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Avant-propos

Cette these, déposée a 1’'Ecole Doctorale Chimie et Sciences du Vivant (EDCSV) de I'Uni-
versité Grenoble-Alpes (UGA), décrit les travaux effectués au sein du Laboratoire d’Ecologie
Alpine (LECA), du Laboratoire de Bioénergétique Fondamentale et Appliquée (LBFA), du
Grenoble Institut des Neurosciences (GIN) et de I'Institut pour I’Avancée des Biosciences
(IAB). Cette these fait partie du projet interdisciplinaire SYMER (pour "A Systems approach
to new paradigms in Metabolic and epigenetic Regulation”) et est financée par l'initiative d’ex-
cellence (IDEX) de 1'Université Grenoble-Alpes. Les expérimentations sur le cerveau et le
comportement ont été financées par la Fondation Rovaltain. Les travaux ont donné lieu a 7
communications orales : 3 lors des séminaires du projet SYMER a 1'IAB (2019, 2020, 2021),
lors du séminaire annuel du LECA (2022), sur invitation pour 1’équipe Cibles de maladies
humaines de I'TAB (2022), lors des Assises de Nutrition (2022), lors d"un congres internatio-
nal de physiologie comparative (APS 2022) dont I’abstract a été récompensé par un “travel-
award”. Les travaux ont également donné lieu a 2 communications affichées et une "commu-
nication flash" lors d'un congres national en nutrition (JEN 2021) et d"un congres national en
santé et environnement (SFSE 2022). Cette thése a été couplée d’une activité complémentaire
d’enseignement sur 'UFR de Chimie et Biologie de 'UGA ainsi que d'un poste d’Attaché
Temporaire en Enseignement et Recherche, rattaché a 'UFR de Pharmacie de 'UGA. Elle a
également été ’occasion de participer a 'encadrement de 9 stages : 2 stages de niveau BTS, 2
stages de 1% année de licence, 3 stages de 3°™¢ année de licence, un stage de premiére année

de Master et un stage de 2°™¢ année de Master.
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Chapitre 1

Polluants et santé

1.1 Prise en compte de 'impact des polluants sur la santé

1.1.1 Une problématique nouvelle

Aquatique, terrestre ou bien aérienne, la pollution existe sous toutes les formes
possibles. Elle peut étre occasionnelle ou persistante dans le temps, a faible ou forte
dose, volontaire ou involontaire, d’origine synthétique ou naturelle, ... En bref, il est
difficile de caractériser exactement ce qu’est un polluant concernant sa provenance,
sa durée, son caractere et sa dose (World Health Organization, 2016 ; European Environ-
ment Agency, 2019). Malgré tout, il existe un point commun : I'impact sur la santé. En
2019, 9 millions de personnes seraient décédées des suites de la pollution, soit envi-
ron 16 % des déces dans le monde (Fuller et al., 2022; Institute for Health Metrics and
Evaluation). Pourtant, ce n’est que depuis la fin du XIX® siecle que le terme de "pollu-
tion" est lié aux questions de santé dii a ’essor de 'industrialisation (Jarrige, 2011).
Ces questions de pollution et santé ne sont cependant pas nouvelles : la préoccupa-
tion de I'impact de I'environnement sur la santé date de la médecine hippocratique,
ou I'importance de la qualité de ’eau et de I'air était prépondérante.

Cette prise de conscience tardive a commencé notamment par la "découverte" de
I'impact du plomb sur la santé. La toxicité de ce métal lourd est connue depuis I'anti-
quité, puisque le plomb a été longtemps utilisé comme poison. Cela n’a pas empéché
son utilisation en grande quantité depuis -4000 av. JC et jusqu’au XX¢ siecle dans la
création de vernis, de tuyaux, d"ustensiles de cuisine, efc ... (Waldron, 1973; Gidlow,
2015) Pourtant les anémies, les douleurs musculaires et articulaires, les atteintes ré-

nales et les effets reprotoxiques sont observés par les médecins tout au long des
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ages (Orfila, 1818; Cantarow & Trumper, 1944 ; Lane, 1949; Waldron, 1973). 11 fau-
dra attendre le XX¢ siecle pour comprendre que, méme a de petites doses (Ettinger
et al., 2019), le plomb entraine de graves troubles neurologiques avec la découverte
du saturnisme infantile (Mitchell, 1932; Findlay, 1935; Cantarow & Trumper, 1944).
L'utilisation du plomb en France est aujourd’hui réglementée : en 2015, le seuil d'in-
tervention est passé de 100 pg/L a 50 ug/L (Haut Conseil de la Santé Publique, 2014)
méme si des concentrations bien plus faibles en plomb sont répandues et sont tout
aussi déléteres, notamment chez les enfants (Gidlow, 2015). Entre 2015 et 2018, 2511
cas de saturnisme ont été notifiés en France selon Santé Publique France, soit 500 a
722 cas par an (Santé Publique France - Saturnisme infantile).

Autre exemple bien connu, I’amiante, fibre naturelle cristalline douée d"une grande
résistance a la chaleur mais dont I'impact sur la santé respiratoire n’est plus a prou-
ver : I'amiante est responsable de 80 % des mésothéliomes (cancers touchant la
plévre, le péritoine et le péricarde) et de lésions pulmonaires et pleurales (pneu-
moconioses) (Lin ef al., 2007; Reid et al., 2021). 1l faudra attendre 90 ans entre 1'évi-
dence de sa toxicité (1906) et son interdiction en France (1997) (Greenberg, 1994;
INSERM, 1997). En 2008, I’amiante échoue a étre interdite au niveau mondial lors de
la Réunion de Rome (United Nations, 2008) malgré une classification en tant que pro-
duit cancérigéne depuis 1977 par le Centre International de Recherche sur le Cancer
(CIRC) (International Agency for Research on Cancer, 1977).

Dernier exemple, les polychlorobiphényles (PCB) sont des composés utilisés au
début du XX¢ siecle en tant qu’isolants électriques ininflammables et comme calo-
porteurs (Faroon & Ruiz, 2016). Ils sont interdits en France depuis 1987 et ont été
classés cancérigenes probables par le CIRC. L'exposition a ces composés entrainent
des effets neurotoxiques (Pessah et al., 2019), notamment sur le développement neu-
rologique de I’enfant. Malgré leur interdiction, et du fait de leur caractére persistant,
les PCBs sont retrouvés dans 1’alimentation provenant de sources polluées, notam-
ment le poisson (Stahl et al., 2009 ; Faroon & Ruiz, 2016). En effet, ils font partie de
la classe des polluants organiques persistants (POP), famille de polluants résistants
a la dégradation physique et biologique (ultra-violets, bactérienne, ...) et qui se bio-
accumulent dans les organismes (Stockholm Convention, 2019). De maniere générale,

les POPs sont des cancérigenes probables et entrainent des effets neurotoxiques et de



1.1. Prise en compte de I'impact des polluants sur la santé 5

perturbation endocrinienne (Faroon & Ruiz, 2016; Wahlang, 2018; Guo et al., 2019),
c’est a dire qu’ils peuvent altérer les mécanismes hormonaux physiologiques. La
question de I'impact des polluants sur la santé de 'Homme et plus précisément sur

le systéme hormonal commence de ce fait a prendre de I’ampleur.

1.1.2 Polluants et systeme hormonal

Plusieurs scandales politiques ont poussé les scientifiques a se poser la question
de I'impact des polluants sur le systéme endocrinien. Un des premiers scandales est
celui du diéthylstilbestrol (DES), aussi appelé "scandale du Distilbene" en France.
En 1947, I’cestrogene de synthese DES est un médicament commercialisé dans le but
d’éviter les fausses couches chez les femmes enceintes (Levadou & De Champris,
2010). Cet effet n’est basé sur aucune preuves d’efficacité dt aux législations en vi-
gueur de I'époque. Aux Etats-Unis la prescription de DES chute en 1953 a la suite
de la parution d'une étude clinique prouvant que le DES ne diminue pas le nombre
de fausses couches mais semble au contraire augmenter le nombre d’accouchements
prématurés (Dieckmann et al., 1953). Le DES sera interdit en 1971 aux Etats-Unis et
en 1977 en France (Levadou & De Champris, 2010) a la suite de signalements de
cancers du vagin et du col utérin de jeunes femmes dont les meres ont été exposées
au DES durant leur grossesse (Herbst et al., 1971; Newman et al., 1971). Jusqu'en
1993, il sera rapporté un risque accru du cancer de sein chez les "meres DES" (Col-
ton et al., 1993), des risques de cancers, de stérilité, de malformations de I'appareil
génital, ... chez les "filles DES" (Kaufman et al., 1980; Herbst et al., 1981 ; Goldberg &
Falcone, 1999 ; Swann, 2000) et des malformations de ’appareil génital ainsi que des
problémes de fertilité chez les "fils DES" (Perez et al., 2005). De plus, I'impact du DES
a également touché la 2° génération avec la mise en évidence de malformations de
I'orifice urinaire chez les "petits-fils DES" (Klip et al., 2002).

La question de la perturbation du systéme hormonal chez les animaux est par-
ticulierement importante dans les années 1940 a 1980 a la suite de déversement vo-
lontaire ou involontaire de produits chimiques dans I’environnement (Markey et al.,
2002). En 1962, Rachel Carson dénonce entre-autre I'impact du dichlorodiphényltri-

chloroéthane (DDT) sur la santé humaine et environnementale (Carson, 1962). Ce
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pesticide organochloré est utilisé en grande quantité dans les années 1950 afin d’éra-
diquer le paludisme. Elle rapporte dans son livre “Silent spring” 'impact de ce POP
sur la reproduction du pygargue a téte blanche (Haliaeetus leucocephalus) et du faucon
pélerin (Falco peregrinus) classés comme especes en voie d’extinction. A forte dose, le
DDT, et plus particulierement son métabolite le dichlorodiphényldichloroéthyléne
(DDE), agirait sur le systeme endocrinien régulant la calcification des ceufs par la
glande de Mehlis (Lundholm, 1997). L’altération de ce processus physiologique en-
trainerait une trop grande fragilité de la coquille et impacterait donc la couvaison
et le bon processus de reproduction de ces oiseaux. Autre exemple, dans les années
1970 la population de goélands du lac Ontario au Canada souffre de malformation
(yeux manquants, mauvais développement des pattes, becs déformés, ...) a la suite
d’une exposition aux dioxines, POPs issus de la combustion de composés chlorés
(Peakall & Fox, 1987). Dix ans plus tard, dans les années 1980, un mauvais déve-
loppement des organes génitaux males chez les alligators du lac Apopka en Floride
a été observé a la suite de relargage de dicofol, acaricide possédant une structure
proche du DDT (Guillette et al., 1994 ; Guillette et al., 1996).

Lors de la conférence de Wingspread en 1991, la question de 1'impact des pro-
duits chimiques sur la reproduction et la santé des especes résonne avec le scandale
du DES. La question de xénobiotiques (substances étrangeres introduites dans 1’or-
ganisme) impactant la régulation hormonale chez les animaux et 'Homme est alors
posée (Markey et al., 2002). Une nouvelle classe de xénobiotique est alors formée re-
groupant les polluants pouvant perturber le systeme hormonal physiologique : les

perturbateurs endocriniens (PE).

1.2 Avant propos sur les hormones

1.2.1 Généralités

Une hormone (Figure 1, Tableau 2) est définie comme étant une “molécule sécrétée
par une structure bien différenciée (cellule ou glande endocrine), en réponse a une stimula-
tion, [...] et capable a tres faible dose d’intervenir sur un organe ou un tissu cible portant
un récepteur spécifique” (Dictionnaire Académie Nationale de Médecine). Il existe 3

grands types structurels d’hormones (Norman & Henry, 2015) :
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— Les hormones peptidiques, synthétisées a partir de genes. C’est le cas des
hormones hypophysaires, pancréatiques et parathyroidiennes.

— Les hormones stéroides (ou stéroidiennes) qui sont synthétisées a partir du
cholestérol via la stéroidogenese. C’est le cas des hormones corticosurrénales
(minéralocorticoides et glucocorticoides) et sexuelles (androgenes, cestrogenes
et progestatifs).

— Les hormones dérivées d’aminoacides et de phénols regroupant les hormones
thyroidiennes et les catécholamines. Une fois synthétisées, les hormones vont
pouvoir délivrer un message précis via leurs récepteurs. Ce message peut étre
une inhibition, une stimulation ou une sécrétion et est propre a chaque couple

hormone-récepteur.

