse des études cas-témoins publiées depuis 1946, incluant 3955 

cas de LAM et 9948 contrôles. Une association significative entre LAM et exposition aux pesticides a été objectivée (OR 

= 1,51 ; 95%IC : 1,10-2,08). L’OR n’était pas modifié par l’analyse de sensibilité. L’absence de biais de publication a été 
vérifiée par l’analyse de la symétrie du diagramme de Funnel et par le test d’Egger. L’addition séquentielle d’études de la 

première à la dernière publiée a montré que la significativité a été trouvée après le cumul de 8 études de 1986 à 2010 (OR 

= 1,48 ; 95%IC : 1,08-2,04). Après stratification des études l’association était plus forte dans : la population asiatique (OR 
= 1,74 ; 95%IC : 1,32-2,30) et chez les patients exposés aux insecticides (OR = 1,47 ; 95%IC : 1,15-1,88). 

De plus, les effets biologiques d’un cocktail de faibles doses de pesticides ont été étudiés sur des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses (CSM) médullaires de sujets sains, et comparés à des CSM de patients atteints d’un syndrome 

myélodysplasique (SMD), une affection pré-leucémique. Les pesticides altèrent l’expression de l’aldéhyde 
deshydrogénase-2 (ALDH2) en augmentant l’acétaldéhyde, avec l’induction concomitante d’un stress oxydatif, de 

sénescence, de cassures de l’ADN et d’un défaut de soutien de l’hématopoïèse. Ces mêmes anomalies ont été retrouvées 

dans les CSM de SMD, suggérant un rôle des pesticides via l’ALDH2 dans la physiopathologie des SMD.  
 

Mots clefs : exposition aux pesticides / cellules souches/stromales mésenchymateuses / leucémie aiguë myéloblastique / 

syndrome myélodysplasique / ALDH2 / hématopoïèse 

 
 

 

Résumé en anglais  

The impact of pesticide exposure on human health is a major public health concern. While it is well established that 

exposure to pesticides induces lymphoid hematologic disease, little is known about their involvement in myeloid 

malignancies. 
In a first step, the risk of acute myeloid leukemia (AML) in professionals exposed to high doses of pesticides was studied 

by performing a stringent meta-analysis of case-control studies published since 1946, including 3,955 cases of AML and 

9,948 controls. A significant association between AML and occupational pesticide exposure was established (OR = 1.51; 

95% CI: 1.10-2.08). The OR was not affected by the sensitivity analysis. Absence of publication bias was shown with 
Funnel plot’s symmetry and Egger’s-test. The sequential addition of studies from the first to the last published showed that 

the significance was found after the accumulation of 8 studies from 1986 to 2010 (OR = 1.48; 95% CI: 1.08-2.04). Stratified 

analysis showed that the association was stronger in: the Asian population (OR = 1.74; 95% CI: 1.32-2.30) and patients 
exposed to insecticides (OR = 1.47; 95% CI: 1.15-1.88). 

In addition, the biological effects of low doses of pesticides mixture were studied on bone marrow mesenchymal 

stem/stromal cells (MSCs) from healthy subjects and compared to MSCs from patients with myelodysplastic syndrome 
(MDS), a pre-leukemic disease. Pesticides alter the expression of aldehyde dehydrogenase-2 (ALDH2) and increased the 

level of acetaldehyde, with the concomitant induction of oxidative stress, senescence, DNA damage and defective 

hematopoietic support. These same abnormalities were found in BM-MSCs from MDS patients, suggesting a role of 

pesticides via ALDH2 in the pathophysiology of MDS. 
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