Cerveau

Hypothalamus
Ocytocine
Statine
Libérine

Hypophyse
Thyréostimuline (TSH)
Hormone Iutéinisante (LH)
Hormone folliculostimulante (FSH)

Thyroide Hormone de croissance (GH)
Thyroxine (T4) Hormone adrénocorticotrope (ACTH)
Triiodothyronine (T3) Prolactine
Calcitonine

Hormones parathyroidiennes

Thymus

Thymosine

surrénale

- 5 Coeur

CortAng:trg::;e Peptide natriurétique atrial (ANP)
Cortisol
Testostérone Tractus gastro-intestinal
Estradiol Ghréline

Médullosurrénale Gastrine
Adrénaline Cholecystokinine (CCK)
Noradrénaline Sécrétine

Leptine
Rein - Glucagon-peptide like (GLP)
Rénine

Erythropoietine (EPO)

Peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP)

Pancréas

Insuline

Glucagon
Somatostatine
Ovaire Ghréline
Estradiol Polypeptide pancréatique
Progestérone
Inhibine
Testicule
Testostérone , o
Hormone antimullérienne (AMH) o— Tissu adip
Inhibine Leptine

Adiponectine

FIGURE 1 — Schéma non exhaustif des différents organes sécréteurs d’hormones. La sécrétion d’hor-
mone permet aux organes de communiquer entre eux (adapté de World Health Organisation, 2012).
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Organes Hormones Actions
Ocytocine Contraction des muscles lisses (utérus et glandes mammaires)
Hypothalamus Statine Inhibe la sécrétion d’hormone anté-hypophysaire
Libérine Stimule la sécrétion d’hormone anté-hypophysaire
Cerveau TSH Stimule production Ty
LH Stimule la production d’estradiol et de testostérone
Hypophyse FSH Stimule la production d’estradiol et des transporteurs de la testostérone
GH Stimule la production d’IGF
ACTH Stimule la production de cortisol
Prolactine Stimule la production de lait par la glande mammaire
T3 Stimule le neurodéveloppement, la croissance osseuse, ...
Thyroide Ty Pro-hormone thyroidienne
Calcitonine Diminue la calcémie
Hormones parathyroidiennes ~ Augmente la calcémie
. ) Aldostérone Module la pression artérielle
Corticosurrénale
Glande surrénale Cortisol Inhibe I'activation du systéme immunitaire, stimule la glycolyse, ...
Médullosurrénale >&mbmb5m. mﬂgs_m la glycolyse, la ﬁmng\nm&dm‘ 1 m<mm\
Noradrénaline Stimule la glycolyse, la tachycardie, 1’éveil, ...
Ghréline Stimule la sensation de faim
Gastrine Stimule la sécrétion d’acide gastrique
Tractus gastro-intestinal Cholécystokinine Stimule la sécrétion de bile et inhibe la sensation de faim
Leptine Inhibe la sensation de faim et stimule la dégradation des acides gras
GLP Inhibe la sensation de faim et stimule la sécrétion d’insuline
GIP Stimule la sécrétion d’insuline
Insuline Stimule la glycogénogenese et la néolipogenese
Pancréas Glucagon Stimule la néoglucogenese et la lipolyse
Somatostatine Régule la sécrétion d’insuline et de glucagon
Estradiol Stimule la prolifération de I'endometre, la croissance folliculaire, permet I’'ovulation (pic)
Ovaire Progestérone Permet le maintien de la grossesse
Inhibine Inhibe la sécrétion de FSH
Testostérone Stimule la spermatogenese et la maturation des spermatozoides
Testicule AMH Permet la différenciation sexuelle chez le feetus
Inhibine Inhibe la sécrétion de FSH

TABLEAU 2 — Hormones principales et leurs effets (non exhaustif). Les hormones ont toutes des fonctions propres dépendantes de I'emplacement du récepteur auquel elles
se fixent. Certaines hormones vont également entrainer ou freiner la libération de d’autres hormones (adapté de World Health Organization, 2012). ACTH, hormone adré-
nocorticotrope; AMH, hormone antimiillérienne; FSH, hormone folliculostimulante; GH, hormone de croissance; GIP, peptide insulinotrope dépendant du glucose; GLP,
"glucagon-peptide like” ; LH, hormone lutéinisante; T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine; TSH, thyréostimuline.
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1.2.1.1 Meécanismes d’action

I est important de comprendre que le mécanisme d’action des hormones n’est
pas uniquement dépendant de I’hormone en tant que telle mais plutot de sa liaison
a un récepteur (Zoeller et al., 2012; Norman & Henry, 2015). Le récepteur joue un
role tres particulier car sa présence peut dépendre du tissu. L'action de 1’'hormone
sera donc différente selon I'organe exprimant le récepteur. C’est le cas, par exemple,
du cortisol synthétisé par la zone fasciculée de la corticosurrénale. Cette hormone
se fixe sur les récepteurs aux glucocorticoides (GR) qui peuvent étre retrouvés au
niveau du foie afin de stimuler la libération de glucose, mais aussi au niveau du
rein entrainant alors une augmentation de la vitesse de filtration par le glomérule
(Adcock, 2003).

Les récepteurs sont aussi différemment exprimés au cours du temps (selon I'age,
le moment de la journée, au cours du mois, ...). C’est le cas, par exemple, de la méla-
tonine qui est une hormone synthétisée par la glande pinéale en réponse a I’absence
de lumiere et qui joue donc un role dans le rythme circadien (Karsch & Moenter,
2003).

Enfin, une hormone peut également se fixer a différents récepteurs. C’est le cas,
par exemple, de 'hormone thyroidienne triiodothyronine (T3) qui peut se fixer a plu-
sieurs récepteurs aux hormones thyroidiennes (TR), que sont TRa, TRB1 et TRB2, et
qui sont exprimés dans différents organes et a différents moments selon les récep-
teurs (Ortiga-Carvalho et al., 2014). Au contraire, la testostérone ne se fixe qu’a un
seul type de récepteur, les récepteurs aux androgenes (AR) (Li et al., 2019).

Ces récepteurs sont également retrouvés a différents endroits de la cellule (Nor-
man & Henry, 2015). Il existe des récepteurs nucléaires (Figure 2.A), notamment
pour les hormones thyroidiennes et stéroidiennes, qui, une fois activés, vont per-
mettre la modulation de la transcription des acides ribonucléiques messagers (ARNm).
Les récepteurs nucléaires sont retrouvés initialement sous formes de monomeres
inactivés liés a la protéine chaperonne HSP90 (pour “heat shock protein 90”) dans
le cytosol (exemple des hormones stéroidiennes non sexuelles) ou dans le noyau

(exemple des hormones stéroidiennes sexuelles dont les récepteurs peuvent aussi
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FIGURE 2 — Récepteurs hormonaux; il en existe différents types. Les récepteurs nucléaires (A) sont ci-
blés par les hormones stéroidiennes ou thyroidiennes. Pour les hormones stéroidiennes sexuelles, ils
se trouvent aussi bien dans le cytoplasme que dans le noyau. Les récepteurs membranaires existent
sous différentes formes soit sous forme de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (B) qui sont
la cible des hormones peptidiques principalement, mais également les récepteurs tyrosyl-kinases (C).
AKT, protéine kinase B; GRB2, “growth factor receptor-bound protein 2" ; HSP90, "heat shock protein 90”;
MAPK, "mitogen activated protein kinase” ; MAPKK, "mitogen activated protein kinase kinase” ; P, phospho-
rylation; PDK, "phosphoinositide-dependent kinase” ; PI3K, phosphatidyl inositol-3 kinase ; PKC, protéine
kinase C; PLCry, phospho-lipase Cvy; RAF, "rapidly accelerated sarcoma protein” ; RAS, "rat sarcoma virus
protein”; SOS, "son of sevenless protein”.



1.2. Avant propos sur les hormones 11

bien étre cytosoliques que nucléaires) (Norman & Henry, 2015 ; Decourt, 2016). L'hor-
mone va donc traverser la paroi cellulaire, voir nucléaire si son récepteur se trouve
dans le noyau, et va se lier a ce monomere provocant une dissociation d’"HSP90 et
entrainant une dimérisation du récepteur. Cette dimérisation permet la fixation du
récepteur nucléaire a la séquence promotrice du gene entrainant alors une induction
ou une répression de la transcription du gene en ARNm. Ce mode d’action est lent,
la réponse cellulaire se compte donc en heures voire en jours (Norman & Henry,
2015).

Il existe également des récepteurs membranaires couplés aux protéines G (RCPG),
notamment pour les hormones peptidiques (Figure 2.B). L'hormone va se fixer sur
la partie extracellulaire du récepteur transmembranaire qui, via la protéine G, va
transmettre le message a un effecteur qui peut avoir différentes natures (canal, en-
zyme, transporteur). Cet effecteur va entrainer la production d"un messager secon-
daire permettant l'effet biologique escompté.

Un autre récepteur membranaire est le récepteur tyrosyl-kinases (Figure 2.C).
Lorsque I'hormone vient se fixer sur la partie extracellulaire de ce récepteur, une
augmentation de l'activité tyrosyl-kinase intracellulaire est induite contre le récep-
teur lui-méme mais également contre les protéines cytosoliques que sont la phopho-
lipase C, la phosphoinositide-3-kinase et les protéines impliquées dans la proliféra-
tion cellulaire. Le tout entraine une cascade de réponses induisant la transcription
de l'acide désoxyribonucléique (ADN). L'insuline se fixe par exemple a ce type de
récepteur. Les récepteurs membranaires ont un mode d’action rapide. La réponse
cellulaire se compte en millisecondes, secondes voir minutes.

L’effet des hormones suit, comme tout agoniste, un modéle pharmacodynamique
de Clark (Rang, 2006; World Health Organization, 2012 ; Zoeller et al., 2012) qui défi-
nit que 'effet maximal (Emax) est retrouvé lorsque tous les récepteurs sont occupés
par le ligand (ici ’hormone) (Figure 3). Comme expliqué précédemment, le couple
hormone-récepteur joue un rdle important. De plus, les hormones ont une affinité
forte avec leur récepteur (Norman & Henry, 2015); 1’effet biologique sera donc dé-
pendant de la présence des récepteurs en faible ou grand nombre pour une méme
quantité d’hormone, mais également de la capacité des cellules ou glandes endo-

crines a synthétiser ’hormone (World Health Organization, 2012). Il est important de
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FIGURE 3 — Modele de Clark. Le pourcentage de réponse cellulaire est dépendant de la concentration
d’agoniste présent dans le corps. La concentration effective 50 (CE5() représente la concentration pour
laquelle 50 % de l'effet est observé. L'effet maximal (Emax) correspond a la concentration pour laquelle
l'effet est maximal.

noter que la quantité physiologique d’hormones synthétisées pour avoir un Ep,.x est
relativement faible et se compte en partie par billion voire partie par trillion. Par
exemple, ’hormone thyroidienne T; libre est retrouvée dans le sang a une concen-
tration de 0,29 ng/dL (Norman & Henry, 2015). Cette action a faible dose peut s’ex-
pliquer par la forte affinité et spécificité de liaison des hormones a leurs récepteurs.

Malgré tout, cet effet biologique pourra étre modifié en présence d’agonistes ou an-

tagonistes perturbant le couple hormone-récepteur, tel que les PE.

L'effet physiologique d’une hormone dépend

Du tissu ou de la cellule exprimant le récepteur

Du moment de vie

De I’emplacement du récepteur au niveau de la cellule
De la quantité de récepteur exprimés

De la quantité d’hormones sécrétées

1.3 Les perturbateurs endocriniens

1.3.1 Sources

Les PE sont définis par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme étant
une classe de “substances chimiques d’origine naturelle ou synthétique, étrangeres a l’or-

ganisme et susceptibles d’interférer avec le fonctionnement du systeme endocrinien” (World
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Health Organization, 2012). C’est donc une classe de xénobiotiques vaste compre-
nant aussi bien des produits chimiques synthétiques a utilité industrielle comme
les POPs, vus précédemment, des médicaments agissant sur le systéme endocrinien
tel que I’éthinylestradiol (contraception cestro-progestative), ou bien méme des mo-
lécules dites "naturelles”, comme la génistéine, phytocestrogene synthétisée par le
soja, ou le cadmium, métal présent naturellement dans 1’environnement (Darbre,
2015; Guo et al., 2019; Tang et al., 2021 ; Dixon & Ferreira, 2002 ; Genchi et al., 2020).
Un grand nombre de xénobiotiques peuvent donc rentrer dans cette classe : a titre
d’exemple, 58 000 molécules ont été classées PE ou PE susceptibles par 1’agence amé-
ricaine des produits alimentaires et des médicaments (FDA, pour Food and Drug
Agency) (Ding et al., 2010). Le terme de PE est actuellement critiqué par certains
scientifiques car considéré comme trop "vague" notamment pour permettre la mise
en place de législations précises (Phillips et al., 2008; Nohynek et al., 2013; Wold,
2016; Autrup et al., 2020).

1.3.2 Meécanismes d’action

Il est difficile de généraliser un mécanisme d’action précis des PE au vu de la
grande diversité des xénobiotiques présents dans cette classe. Mais, comme expli-
qué précédemment, un PE va perturber le couple hormone-récepteur (World Health
Organization, 2012; Zoeller et al., 2012; Darbre, 2015). Il existe pour cela plusieurs
moyens :

— Une modification de I'expression du récepteur hormonal.

— Une modification de la synthese ou de la dégradation de 1’hormone.

— Une modification de la biodisponibilité de ’hormone.

— Une liaison au récepteur hormonal a la place de I'’hormone; dans ce cas diffé-

rents scénarii existent :
o Le PE est un agoniste, il va entrainer un effet biologique et peut également
géner la liaison récepteur - hormone.
e Le PE est un antagoniste, il ne va entrainer aucun effet biologique mais
peut géner la liaison récepteur - hormone.
De plus les xénobiotiques peuvent avoir différents effets intrinseques propres

(Barkhem et al., 1998 ; Pike et al., 1999). Selon la théorie d’Ariéns, un ligand occupant
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FIGURE 4 — Evolution de la théorie d’occupation; Ariéns fait le postulat que chaque molécule se fixant
a un récepteur posséde un effet propre allant d’agoniste entier a agoniste inverse.

tous les récepteurs d"un site peut avoir un effet plus ou moins important qu'un autre
ligand aux propriétés différentes occupant un méme site. C’est a dire que chaque
ligand pourra donc étre un agoniste total, un agoniste partiel, un antagoniste, un
agoniste inverse partiel ou un agoniste inverse total (Figure 4) (Berg & Clarke, 2018).

Le mécanisme d’action est donc dépendant du PE étudié.

1.3.2.1 De l'importance de la dose

La question de la faible dose est trés présente dans les études sur les PE et ce
pour plusieurs raisons. La premiére est que, selon certaines études, les PE ne suivent
pas le paradigme de Paracelse selon laquelle le poison ferait la dose. La question de
courbe effet-dose non monotone, sous forme de U ou U inversé, montrerait des effets
différents en fonction d’une forte ou faible dose (Figure 5) (Li et al., 2007 ; Vandenberg
et al., 2009; Vandenberg et al., 2012; World Health Organization, 2012; Vandenberg,
2014; Beronius & Vandenberg, 2015). Pourtant cette remise en cause du principe de
Paracelse ne fait pas 'unanimité de la communauté scientifique qui pointe du doigt
’absence de preuve concrete ou la mauvaise interprétation de courbe effet-dose de
certaines études (Ashby, 2003; Goodman et al., 2009; Zoeller et al., 2012; Dekant &
Colnot, 2013; Dietrich et al., 2013; Nohynek et al., 2013; Solecki et al., 2017 ; Autrup
et al., 2020; Brescia, 2020).

Une autre raison d’étudier les faibles doses est de se rapprocher des expositions
réelles aux PE. Un premier exemple est la différence entre des expositions aigués

a de fortes doses versus des expositions chroniques a faibles doses (Borgert et al.,
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FIGURE 5 — Courbes effet-doses selon différentes théories : (A) représente la courbe effet-dose décrite
par Paracelse et utilisée en toxicologie; (B) représente les courbes non monotones effet-doses pouvant
exister pour les perturbateurs endocriniens selon Vanderberg et al. (2012).

2021). Les conséquences physiologiques seront différentes et 'importance de se rap-
procher de la "réalité" permet de mettre en exergue des risques a faibles doses sur le
long terme de certains xénobiotiques. C’est le cas du benzene, hydrocarbure et per-
turbateur endocrinien potentiel qui, a long terme et a des doses < 1 ppm, entraine
des effets sur les cellules souches hématopoiétiques, des perturbations des enzymes
de détoxification et des modifications génétiques augmentant le risque de leucémies
(Lan et al., 2004 ; Zhang et al., 2012). De plus, selon le concept “"One Health”, il semble
aujourd’hui important d’étudier 'effet de faibles doses de polluants sur 1’environ-
nement (Lerner & Berg, 2015). Si certains PE a doses environnementales ne semblent
pas avoir d’effets toxiques sur 'Homme, ils peuvent avoir un effet non négligeable
sur les espéces sauvages. La pilule contraceptive éthynylestradiol, par exemple, est
retrouvée dans les eaux environnementales a la suite d’une excrétion urinaire des

patientes (Pal et al., 2010). Cette dispersion dans I’environnement a notamment en-

trainé une féminisation de la faune aquatique (Matthiessen et al., 2018).
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1.3.2.2 Del'importance du cocktail

La question du cocktail est actuellement tres présente en toxicologie (Svingen &
Vinggaard, 2016; Kumari & Kumar, 2020; Hamid et al., 2021). En effet, la majorité
des études scientifiques se concentrent sur I’étude d"un unique xénobiotique. Pour-
tant, au vu de la diversité de molécules auxquelles les étres vivants sont exposés et
pouvant avoir un effet PE, il est important de mesurer I'impact de ceux-ci en cocktail
(Hamid et al., 2021).

La question du cocktail est délicate car aucun n’entrainera le méme effet selon
les combinaisons de doses mais aussi les combinaisons de xénobiotiques. En effet,
les xénobiotiques peuvent se lier a la méme cible ou a des cibles différentes. Il est
donc treés compliqué de définir a I’avance comment un cocktail va se comporter mais
quelques phénomenes ont été étudiés (McCallum et al., 2014 ; Smith & Mowatt, 2016;
Lappas & Lappas, 2022). Par exemple, en considérant 2 xénobiotiques A et B, il existe
différents scenarii possibles :

— La synergie additive ou sommation; l'effet est la somme des effets de A et B

o Effet global = effet A + effet B
— La synergie renforcatrice ou potentialisation ; I'effet est supérieur a la somme
des effets de A et B
o Effet global > effet A + effet B
— L’antagonisme; 'effet est inférieur a la somme des effets de A et B
o Effet global < effet A + effet B

II est possible d’aller encore plus loin selon les connaissances concernant les
cibles des xénobiotiques. Par exemple, si les xénobiotiques A et B se fixent sur un
méme récepteur, il y a compétition entre A et B. Dans ce cas, plusieurs scenarii
existent :

— La synergie additive; l'effet sera la somme de A et B (Figure 6.A).

— L’antagonisme compétitif; si A est un agoniste et B est un antagoniste alors il

faudra ajouter plus de A pour retrouver l'effet initial de A (Figure 6.B).
— Le dualisme compétitif; ici A est un agoniste entier qui a une faible affinité

avec le récepteur, et B est un agoniste partiel qui a une forte affinité avec le
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FIGURE 6 — Courbes d’effets d’un agoniste A en présence d’une molécule B se fixant sur le méme ré-
cepteur et dont la quantité varie (ici de 0 a 3 fois plus que la concentration initiale de A). (A) représente
une synergie additive lors de I'ajout de B, c’est a dire que I'effet de A et B est sommé. (B) représente
un antagonisme compétitif lors de 'ajout de B, c’est a dire que B, n’induisant pas d’effet, va géner la
fixation de A sur son récepteur. (C) représente un dualisme compétitif entre A et B, avec A représentant
un agoniste entier ayant une faible affinité pour le récepteur et B un agoniste partiel ayant une forte
affinité pour ce méme récepteur. (D) représente un antagonisme non compétitif entre A et B, o1 B se
fixe a un site voisin du site de fixation de A et va donc géner la fixation de A sur son récepteur.

récepteur. De ce fait, en présence de A, B va se comporter comme un ago-

niste a faible concentration et comme un antagoniste a forte concentration

(Figure 6.C).

Si en revanche A et B ne se fixent pas sur les mémes récepteurs, il n’y aura pas

de compétition. Il existe la encore différents scenarii possibles :

— La potentialisation non compétitive (effet global > effet A + effet B); I'effet est

supérieur a la somme des effets de A et B mais A et B ne se lient pas sur le

méme récepteur.
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— La potentialisation non compétitive par interaction dans la phase toxicociné-
tique; B va rentrer en compétition dans les phases de stockage, de métabo-
lisme et/ou élimination de A modifiant de ce fait la biodisponibilité de A.
— L’antagonisme non compétitif; B se lie a un site génant au voisinage du site
de liaison de A (Figure 6.D).
— L’antagonisme non compétitif fonctionnel; A et B transmettent des messages
biologiques opposés.
Les PE ont montré, comme les autres xénobiotiques, des impacts différents en mé-
lange. C’est le cas par exemple des PE benzo[a]pyrene et triclosan (TCS) qui, en
mélange, auront des effets transgénérationnels différents de leurs effets transgénéra-
tionnels respectifs sur le systéme métabolique et reproducteur des xénopes (Xenopus

tropicalis) (Usal et al., 2021 ; Usal et al., 2022).

1.3.2.3 Del'importance du moment de vie

Santé a la Santé maternelle / placentaire Premiers jours Enfance Age adulte
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Malnutrition Gl — corporelle
Impact sur Taille a la ossanceieeliaiapage) FEthologion
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FIGURE 7 — Exemple de I'impact des perturbateurs endocriniens sur le métabolisme selon la théorie
des DOHaD (" Developmental Origin of Health and Diseases”) (adapté de Hoffman et al., 2021).

Comme vu précédemment, les hormones ne sont pas synthétisées de la méme
maniere en fonction du moment de vie (Norman & Henry, 2015). C’est la le point le
plus sensible, un simple déreglement de ce "moment hormonal" pourrait fortement
affecter les organismes vivants. Certaines fenétres de nos vies sont également plus
impactées par les hormones que d’autres (Feld-Rasmussen & Mathiesen, 2011) : c’est
le cas de la grossesse, moment de développement de 1’étre a venir, mais également
de I’adolescence ou1 les modifications hormonales sont extrémement importantes et

permettent le développement des caracteres sexuels.
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La théorie des origines développementales de la santé et des maladies (DOHaD
pour "Developmental Origin of Health and Diseases”), reprend notamment ce concept
de "fenétre de vie" critique (Hoffman et al., 2021). Cette théorie nait en 1980 apres
les observations de David Barker sur I'origine des pathologies cardio-vasculaires au
Royaume-Uni (Barker & Osmond, 1986). Selon cette théorie, I’environnement paren-
tal tel que la nutrition, 1’activité physique ou méme 1’exposition a des polluants pen-
dant la grossesse influenceraient 1’expression du code génétique du feetus (Figure 7)
(Berti et al., 2017; Quiclet et al., 2017 ; Hoffman et al., 2021). De ce fait, la program-
mation des maladies chroniques a venir se ferait bien avant la naissance de I'enfant
(Bianco-Miotto et al., 2017). Ces modifications épigénétiques sont un héritage gé-
nétique multigénérationnel influencant I’expression de nos génes via des processus
tels que la méthylation de I’ADN, la modification du marquage des histones et/ou
la présence de certains ARN non-codants (Alabert & Groth, 2012 ; Skinner, 2016). Ces
altérations entrainent des modifications des sites de I’ADN accessibles a la transcrip-
tion et donc des modifications de 1’expression des genes (Figure 8). Tous ces phéno-
menes sont retrouvés naturellement et dépendent de notre environnement (Radford,
2018).

Un des exemples les plus connus d’impact de PE sur les générations a venir
est celui du DES, déja exposé précédemment (Kaufman ef al., 1980; Herbst et al.,
1981; Goldberg, 1999; Swann, 2000; Klip et al., 2002). Un autre exemple est celui
du vinclozoline, un fongicide utilisé en agriculture et depuis interdit, dont les effets
reprotoxiques masculins ont été retrouvés transgénérationnellement chez des souris

males (Anway et al., 2005).
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FIGURE 8 — Schéma explicatif des modifications épigénétiques. L_ADN peut subir des méthylations ou des marquages des histones entrainant la répression ou l’activation
de différents genes selon leur localisation. Ces modifications induisent des phénotypes différents mais peuvent également avoir des impacts sur la santé. Les modifications
épigénétiques sont fortement dépendantes des impacts sociaux-environnementaux (adapté du National Institute of Health).
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1.3.3 Modéele d’exposition

Deux études épidémiologiques francaises EDEN (pour "Etude de cohorte géné-
raliste menée en France sur les déterminants pré- et postnatals précoces du dévelop-
pement psychomoteur et de la santé de ’enfant") (Nakiwala et al., 2018) et SEPAGES
(pour "Suivi de I'exposition a la pollution atmosphérique durant la grossesse et effet
sur la santé") (Guilbert et al., 2021) se sont intéressées a I'impact de I’environnement
sur la santé des femmes enceintes au niveau national et au niveau du bassin gre-
noblois respectivement; et notamment a 1’exposition aux PE en France. Selon ces
études, 3 PE sont retrouvés en plus grande quantité dans la population frangaise : le

bisphénol S (BPS), le TCS et le méthylparabene (MP).

1.3.3.1 Bisphénol S

Le BPS est un produit chimique synthétique et utilisé comme adjuvant pour le
développement de papier thermique et de résines phénoliques. Il est retrouvé dans
les papiers et plastiques de la vie courante. Son utilisation industrielle a augmenté
depuis l'interdiction du bisphénol A (BPA) en France et les limitations d’utilisation
en vigueur dans 1'Union Européenne (UE) (Rochester & Bolden, 2015; Pelch et al.,
2019).

OH OH

Formules OH OH
Noms Bisphénol A Bisphénol S
Poids moléculaires (g/mol) 250,27 228,29
pKa (a 25°C) 8,2 9,6
Log Kow 1,65 3,32

TABLEAU 3 — Propriétés physicochimiques du bisphénol A et S
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FIGURE 9 — Schéma récapitulatif de certaines cibles du bisphénol A (BPA) (adapté de Cimmino et al.,
2020). Le BPA se fixerait de maniére plus ou moins spécifique a certains récepteurs membranaires, cy-
toplasmiques et nucléaires entrainant alors des réponses variées selon le récepteur touché. AR, récep-
teur aux androgenes; C/EBP, "CCAAT/enhancer-binding proteins” ; cER, récepteur cytoplasmique aux
cestrogenes ; ERK1/2, récepteur extracellulaire kinase 1/2; ERRy, récepteur relatif aux cestrogenes 1 ;
GR, récepteurs aux glucocorticoides; GRP30, récepteur couplé a la protéine G30; HAND?2, "heart and
neural crest derivatives-expressed protein 2" ; HOX, "homeobox protein” ; mER, récepteur membranaire aux
cestrogene; nER, récepteur nucléaire aux cestrogenes; NRF2, “nuclear factor erythroid-2-related factor 2”;
PPARy, "peroxisome proliferator-activated receptor y”.

Encore peu d’étude ont été faites sur les mécanismes d’action du BPS mais de
nombreuses similarités mécanistiques avec le BPA ont été retrouvées. Selon certaines
études, le BPA, et son analogue le BPS, se fixeraient sur les récepteurs cestrogéniques
(ERE) (Cimmino et al., 2020; Marroqui et al., 2021). Il est cependant important de
rappeler que le BPA se lie 1 000 fois moins aux ERE que l'estradiol. Cependant, il
pourrait activer la transcription de ceux-ci (Kuiper et al., 1998). De méme, la quantité
de BPA nécessaire a une production de prolactine est 10 000 fois supérieur a celle
de l'estradiol, cependant le BPA entrainerait la synthese des récepteurs a la prolac-
tine (Steinmetz et al., 1997). Le BPA agirait en effet sur des facteurs de transcrip-
tion (récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR), C/EBP (pour
"CCAAT enhancer binding protein”), génes HOX, ...) ainsi que sur 1'expression de nom-

breux autres récepteurs nucléaires (AR, TR, GR) (Figure 9). A I'inverse, des études ne
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montrent pas d’effets sur les facteurs de transcription ou I’expression des récepteurs
nucléaires, mais plutot sur la stéroidogenese (Aghajanova & Giudice, 2011; Bloom et
al., 2016). Le BPA diminuerait ’expression des enzymes hydroxystéroides déshydro-
génases mais également de cytochromes P450 (CYP450) permettant la conversion du
cholestérol en estradiol, progestérone ou testostérone. Le BPA, et donc le BPS, pour-
raient perturber le métabolisme des hormones stéroidiennes et donc le bon déroule-
ment de la reproduction (Figure 10).

Plus particulierement, il a été montré en cristallographique que le BPS fixe la
transthyrétine (TTR aussi connu sous le nom de “thyroxin-binding prealbumin” ou
TBPA) (Zhang et al., 2016), une protéine plasmatique mais également du liquide cé-
rébrospinal (LCS). La TTR est un tétramere synthétisé par le foie. Elle permet le
transport de la vitamine A et de 10 a 15 % de I'hormone thyroidienne thyroxine (T4)
synthétisée par la thyroide (Norman & Henry, 2015). Ce transporteur est intéressant
de par sa capacité a traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE), facilitant alors
le transport de T4 dans le cerveau (Fanibunda et al., 2018). La liaison du BPS a ce
transporteur pourrait expliquer notamment les perturbations thyroidiennes dues au

BPS (Naderi et al., 2014 ; Zhang et al., 2017).

Cholestérol
BPAY l
e Progestérone e Aldostérone
17 a OH prégnénolone R d 17 a progestérone _—
l l BPAY l
Déshydroéplandrostérone 4-androsténédione e Estrone
l BPAY l BPA Y l
BPA Y

FIGURE 10 — Schéma simplifié de la biosynthése des hormones stéroidiennes. Le bisphénol A (BPA)
impacterait 1’expression des enzymes de type HSD (hydroxy-stéroides déshydrogénase) et certains
cytochromes nécessaires a la production de la testostérone, de la progestérone et de 1’estradiol.
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Tout comme son mécanisme d’action, la toxicocinétique du BPS serait tres simi-
laire a celle du BPA (Gayrard et al., 2020). Apres une administration par voie orale
(VO), la biodisponibilité du BPA est croissante en fonction de la dose (35 & 82 % chez
le rat aprés administration VO de 20 a 500 ug/kg de BPA) (Kurebayashi et al., 2005).
La majeure partie du BPA absorbé est métabolisée par effet de premier passage hé-
patique. Le temps de demi-vie du BPA est d’environ 6h (Upmeier et al., 2000) et il est
quasi-entierement excrété aprés métabolisation dans le foie par 'UDP-glucuronyl
transférase afin de former le BPA-glucuronide (Domoradzki et al., 2004). Celui-ci est
excrété majoritairement par voie urinaire, tandis que le BPA non absorbé et non mé-
tabolisé est excrété par voie fécale (Snyder et al., 2000). La distribution du BPA chez
le raton in utero se fait a partir du 16°™¢ jour de gestation par diffusion a travers la
barriere foeto-maternelle (Domoradzki et al., 2003). De plus le BPA-glucuronide a été

retrouvé dans le lait maternel (Snyder et al., 2000).

1.3.3.2 Triclosan

Cl
o Cl
HO
Formule Cl
Nom Triclosan
Poids moléculaire (g/mol) 289,5
pKa (2 25°C) 7,9
Log Kow 4,76

TABLEAU 4 — Propriétés physicochimiques du triclosan

Le TCS est un organochloré proche, du fait de sa structure, de la famille des or-
ganophénols. Il est utilisé principalement en tant qu’antiseptique bactériostatique. Il
est retrouvé dans les produits cosmétiques (savons, dentifrices, cremes, déodorants,
...) et dans certains produits médicaux (fils chirurgicaux, savons désinfectants). De-

puis quelques années, une diminution de 1'efficacité antiseptique du triclosan a été
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observée dti a I'apparition de mécanismes de résistance bactériens (Société Francaise
d’Hygiene Hospitaliere, 2016 ; Weatherly & Gosse, 2017 ; Milanovi¢ et al., 2021).

Le TCS permet une inhibition de la croissance bactérienne par inhibition tres spé-
cifique de I’enoyl-acyl carrier protein reductase (ENR) des bactéries. Le TCS va donc
bloquer la syntheése lipidique nécessaire a la constitution des membranes biologiques
bactériennes par création d’un complexe ternaire avec I'ENR et le NAD* (nicotina-
mide adénine dinucléotide). Il est & noter que 'ENR bactérien possede une séquence
et donc une conformation différente de I'ENR des mammiferes. De nombreux effets
du TCS, décrit dans les chapitres suivants, ont été observés, mais actuellement au-
cun récepteur ni mécanisme physiologique n’ont été décrits pour expliquer les effets
engendrés par le TCS (Weatherly & Gosse, 2017; Milanovi¢ et al., 2021 ; Sinicropi et
al., 2022).

L’absorption du TCS se fait majoritairement par voie dermique au vu de son
utilisation dans les cosmétiques. Seul 10% de la dose appliquée est absorbée et re-
trouvée dans le sang. Une absorption par VO est également possible. Dans ce cas,
une concentration maximale systémique est observée 1 a 3h aprés l'ingestion. Le
temps de demi-vie serait différent en fonction de la voie d’absorption : de 10 a 20h
apres administration par VO et de 1 a 2 jours par voie dermique. Plus de 90 % de la
dose absorbée de triclosan est métabolisée, et ce majoritairement par glucuronation
et sulfonation. II serait ensuite éliminé a plus de 87 % par les voies urinaires chez
I’'Homme. Chez le rat, I’élimination fécale est majoritaire. Le triclosan est également
retrouvé dans le lait maternel (Sandborgh-Englund et al., 2006 ; Sientific Committee on

Consumer Products, 2009 ; Cosmetic Ingredient Review, 2010).

1.3.3.3 Meéthylparabéne

Le MP est un conservateur de la famille des parabénes utilisé dans I’agro-alimentaire,
la cosmétique et la santé pour ses propriétés antioxydantes (Soni et al. 2002 ; Nowak
et al., 2018; Wei et al., 2021). C’est également un métabolite naturellement synthé-
tisé par différentes espéces de plantes, d’arthropodes mais également de bactéries

(Cetini¢ et al., 2022).
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\
0.0

X
Formule OH
Nom Méthylparabene
Poids moléculaire (g/mol) 152,15

pKa (a 25°C) 8,5

Log Kow 1,96

TABLEAU 5 — Propriétés physicochimiques du méthylparabéne

L'impact pharmacologique du MP a été beaucoup étudié dans les années 1960-

1970 et comporte de nombreux effets concentrations dépendants et donc de nom-

breux mécanismes d’action selon le récepteur impacté (Soni et al. 2002). L'ensemble

de ces effets, les doses ainsi que les modéles utilisés sont regroupés dans le Tableau 6.

Un autre effet documenté est celui du MP sur la mitochondrie. En effet, il modifie-

rait la respiration mitochondriale ainsi que la perméabilité de la membrane sur des

mitochondries isolées de foie (Nakagawa & Moldéus, 1998; Nakagawa & Moore,

1999).
Modele Concentrations Cibles et effets Références
Augmente 'activité de la dihydrofolate
- - réductase (permet la synthése des purines Tzortzatou & Hayhoe, 1974
notamment)
Fixe l’albumine sérique et empéche la liaison
- a partir de 200ug/mL  de la bilirubine ; déplace la bilirubine fixée Jun et al., 1971
sur l’albumine sérique
Relaxation rapide et réversible des muscles lisses
invivo  Effet dose dépendant  de la trachée par potentialisation des effets Geddes & Lefcoe, 1973
de I'isoproterenolet du dibutyryl AMPc
in vivo Intraveineuse, 5mM Blocage de la conduction nerveuse Kitamura, 1979
Augmentation de la perméabilité de la plaque
in vitro - motrice des muscles lisses a 1’acétylcholine, Kardsek & Slavicek, 1967
permet une myorelaxation
in vivo Voie oral, 0,4%, 3sem Hydrolysation de I'’AMPc par stimulation Harvey et al., 1992

de la phosphodiestérase IV

TABLEAU 6 — Exemples d’études sur le mécanisme d’action du méthylparabéne; un impact sur la
relaxation des fibres musculaires lisses par différents mécanismes semble étre observé (issu de Soni et
al., 2002). AMPc, adénosine monophosphate cyclique.
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Le MP, lorsqu’il est administré par VO, est absorbé entierement et le pic de
concentration plasmatique est atteint aprés 6h. Le MP est totalement métabolisé et
éliminé au bout de 48h par voie urinaire sous forme d’acide p-hydroxybenzoique,
de benzoate, d’acide p-hydroxyhippurique, de glucuronide d’ester, de glucuronide

d’éther et de sulfate d’éther (Bingham et al., 2001 ; Nowak et al., 2018).

L’exposition quotidienne a ces molécules pose donc question quant a leurs im-
pacts sur la santé notamment sur l'apparition de troubles du comportement, de

troubles reproducteurs et de pathologies métaboliques.
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Population étudiée Population (n)  Zone géographique  Matrice de dosage Concentrations Effets Références

Femmes enceintes 480 Etats Unis Urine < 04-2,1ng/mL (BPS) Pas d’impact sur la prématurité Aung et al., 2019

Adultes 251 Chine Urine 0,53 ug/g de créat (BPA) T risque d’apparition du diabete de type 2 Duan et al., 2018

0,055ug/g de créat (BPS)

Nouveaux nés 476 Etats Unis Urine maternelle <04-132pug/L(BPS)  Pasd’impact sur le poids a la naissance Ferguson et al., 2018

Enfants 4 Etats Unis Urine 023ng/mL (BPA) 1 stress oxydant Kataria et al., 2017
2,06 ng/mL (BPS) Pas d’impact sur le stress oxydant

Femmes 1299 Etats Unis Urine <04-24pug/L (BPA) Pas d’impact sur I'apparition du diabete (1 et 2) Lee et al., 2021

Adultes 1521 Etats Unis Urine 1,3 ng/mL (BPA) T risque d'obésité Liuetal., 2017
0,4 ng/mL (BPS) Pas d’impact sur 1'obésite

Nouveaux nés 346 Etats Unis Urine maternelle 1,5 ng/mL (BPA) | poids et circonférence cranienne Mustieles et al., 2018
0,45 ng/mL (BPS) Pas d’impact sur le poids et la circonférence cranienne

Enfants 452 France Urine maternelle 0,9-9,3 ug/L (BPA) Pas de modification du QI 4 5 ans Nakiwala et al., 2018

Feetus a nouveaux-nés 998 France Urine maternelle 0,8-8,8 ug/L (BPA) Pas d’impact sur le poids et la circonférence cranienne  Philippat et al., 2014

Enfants 545 France Urine maternelle 08-88 ug/L(BPA)  |[nternalisation, probléme avec les pairs a 3 ans Philippat et al., 2017

Hyperactivité, externalisation a 5 ans

Femmes enceintes 877 Pays Bas Urine 1,65 ng/mL (BPA) Pas d'impact sur la fécondité Philips et al., 2018
0,35 ng/mL (BPS)

Séniors 119 Chine Sang 3.2 ng/mL (BPA) Pas d’impact sur la glycémie a jeun et I’obésité Song et al., 2019

0,0061 ng/mL (BPS)

Enfants 718 Suede Urine maternelle 07 ng/mL (BPS) Pas d’impact sur le QI jusqu’a 8 ans Tanner et al., 2020
1,53 ng/mL (BPA)

Femmes enceintes 985 Chine Urine maternelle 0,16 ug/L (BPS) T temps gest (fille uniquement) Wan et al., 2018

Adultes 1269 Etats Unis Urine 0,14 -8,50 ug/L (BPA) T risque d’obésité Zhang et al., 2019

0,07 - 3,90 ug /L (BPS)

TABLEAU 7 - Etudes épidémiologiques étudiant I'impact du bisphénol A (BPA) et bisphénol S (BPS) sur la santé. QI, quotient intellectuel; créat, créatinine.
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Population étudiée Population (n)  Zone géographique  Matrice de dosage Concentrations Effets Références
Hommes 215 Espagne Urine <0,1-105ng/mL  Pas d'impact sur la qualité du sperme Adoamnei et al., 2018
Femmes enceintes 480 Etats Unis Urine 58,6 -1760 ng/mL  Pas d’impact sur la prématurité Aung et al., 2019
Femmes enceintes 241 Etats Unis Urine 58-1549,8 ug/mL  Pas d’'impact sur le diabéte gestnel Bellavia et al., 2019
Nouveaux nés 476 Etats Unis Urine maternelle 78,1-1112 ug/L Pas d’impact sur le poids a la naissance Ferguson et al., 2018
Femmes 1299 Etats Unis Urine <1,0-269,30 ug/L 1 risque diabete type 1 et 2 Lee et al., 2021
Enfants 452 France Urine maternelle 8,0-1529 ug/L Pas de modification du QI 4 5 ans Nakiwala et al., 2018
Feetus & nouveaux-nés 998 France Urine maternelle 8,3-1155 ug/L T poids jusqu’a 36 mois Philippat et al., 2014
Enfants 545 France Urine maternelle 8,3-1155 ug/L Pas de trouble du comportement a 3et5ans  Philippat et al., 2017

TABLEAU 9 - Etudes épidémiologiques étudiant 'impact du méthylparabéne sur la santé. QI, quotient intellectuel.
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Chapitre 2

Métabolisme énergétique

2.1 Fonctionnement général

2.1.1 Généralités

Chez les mammiferes, apres un repas et donc 'apport de glucose, d’acides ami-
nés (aa) et d’acides gras, le métabolisme est orienté vers la synthése de constituants
de réserves ou anabolisme, tel que le glycogene ou les triacylglycérols (TAG), ou par
l'utilisation de ces nutriments a la formation de composés nécessaires aux cellules
(protéines, cholestérol, ...). A distance des repas, en période de jetline, les réserves
sont mobilisées et le métabolisme est orienté vers la dégradation, ou catabolisme, de
composés oxydables tel que le glucose, les acides gras et les corps cétoniques. Cet
équilibre entre apport alimentaire et dépense énergétique est important afin d’évi-
ter le stockage des réserves et donc une prise de poids trop importante (Figure 11)
(Lieberman & Sleight, 2001).

Dans cet équilibre, plusieurs organes jouent des roles prépondérants. Le foie, est
une plateforme qui va jouer un role régulateur dans le stockage et la distribution de
nutriments. Il va pouvoir stocker le glucose sous forme de glycogeéne; ou bien relar-
guer du glucose dans le sang pour les organes demandeurs, tels que les muscles. Il va
également participer a la formation des TAG qui seront ensuite stockés dans le tissu
adipeux. Le pancréas est un organe qui va jouer le role d’informateur de 1’apport
ou du manque de glucose. Il va alors entrainer la synthese d’hormones telles que
I'insuline (hormone hypoglycémiante) ou le glucagon (hormone hyperglycémiante)
(Lieberman & Sleight, 2001; Norman & Henry, 2015). Mais un organite cellulaire
présent dans toutes les cellules va jouer un role majeur dans le métabolisme, il s’agit

de la mitochondrie.



32 Chapitre 2. Métabolisme énergétique

Amidon, glycogéne .
Qxﬁenolyse
m H Glycogénogenése Amidon, glycogéne
'

'
l '
P N Triglycérides
Néolipogenése /
Cycle de Krebs

\ " Chaine respiratoire ~ :
étoni @ Cholestérol
Corps cétonique

Acides aminés H Acides aminés Nucléotides

/ Uréogénése ' <
" Néoglucogenése ' »

Protéines ! Protéines

/

Triglycérides
:

)

)

Catabolisme H Anabolisme
(a distance des repas ; puiser dans les réserves) ' (aprés un repas ; création de réserves)

FIGURE 11 — Schéma simplifié de la stratégie énergétique du corps; lors d’apport énergétique, les
nutriments sont mis en réserve (anabolisme) tandis qu’a distance des repas, les réserves seront utilisées
pour préserver une concentration circulante en nutriments suffisante au fonctionnement des différents
organes (catabolisme). ATP, adénosine triphosphate.

2.1.2 La mitochondrie

La respiration cellulaire chez les mammiféres est aérobie, c’est a dire que 'O,
est utilisée afin d’oxyder les substances organiques apportées par ’alimentation per-
mettant de produire de ’adénosine triphosphate (ATP), molécule énergétique néces-
saire aux réactions cellulaires. La respiration cellulaire se fait dans la mitochondrie,
reste de bactérie rentrée dans les cellules eucaryotes anaérobies. Sur le plan géné-
tique, la mitochondrie posséde un ADN circulaire qui est uniquement transmis par
la mere. Cet ADN ne code que 13 protéines de la chaine respiratoire qui la compose.
Le reste des protéines sera codé par le génome nucléaire. La chaine respiratoire pos-
séde donc une double origine génétique. Cette chaine mitochondriale permet a la
mitochondrie de protéger la cellule de 'O, en transformant celui-ci en CO, et H,O.
La respiration cellulaire se fait en 3 étapes (Pollard et al., 2017; Devin et al., 2019) :

— Les molécules organiques (glucose, lipide, aa) sont oxydées en molécules di-

carbonées afin de former des groupement acétyls permettant alors la synthese
de l'acétyl-CoA (CoA pour coenzyme A).

— Les groupements acétyls sont oxydés par le cycle de Krebs en CO; et 1’énergie

libérée par 1’oxydation est conservée par la réduction des cofacteurs NAD et

FAD (flavine adénine dinucléotide).
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FIGURE 12 — Complexes de la chaine respiratoire mitochondriale; les fleches bleues indiquent le flux
d’électrons. L'ensemble de cette chaine est connecté a des processus enzymatiques complexes connec-
tés entre eux. ADP, adénosine diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; Cyt c, cytochrome c; NAD,
nicotinamide adénine dinucléotide; UQ, ubiquinol.

— Les cofacteurs réduits sont ensuite de nouveaux oxydés pour donner des pro-
tons et électrons. Les électrons sont transférés le long de la chaine respiratoire
mitochondriale afin de réduire 'O, en H,O. Au cours de ce transfert, une
phosphorylation oxydative a lieu permettant la synthese d’ATP en grande
quantité. La chaine respiratoire mitochondriale est composée de 5 complexes
(Figure 12) :

e Le complexe I ou NADH déshydrogénase; ce complexe récupere les élec-
trons provenant du NADH, qui transiteront a travers la flavine mononu-
cléotide et les centres fer-soufres pour étre cédés a 1'ubiquinone oxydée.
L'ubiquinone oxydée sera alors réduite en ubiquinol qui transitera dans la
membrane interne jusqu’au complexe III ot il sera réoxydé. Ce complexe
est inhibé spécifiquement par la roténone et est également une pompe a
proton, c’est a dire que les H* sont expulsés de la matrice mitochondriale
vers l'espace intermembranaire par ce complexe.

e Le complexe Il ou succinate déshydrogénase ; ce complexe agit de la méme
maniere que le complexe I, a la seule différence que les électrons pro-
viennent du FADH, provenant du cycle de Krebs ainsi que de la f-oxydation
des acides gras. Ce complexe est inhibé spécifiquement par le malonate.

e Le complexe III ou ubiquinol-cytochrome ¢ oxydoréductase; ce complexe

oxyde 1'ubiquinol en ubiquinone et les électrons sont alors transférés au

cytochrome c qui, une fois réduit, transferera ces électrons au complexe
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IV. Ce complexe est inhibé spécifiquement par I'antimycine A et est égale-
ment une pompe a proton.

e Le complexe IV ou cytochrome oxydase; ce complexe va utiliser les élec-
trons, apres oxydation du cytochrome c réduit, afin de réduire 'O, en
H,O. Ce complexe sera inhibé spécifiquement par le cyanure et le mo-
noxyde carbone et est également une pompe a proton.

e Le complexe V ou ATP synthase; ce complexe va permettre aux protons
expulsés dans l'espace intermembranaire par les complexes I, III et IV
de retourner dans la matrice afin de conserver un potentiel membranaire
dans la mitochondrie. Le passage des protons par I’ATP synthase entraine
la formation d’ATP. La mitochondrie joue donc un réle prépondérant dans
’équilibre énergétique permettant d’éviter le stockage des réserves et donc

une prise de poids trop importante.

2.1.3 Obésite

2.1.3.1 Physiopathologie

L’obésité (Bhagavan & Ha, 2011) est définie, selon 1'OMS, comme une accumu-
lation de gras excessive ou anormale et présentant un risque pour la santé (World
Health Organization - Obesity). Cependant, I'obésité est le plus souvent estimée a par-
tir de I'Indice de Masse Corporelle (IMC, exprimé en kg/m?) qui correspond au
poids d'un individu (en kg) divisé par le carré de sa taille (en m). Lorsque I'IMC est
supérieur a 30, 'individu est considéré comme obeése. En 2016, I'obésité touchait 1,9
milliard d’adultes dans le monde (World Health Organization - Obesity). L' obésité peut
étre génétiquement acquise dans de rares cas mais, dans la majorité des cas, elle est
due a une modification de 1'équilibre énergétique du corps ot 'apport énergétique
est supérieur a la dépense énergétique entrainant une accumulation des TAG dans
les tissus adipeux. Les risques associés a cette accumulation sont des impacts car-
diovasculaires avec l'apparition de plaques d’athérosclérose, des risques d’accident
cardiovasculaire et d’hypertension ; des risques de pathologies métaboliques tel que

le diabete de type 2 (Bhagavan & Ha, 2011). L'ensemble de ces pathologies majorent
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leurs risques de survenus entre-elles. Il existe également des obésités dues a des mo-
difications génétiques notamment la déficience congénitale en leptine. La leptine est
une hormone produite par les adipocytes et interagit avec I’hypothalamus (Norman
& Henry, 2015). Elle régule la satiété et donc diminue la sensation de faim lorsqu’elle
est produite. Chez les patients obéses ne présentant pas de troubles génétiques, ce
taux de leptine est paradoxalement haut, mettant en exergue une diminution de la

sensibilité des récepteurs a la leptine.

2.1.3.2 Obésité et PE

Globalement, les études épidémiologiques faites sur le BPA, le BPS, le TCS et le
MP retrouvent des doses d’expositions plus ou moins similaires entre les pays (Ta-
bleaux 7, 8 et 9). Elles sont principalement faites chez des femmes ou des enfants
en relation avec une exposition in utero. Ces études ne sont pas unanimes quant aux
risques associés a I’exposition aux PE. Liu et al. (2017) retrouvent une augmentation
du risque d’obésité chez 1’adulte exposé au BPA et non au BPS tandis que Zhang et
al. (2019) retrouvent ce risque associé aussi bien a 1’exposition au BPA qu’a son ana-
logue. Aucun lien entre 1’exposition au TCS ou au MP et 'apparition d’obésité n’a
été rapportée sur ’adulte a notre connaissance. Seule une augmentation du poids de
naissance jusqu’a 36 mois lors d’exposition in utero au MP a été rapportée (Philippat
et al., 2014) ainsi qu’un lien entre "exposition des meres au TCS et I'augmentation
du poids a la naissance (Ouyang et al., 2018).

L'impact des PE sur la prise de poids, et non 'IMC, a été étudié in vivo sur les
rongeurs (Tableaux 10, 11 et 12). Une augmentation du poids a été retrouvée dans 5
études d’exposition au BPA ou BPS. Pour Akingbemi et al. (2004), cette augmentation
du poids n’est retrouvée que lors d'une exposition péri-natale de rats au BPA (2,4
ug/kg/j) chez la descendance et non lors d’une exposition chronique post-natale
malgré une prise alimentaire similaire entre le groupe controle et le groupe exposé.
Il en est de méme pour Meng et al. (2018, 2019) lors d’expositions péri-natales de
souris a des doses de 100 ng/kg/j de BPA ou BPS. Ahsan et al. (2018) retrouve une
augmentation de la prise de poids des rats apres exposition pendant les 10 jours
suivant la naissance, mais uniquement pour les plus fortes doses de BPA et BPS

(50 mg/kg/j). De méme pour Ullah et al. (2021), pour qui le groupe de rats exposé
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chroniquement a la plus forte dose de BPS (50 g /L) voit son poids augmenter a un
age adulte avancé (51 semaines).

De nombreuses autres études n’ont observé aucun impact de 1’exposition péri ou
post-natale a ces PE sur le poids sur rats ou souris méme a forte dose (Chitra et al.,
2003; Kabuto et al., 2004; Neigishi et al., 2004 ; Nikaido et al., 2004; Shi et al., 2017;
Shi et al., 2018; Tucker et al., 2018; Zhang et al., 2018a; Dai et al., 2021 ; Jeminiwana
et al., 2021; Kaimal et al., 2021; Darghouti et al., 2022). Trois autres travaux ont re-
trouvé une diminution du poids général apres exposition au BPA (Al-Hiyasat et al.,
2002; Honma et al., 2002 ; Morimoto et al., 2022). Pour ces derniers auteurs, la diffé-
rence de méthodes et de conditions d’exposition par le lait maternel (allaitement par
des meres non exposées versus allaitement par les meres précédemment exposées)
entrainerait des résultats différents entre les publications.

Apres une exposition au TCS, de nombreuses études rapportent une diminution
significative et concentration dépendante du poids des rongeurs exposés chronique-
ment ou in utero (Feng et al., 2016; Mandal et al., 2020; Hao et al., 2022a). Pour Hao et
al., (2022b), cette diminution du poids serait di & une modification de la qualité du
lait. Au contraire, Hua et al. (2019) observent une augmentation du poids accompa-
gnée d'une augmentation de la quantité de tissu adipeux et une augmentation de la
prise alimentaire chez les males et femelles exposés in utero a 10 mg/kg de TCS, et
ce, malgré une diminution significative du poids a la naissance. Quelques études ne
montrent aucune modification du poids pour le modele rongeur lors d’exposition
chronique ou péri-natale (Kumar et al., 2009; Zorrilla et al., 2009; Cao et al., 2018;
Huang et al., 2020; Ma et al., 2020; Hao et al., 2022a ; Weber et al., 2022).

Peu d’études de I'impact du MP sur le métabolisme ont été faites et aucune mo-
dification du poids n’a été retrouvée lors d’expositions chroniques a de tres fortes
doses de MP (Oishi, 2004; Vo et al., 2010; Hu et al., 2016a) malgré une augmentation

de la quantité de tissu adipeux (Hu et al., 2016a).

2.2 Le foie

Le foie (Hollander et al., 1985; Muriel, 2017) est un organe aux multiples fonc-

tions composé de plusieurs lobes, allant de 2 a 6 selon les individus. C’est un des



2.2. Le foie 37

AL

hépatocytes
\o‘o\)\e 4

v »

L branche interlobulaire

du conduit biliaire
veine centro-lobulaire —‘
branche interlobulaire
de I'artére hépatique branche interlobulaire

| de la veine portale

FIGURE 13 - Structure du tissu hépatique; les lobules sont de forme hexagonale dont les coins sont
composés d'un trio de conduits que sont ’artere hépatique permettant I’'oxygénation du tissu, la veine
portale permettant la distribution des nutriments provenant du tractus digestif et le conduit biliaire.
L’ensemble des déchets ou nutriments a distribuer sont rejetés dans la veine centro-lobulaire.

premiers organes fonctionnels a apparaitre pendant I’'embryogenese puisqu’il assu-
rera la formation des cellules hématopoiétiques dés la 4™ semaine de gestation
chez 'Homme et a 10 jours de gestation chez le rat. En effet, en plus de son role de
régulateur dans le stockage et la distribution des composants énergétiques, le foie
joue un role dans la synthese des composants sériques et des acides biliaires permet-
tant la bonne absorption des nutriments ainsi que dans la détoxification des produits
de dégradation formés par le corps ou des xénobiotiques.

Anatomiquement, le tissu hépatique est organisé en lobules de formes hexago-
nales ou les arteres hépatiques, les branches de la veine porte et les canaux biliaires
sont retrouvés a chaque coin (Muriel, 2017). L'hexagone est rempli de travées d’hé-
patocytes convergeant vers la veine centro-lobulaire (Figure 13). Les composés ab-
sorbés par le tractus digestif et les hormones synthétisées par le pancréas circulent
dans la veine porte et sont captés par les hépatocytes. Certains xénobiotiques sont
absorbés et subissent une métabolisation majeure des leur absorption. Ce phéno-
mene est appelé "effet de premier passage hépatique". Les hépatocytes relarguent les
contenus métabolisés (nutriments, xénobiotiques métabolisés) dans la veine centro-
lobulaire afin qu’ils soient pris en charge par d’autres organes. L'artére hépatique

sert, elle, a alimenter le tissu en oxygeéne. Le tissu hépatique a également la capacité



38 Chapitre 2. Métabolisme énergétique

de se régénérer permettant de pallier les atteintes hépatiques causées par les agents
pathogeénes ou les xénobiotiques absorbés. Dans certains cas, cette régénération n’est

pas suffisante et entraine des complications hépatiques (Muriel, 2017).

2.2.1 Atteintes hépatiques

Il existe de nombreuses pathologies du foie dont certaines sont liées aux per-
turbations du métabolisme. C’est le cas du NAFLD (pour “non alcoholic fatty liver
disease”) qui est défini par I'accumulation de lipides dans le foie, appelée stéatose,
sans lien de causalité avec ’alcool ou infection virale. Le nombre d’hépatocytes gras
doit représenter plus de 5 % des hépatocytes totaux. Les risques d’apparition du
NAFLD sont plus importants pour les patients obeses et présentant un diabete de
type 2 (entre 40 et 70 % de prévalence chez ces derniers). Le NAFLD peut évoluer
en NASH (pour “non alcoholic steato-hepatitis”) : 'accumulation de gras dans les hé-
patocytes se propage dans le tissu hépatique entrainant une inflammation du tissu
et pouvant entrainer a son tour une fibrose hépatique. Cette inflammation hépa-
tique augmente également la résistance a l'insuline. Les risques sur le long terme
sont l’apparition d"une cirrhose et de carcinome hépatocellulaire. Actuellement, la
NASH est la deuxiéme pathologie des demandeurs de transplantation hépatique

aux Etats-Unis (Hammerich & Tacke, 2017 ; Takaki et al., 2017).

2.2.2 Atteintes hépatiques et PE

A notre connaissance, seule une étude épidémiologique étudie 1'impact des PE
sur I'apparitions d’atteintes hépatiques. Verstraete et al. (2018) retrouve une aug-
mentation du risque d’apparition de NAFLD pour les adolescents les plus exposés
au BPA.

Au niveau des études in vivo (Tableau 10), une augmentation du poids du foie
accompagnée d'une augmentation de la quantité de tissu adipeux et du poids gé-
néral est observée chez des rates adultes exposées a 50 ug/kg/j de BPA ou de BPS
pendant 10 jours apres la naissance (Ahsan et al., 2018). Cependant, aucune autre
mesure n’a été effectuée afin d’explorer plus en profondeur cette hépatomégalie car
I’étude porte plus particulierement sur les troubles reproducteurs. Meng et al. (2018)

ont observé une augmentation de la quantité de TAG intra-hépatique chez des souris
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exposées in utero jusqu’au sevrage a 100 ng/kg/j de BPA ou de BPS. Aucune hépato-
mégalie n’est associée, mais ces résultats sont confirmés par des études de métabo-
lomiques et d’expressions d’ARNm. Ces auteurs montrent dans une deuxieme ex-
périence (Meng et al., 2019) que cette méme exposition au BPA entraine de nouveau
les mémes effets avec une augmentation de I’alanine aminotransférase (ALAT) cir-
culante, enzyme retrouvée dans le cytoplasme des hépatocytes et augmentée en cas
de cytolyse hépatique. Les auteurs mesurent également une augmentation du stress
oxydatif dans les hépatocytes. Un stress oxydatif et une augmentation de ’ALAT
et de l'aspartate aminotransférase (ASAT) sont également retrouvés par Zhang et
al. (2018a) chez des souris males exposées a de fortes doses de BPS (5000 ug/kg/j)
pendant 4 semaines. Cependant, les analyses microscopiques des coupes de foie ne
semblent pas montrer d’atteinte importante du tissu hépatique. A 'inverse, Kabuto
et al. (2004) n’ont pas observé une augmentation du stress oxydatif dans le foie a la
suite d'une exposition a de faibles doses de BPA (5 et 10 ug/kg/j) in utero et post-
natale chez des souris males.

Apres une exposition in utero et post-natale de 20 jours a 100 mg/kg/j de TCS,
Weber et al. (2022) observent une augmentation de ’ALAT circulante sans modifi-
cation du poids du foie et associée a des atteintes du tissu hépatique (Tableau 11).
L’analyse du séquencage ARN du foie montre également une augmentation de la
transcription des voies codant pour l'inflammation, la fibrose et le stress oxydant.
Ma et al. (2020) ont également observé une diminution et une augmentation des ré-
serves en glycogene et triglycérides hépatiques respectivement. Ces modifications
sont fortement plus importantes avec la dose et ’age. Zorrilla et al. (2009) observent
une augmentation significative du poids du foie lors de la mesure de la composition
corporelle apres exposition de rongeurs a différentes doses de TCS (100, 200 et 300
mg/kg/j). Cependant, aucune exploration supplémentaire n’a été faite car 1'étude
porte sur la reprotoxicité du TCS.

Vo et al. (2010) ont également montré une augmentation du poids du foie lors de
la mesure de la composition corporelle de rats exposés au MP mais 1'étude portant
sur la reproduction, aucune analyse supplémentaire n’a été faite (Tableau 12). Au-
cune étude n’a étudié, a notre connaissance, I'impact du MP sur le métabolisme du

rongeur.
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FIGURE 14 - L'ilot de Langerhans (A) est composé de différentes cellules sécrétrices communicant

entre elles grace aux différentes hormones qu’elles sécretent (B). La présence de ces ilots et la bonne
communication entre les cellules le composant permet au corps de réguler la glycémie.

2.3 Le pancréas

Le pancréas (Slack, 1995; Norman & Henry, 2015) possede 2 origines embryo-
logiques différentes car il provient de la fusion de 2 bourgeons de prolifération de
I'endoderme de l'extrémité distale de 1'intestin antérieur. Le développement du pan-
créas se fait de la 5°™¢ & la 10°™¢ semaine d’aménorrhée chez ’'Homme et a 11-12
jours de gestation chez le rat. L'endoderme donnera naissance a la partie exocrine
et aux canaux excréteurs ainsi qu’aux différentes cellules endocrines qui se rassem-
bleront secondairement en amas afin de former les ilots de Langerhans (Hebrok &
German, 2016). La taille de ces ilots de Langerhans est différente selon le développe-
ment embryonnaire, 'adolescence, 1’état nutritionnel, ... La partie exocrine du pan-
créas synthétise des enzymes qui seront activées dans l'intestin et qui permettent
la digestion et I'absorption des nutriments tels que les lipases, 'amylase et les pro-
téases. La partie endocrine du pancréas synthétise des hormones (Figure 14.A) :

— Le glucagon; hormone hyperglycémiante produite par les cellules « des ilots
de Langerhans libérée dans le sang en phase catabolique afin d’entrainer la
néoglucogenése et la lipolyse.

— L'insuline; hormone hypoglycémiante produite par les cellules § des ilots de
Langerhans et libérée dans le sang en phase anabolique afin d’entrainer la
glycogénogeneése et la néolipogenése.

— La somatostatine ; hormone produite par les cellules J des ilots de Langerhans
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qui permet de réguler le débit d’insuline et de glucagon et qui a une action
inhibitrice sur la thyréostimuline (TSH) produite par I’hypothalamus.

— La ghréline; hormone synthétisée par les cellules € des ilots de Langerhans et
qui permet de réguler 1'appétit.

— Le polypeptide pancréatique; hormone inhibant la synthese des enzymes
pancréatiques exocrine et synthétisée par les cellules F ou PP des ilots de
Langerhans.

L’ensemble de ces cellules communiquent entre-elles grace aux hormones produites
par la partie endocrine du pancréas (Figure 14.B). Les ilots sont également innervés
par le systeme sympathique, celui-ci pouvant également conditionner la libération

de certaines hormones (Norman & Henry, 2015).

2.3.1 L’insuline

L’insuline (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015; Litwack, 2018) est un
polypeptide dont le géne codant se trouve sur le bras court du chromosome 11. Sa
biosynthese se fait en plusieurs étapes (Figure 15). La protéine traduite est appelée
pré-pro-insuline. C’est une protéine de 108 aa contenant une chaine A, B et C ainsi
qu'une chaine de 24 aa appelée peptide signal. Ces 24 aa sont éliminés donnant alors
une protéine de 84 aa appelée pro-insuline. Cette pro-insuline possede également
des ponts disulfures entre les cystéines des chaines A et B. La chaine C est ensuite
éliminée par action d’endopeptidase et de carboxypeptidase libérant I'insuline fonc-
tionnelle. Cette chaine C est également appelée peptide C et sera dosée en biologie
médicale pour assurer le suivi des pathologies métaboliques notamment. La produc-
tion d’insuline par les cellules B des ilots de Langerhans résulte de la stimulation de
celles-ci par différents mécanismes :

— L’augmentation de la concentration de glucose dans le sang; le glucose se fixe
aux récepteurs GLUT2 (transporteur de glucose 2) des cellules 8 entrainant
une augmentation de la production et de la libération d’insuline.

— La présence de glucose dans le tube digestif; du fait du role synergique des
hormones digestives telles que la sécrétine, la gastrine, la cholécystokinine
(CCK) ou le peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP pour “gastric
inhibitory polypeptide”).
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FIGURE 15 - Les différentes étapes de maturation de l'insuline dans les cellules  des ilots de Lange-
rhans. La maturation produira 2 composés libérés dans le sang : I'insuline et le peptide C (adapté de
Kaufman, 2011).

— L’augmentation de la concentration sanguine en acides aminées (arginine,
leucine, lysine), acides gras, corps cétoniques, glucagon et en hormones hy-
pophysaires telles que 1’hormone de croissance (GH pour “growth hormone”),
I’hormone adrénocorticotrope (ACTH pour “adrenocorticotropin hormone”) et
la TSH.

— La stimulation vagale comme le gotit ou l'odeur.

L'insuline libérée dans le sang va se fixer aux récepteurs cytoplasmiques des cellules
du foie, des muscles et du tissu adipeux. Sa libération dans le temps est pulsatile en
fonction des repas.

Les récepteurs a l'insuline (Figure 16) (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry,

2015; Litwack, 2018) sont des tyrosyl-kinases exprimés au niveau membranaires. Ils
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FIGURE 16 - Les différents isoformes existants du récepteur a l'insuline. Seul I'isoforme B est spécifique
a I'insuline. Les autres isoformes peuvent aussi bien étre fixé par 'insuline ou les IGF ("insulin-like
growth factor”), produits par le foie, qui régulent la croissance des tissus (adapté de Norman & Henry,
2015).

sont tres spécifiques et leur nombre et affinité est auto-régulé. Il existe différents iso-
formes de récepteurs et la plupart ne sont pas spécifiques a I’'hormone insuline, mis
a part l'isoforme B. Certains tissus produisent des protéines ressemblant a 1'insu-
line; il en existe 2 : IGF-1 et IGF-2 (pour “insulin-like growth factor” 1 et 2). Elles sont
synthétisées par le foie et sont des hormones régulatrices de la croissance.

Une fois l'insuline fixée a son récepteur, 2 voies cellulaires sont activées (Fi-

gure 17) :

— Lavoie PI3K (phosphoinositide 3-kinases) ou AKT (autre nom de la PKB pour
protéine kinase B); voie la plus importante, elle permet la synthese de GLUT4
(transporteur de glucose 4), une protéine de transport membranaire permet-
tant I'absorption du glucose par la cellule. Elle permet également d’activer les
voies de synthese de glycogene et de protéine.

— La voie MAPK (pour “mitogen activated protein kinase”) qui permet 1’expres-

sion de geénes importants pour la différenciation et croissance cellulaire.

2.3.2 Leglucagon

Le glucagon (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015; Litwack, 2018) est
une des hormones hyperglycémiantes du corps, synthétisée uniquement par les cel-
lules « des ilots de Langerhans dans le pancréas. Il est issu du pré-proglucagon com-
posé de différentes sous-sections et est transformé en pro-glucagon, un polypeptide

de 180 aa. Ce pro-glucagon, une fois métabolisé par la pro-protéine convertase 2,
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FIGURE 17 — Réponse cellulaire induite par la fixation de I'insuline a son récepteur (adapté de Korck,
2003). Deux voies sont activées, la voie PI3K/AKT (autre nom de la protéine kinase B) et la voie MAPK
(pour “mitogen activated protein kinase”). L'activation de ces 2 voies va induire la syntheése de glycogene,
la synthese protéique et I’expression de différents genes, notamment de la croissance cellulaire. La voie
PI3K/AKT va également permettre d’augmenter le transport de glucose grace a I'expression membra-
naire du transporteur de glucose 4 (GLUT4). Grb2, "growth factor receptor-bound protein 2" ; GSK3, "gly-
cogen synthase kinase 3" ; IRS, "insulin receptor substrate” ; Mek, "mitogen-activated protein kinase kinase” ;
p70rsk, S6-H1 kinase; p85, protéine p85; p110, sous unité de PI3K; PDK, "phosphoinositide-dependent
kinase” ; PKC, protéine kinase C; RAF, "rapidly accelerated sarcoma protein” ; RAS, "rat sarcoma virus pro-
tein”; She, protéine Shc; SOS, “son of sevenless protein” ; TOR, “target of rapamycin”.

retrouvée dans les cellules « des ilots de Langerhans, donnera le glucagon, un poly-
peptide de 29 aa. Sa sécrétion est stimulée par :

— La diminution de la concentration de glucose dans le sang.

— La diminution du taux d’acides gras circulants.

— La stimulation B-adrénergique.

— Le stress, 1'effort musculaire, le jetine ou une infection par un agent patho-

gene.

— Différentes hormones telles que les catécholamines (adrénaline, noradréna-

line, ...)

Une fois libéré dans le sang, le glucagon va se fixer via son RCPG au foie, aux
muscles ou au tissu adipeux afin de permettre la glycogénolyse, la lipolyse et la pro-
téolyse (Figure 18.A). Le glucagon possede une demi-vie plasmatique de 5 minutes
et est dégradé entierement par le foie. Il existe 2 autres isoformes du glucagon qui

sont synthétisés par l'intestin, les GLP-1 et 2 (pour "glucagon-peptide like” 1 et 2) qui

auront des impacts systémiques relativement similaire au glucagon (Figure 18.B).
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FIGURE 18 — Impact physiologique du glucagon synthétisé par le pancréas (A) (adapté de Campbell &

Drucker, 2015) et des isoformes GPL-1 et 2 ("glucagon-peptide like” 1 et 2) synthétisés par l'intestin (B)
(adapté de Norman & Henry, 2015).

2.3.3 Autres hormones régulant la glycémie

Il existe de nombreuses hormones qui peuvent avoir un effet sur la glycémie
(Norman & Henry, 2015). L'insuline étant la seule hormone hypoglycémiante du
corps, elles auront donc toute un effet hyperglycémiant :

— Le cortisol va entrainer une augmentation de la production et de la libération
de glucose par le foie. Il va également stimuler la lipolyse par fixation aux
récepteurs du tissu adipeux. Au niveau musculaire, il va stimuler la libération
d’acides aminés dans le sang.

— Les catécholamines (noradrénaline et adrénaline) sont synthétisées par la mé-
dullosurrénale et vont activer la néoglucogenese et la glycolyse via les ré-
cepteurs B2 ainsi que la lipolyse via les récepteurs 3. Elles vont également
stimuler la production de glucagon et inhiber la production d’insuline.

— Les hormones thyroidiennes T3 et T4 ont un effet hyperglycémiant par I'aug-
mentation de 1’absorption intestinale de glucose et I’activation de la glycolyse
hépatique. Elles vont également avoir un effet hypercholestérolémiant et fa-

voriser la lipogenése.
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2.3.4 Diabeétes

2.3.4.1 Physiopathologie

Le diabete (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015; Litwack, 2018) est
une pathologie chronique touchant 422 millions de personnes dans le monde selon
I’'OMS (World Health Organization - Diabetes). Cette pathologie métabolique est défi-
nie par une élévation anormale et chronique de la glycémie. Un patient est consi-
déré comme diabétique lorsque sa glycémie a jeun est > 1,26 g/L ou est > 2 g/L,
et ce, 2h apres I'ingestion de 75g de glucose par VO. De nombreuses complications
découlent du diabete tels que les pathologies cardio-vasculaires (infarctus, accident
vasculaire cérébral, athérosclérose, ...), I'insuffisance rénale (d@i a I’accumulation de
glucose dans les urines), la cécité ou les neuropathies des extrémités notamment au
niveau du pied (on parle alors de "pied diabétique") entrainant des amputations des
extrémités. Il existe plusieurs types de diabétes.

Le diabéte de type 1 (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015; Litwack,
2018), ou diabete insulino-dépendant représente en France 6 % des diabétes et qui
débute majoritairement avant 30 ans (Santé Publique France - Diabete). Son appa-
rition est brutale et aucune prise de poids n’est associée. Dans ce cas, le patient ne
possede aucun stock d’insuline car sa pathologie est liée a 1’apparition d’anticorps
dirigés contre les cellules  du pancréas.

Le diabéte de type 2 (Korc, 2003 ; Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015;
Litwack, 2018), ou diabéte non-insulino-dépendant, représente en France plus de 90
% des diabétes et débute majoritairement apres 40 ans (Santé Publique France - Dia-
bete). Son apparition est progressive et est souvent associée a une prise de poids.
Le patient possede un stock d’insuline qui diminuera, voir disparaitra au cours du
développement de la pathologie. Son apparition est liée a une augmentation de la
résistance a I'insuline d@ a I'environnement de vie (sédentarité, surpoids, malnutri-
tion, pollution, ...).

Le diabete gestationnel (Bhagavan & Ha, 2011; Norman & Henry, 2015; Litwack,
2018) est un diabete transitoire qui apparait entre la 24°™¢ et la 28°™¢ semaine de
grossesse. Les hormones hyperglycémiantes sécrétées par le placenta entrainent une

augmentation de la résistance a I'insuline. Pour compenser, le pancréas va produire
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une plus grande quantité d’insuline, mais certaines femmes auront un pancréas qui
ne pourra pas couvrir cette augmentation de synthese d’insuline et auront donc une
élévation chronique de la glycémie. Les risques de ce diabete sont particuliers puis-
qu’il est délétere pour le feetus et le bon déroulement de la gestation avec une aug-
mentation des risques de macrosomie, de difficultés a 1'accouchement, d’atteintes

hépatiques, de détresse respiratoire et de morbidité fcetale et maternelle.

2.3.4.2 Diabetes et PE

Les études épidémiologiques précédemment exposées (Tableaux 7, 8 et 9) montrent
une augmentation du risque de développement d"un diabete de type 2 chez 1’adulte
associé a l'exposition au BPS et BPA (Duan et al., 2018), contrairement a Lee ef al.
(2021) et Song et al. (2019) qui ne retrouvent pas ces associations chez les femmes
et les séniors respectivement. Seule une étude retrouve un lien entre 1’exposition au
TCS pendant la grossesse et I’apparition de diabete gestationnel chez la mére ainsi
que 'apparition de diabete chez I’enfant (Ouyang et al., 2018). De méme, une étude
retrouve un lien entre I'exposition des femmes au MP et I’apparition de diabete de
type 1 et 2 (Lee et al., 2021). Cependant, aucun lien n’est retrouvé entre 1’exposition
au MP et la survenue de diabéte gestationnel (Bellavia et al., 2019).

Sur modéle rongeur (Tableau 10), 'exposition au BPS n’a pas montré de modi-
fication de la gestion du glucose chez le rat exposé in utero (Morimoto et al., 2022).
Cependant, les auteurs observent une prolifération des cellules § dans les ilots de
Langerhans. Les ilots possedent également une taille plus importante lors d’exposi-
tion a 0,05 mg/kg/j de BPS. Guo et al. (2021) observe également une augmentation
de la sensibilité a 'insuline chez des souris exposées chroniquement a 100 ug/kg/j
de BPS.

L’exposition au TCS (Tableau 11) a entrainé, sur des souris agées de 60 jours, une
intolérance au glucose et une résistance a l'insuline lors d’exposition in utero a 10
mg/kg/j (Hua et al., 2019). Cependant, aucune modification de la gestion du glu-
cose n'a été observée a 30 jours. Ma et al. (2020) ont également rapporté des impacts
sur la gestion de la glycémie apres une exposition in utero jusqu’a la fin de 'allaite-
ment chez des rats males exposés a 10 ou 50 mg/kg/j de TCS. Des 21 semaines, une

augmentation de la glycémie est observée pour le groupe le plus exposé. Cet impact
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est retrouvé, en plus d’une augmentation de la leptine circulante, pour les 2 groupes
al’age de 52 semaines. A cet age, une intolérance au glucose est également observée
pour la forte dose uniquement. Cet impact semble étre d’autant plus important avec
la prise d’age et la dose d’exposition.

Lors d’exposition chronique, Hu et al. (2016a) n’ont montré aucun impact du MP
a 100 mg/kg/j sur la gestion du glucose et la sensibilité a I'insuline sur le rongeur

(Tableau 12).

Au vu de la bibliographie, il est complexe de définir I'impact exact des PE sur
le métabolisme. La majorité des études utilisent des fortes doses (Tableaux 10, 11
et 12), ne se concentrent que sur un PE spécifiquement et ne regarde que I'impact
direct ou indirect sur de petites fenétres (in utero, péri-natale, ...). La question de
I'impact d"un cocktail de PE sur le métabolisme et a des doses réalistes sur plusieurs
générations est donc nécessaire pour répondre a la question du réel impact des PE
sur l’apparition des troubles du métabolisme.

Un autre impact a été largement étudié par les études épidémiologiques : il s’agit
de I'impact des PE sur le cerveau, et notamment sur le comportement. De tels liens
entre PE et troubles du comportement ont été rapportées dans la cohorte EDEN

(Philippat et al., 2017), cohorte sur laquelle s’appuie notre étude.
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Espeéce étudiée

Sexe

Concentration

Age d’exposition

Effets observés

Concentrations effectives

Références

Souris (ICR)

1,10, 100 mg/kg/j

12-19sem

Pas de modification du poids

Caoetal., 2018

Rats (Sprague-Dawley)

30, 100, 300, 600 mg/kg/j

6-20j de gest

J du poids

300, 600 mg/kg/j

Feng et al., 2016

Souris

detQ

50, 100 mg/kg/j

8-14sem

Pas de modification du poids

Hao et al., 2022a

Souris (ICR)

detQ

50, 100 mg/kg/j

1-21]

1 du poids

50, 100 mg/kg/j

Hao et al., 2022b

Souris (ICR)

detQ

10 mg/kg/j

6-14 iu

Pas de modification de la gestion du glucose a 30j

J du poids a la naissance

1 du poids jusqu’a 60j

T du poids du tissu adipeux
Intolérance au glucose a 60j
Résistance a I'insuline a 60j
1 consommation nourriture

10 mg/kg/j

Hua et al., 2019

Souris (C57BL/6)

10, 100 mg/kg/j

4-19sem

Pas de modification du poids
T du poids du foie

100 mg/kg/j

Huang et al., 2020

Souris (C57BL/6)

10, 100 mg/kg/j

6-19sem

Pas de modification du poids

Huang et al., 2023

Rats (Wistar)

5,10, 20 mg/kg/j

10-19sem

Pas de modification du poids
J cholestérolémie

20 mg/kg/j

Kumar et al., 2009

Rats (Sprague-Dawley)

10, 50 mg/kg/j

1j iu-21j PN

Pas de modification du poids

Pas de modification de la gestion du glucose a 3 et 21sem

1 glycémie a 3sem

T glycémie a 21sem
Intolérance au glucose a 52sem
| glycogene hépatique a 21sem
1 glycémie a 52sem

| glycogene hépatique a 52sem
1 leptine

T TAG hépatique a 52sem

10 mg/kg/j

50 mg/kg/j

10, 50 mg/kg/j

Ma et al., 2020

Rats (Wistar)

d

3,5mg/kg/j

1-28

1 du poids

3,5mg/kg/j

Mandal et al., 2020

Rats (Holtzman)

detQ
d et Q (F2)

0,1, 4,40,150 mg/kg/j

6j iu-21j PN

Pas de modification du poids (F1)
1 poids (F2)

0,1, 4, 40, 150 mg/kg/j

Priyanka et al., 2020

Souris (C57/B6)

d

100 mg/kg/j

1j iu-20j PN

Pas de modification du poids
Pas de modification du poids du foie
+ ALAT

100 mg/kg/j

Weber et al., 2022

Rats (Wistar)

3,30, 100, 200, 300 mg/kg/j

21-53j

Pas de modification du poids
1 du poids du foie

100, 200, 300 mg/kg/j

Zorrilla et al., 2009

TABLEAU 11 — Impacts du triclosan sur le métabolisme du rongeur. ALAT, alanine aminotransférase; gest, gestation; iu, in utero; PN, post-natal, TAG, triglycérides.
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Chapitre 3

Cerveau, neuroendocrinologie et comportement

3.1 Constitution et protection du systeme nerveux central

Le systéme nerveux est divisé en 2 parties : le systéme nerveux central, com-
posé du cerveau et de la moelle épiniere, qui est le centre de commande du corps,
et le systéme nerveux périphérique, constitué des nerfs, qui permet la transmission
des informations (Johns, 2014; Felten et al., 2016). L'unité cellulaire de ce systeme
est le neurone (Figure 19), cellule composée d'un corps cellulaire et de fibres ner-
veuses receveuses d’informations appelées dendrites, ainsi que d’un prolongement
permettant la transmission de 1'information, appelé axone. L'information est propa-
gée le long de 'axone par une série de modification de la polarité de la membrane
créant un potentiel d’action du cone axonale vers la connexion axone-neurone ap-
pelé synapse (Figure 20.A). De 13, le potentiel d’action va entrainer 1’ouverture des
canaux calciques activant la libération des neurotransmetteurs encapsulés dans des
vésicules synaptiques (noradrénaline, dopamine, sérotonine, acétylcholine, ...) (Fi-
gure 20.B).

Le systéme nerveux est compacté en 2 substances : la substance grise, ou se
trouvent les corps cellulaires des neurones, et la substance blanche, ot1 se concentrent
les axones. Le systéeme nerveux central est également composé d’autres cellules ap-
pelées cellules gliales (Figure 19) jouant un role aussi bien dans le neurodévelop-
pement, la myélinisation des axones, I’homéostasie ainsi que la protection du tissu
cérébrale (Johns, 2014 ; Felten et al., 2016) :

— Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses; ils sont composés

de nombreux prolongements qui entourent les synapses ainsi que les vais-

seaux sanguins et les méninges. IIs vont permettre la création de barrieres
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FIGURE 19 — Schéma des cellules du systéme nerveux central; le neurone permet la transmission des
informations et 'ensemble du tissu est soutenu et protégé par les cellules gliales (adapté de Felten et
al., 2016)
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protectrices du systeme nerveux. Ils vont également permettre la distribution
de ressources énergétiques aux neurones.

— Les cellules de la microglie sont des cellules de défense du systeme nerveux,
leurs prolongements peuvent bouger afin de "surveiller" leur environnement.
Elles ont la capacité de phagocyter les débris et les pathogenes et peuvent
remodeler ou supprimer les connexions synaptiques.

— Les oligodendrocytes sont des cellules de soutien et de protection des neu-
rones; ils vont entourer les axones grace a leurs prolongations et former la
gaine de myéline. Cette gaine permet d’augmenter la vitesse de propagation
du potentiel d’action le long de 1’axone.

— Les cellules épendymaires sont des cellules épithéliales permettant la sépara-

tion du systeme nerveux et des ventricules cérébraux ot circule le LCS.

Le systéme nerveux est isolé du LCS, du sang et donc de I’environnement en
partie grace a ces cellules. Il existe donc 3 barriéres de contacts (Johns, 2014 ; Felten
et al., 2016) :

— Une barriere systeme nerveux - LCS; elle est perméable, due a une faible jonc-
tion des cellules épendymaires afin de faciliter 'évacuation des déchets du
systéme nerveux dans le LCS.

— Une barriere LCS - sang peu perméable due a la présence de nombreuses
jonctions serrées et de protéines d’efflux. Cette barriére permet la captation
de nutriments et I’évacuation du LCS.

— Une barriere systéme nerveux - sang aussi appelée BHE qui est non per-
méable (Figure 21). Les vaisseaux sont composés d'une seule cellule endo-
théliale contenant de nombreuses mitochondries et de nombreuses jonctions
serrées rendant le tout imperméable. De plus d’autres cellules, ainsi que les
pieds des astrocytes, viennent entourer ces vaisseaux et donc protéger le sys-
téme nerveux de toute molécule exogéne. Seules des molécules trés lipophiles

pourront traverser la BHE.
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FIGURE 20 — Propagation du message nerveux via la modification du potentiel de membrane le long de
I’axone, créant un potentiel d’action (A) et entrainant la libération des neurotransmetteurs au niveau
de la synapse par ouverture des canaux calciques (B) (adapté de Felten et al., 2016). SNARE, “soluble
N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor”.
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FIGURE 21 — Barriére hémato-encéphalique permettant d’isoler le systéme nerveux central de I'en-
vironnement; seules des molécules treés lipophiles parviendront a traverser cette barriere (adapté de
Felten et al., 2016).

Le systeme nerveux central est également entouré et protégé par les méninges
qui sont constituées de 4 feuillets (Johns, 2014; Felten et al., 2016; Mellgard et al.,
2023) :

— La dure mere, en contact avec ’ossature cranienne et constituée d’une couche

externe et interne.

— L’arachnoide, en contact avec la dure meére et en partie avec la pie meére via
des prolongations appelées trabécules. Cet espace entre I’arachnoide et la pie
mere va permettre le passage du LCS et des vaisseaux sanguins.

— La "subarachnoid lymphatic-like membrane”, ou SLYM, est situé entre 1’arach-
noide et la pie mere. Ce feuillet a été découvert récemment par Mellgérd et al.
(2023) et sépare I'espace subarachnoidien en 2 compartiments distincts. Selon
ces auteurs, la SLYM aurait une structure similaire au mésothélium.

— La pie mere, en contact avec le systeme nerveux et notamment les astrocytes.
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3.2 Le développement cérébral

Le développement cérébral commence chez 'Homme a partir de la 3*™¢ semaine
du développement par l'apparition du tube neural (Johns, 2014; Felten et al., 2016).
Son extrémité se développera a la 4*™ semaine du développement pour donner 3
vésicules cérébrales primitives : le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombocé-
phale. A la 5*™¢ semaine, le prosencéphale donnera notamment 2 vésicules céré-
brales secondaires : le diencéphale et le télencéphale, qui sera déja divisé en 2 unités
télencéphaliques qui donneront les hémisphéres. A partir de la 6°™¢ semaine, le neu-
roépithélium donnera naissance aux neurones et aux cellules gliales, c’est la neu-
rogenese. Le systéme ventriculaire se forme également a partir de la 6°™¢ semaine
tandis que les méninges apparaitront a la 8™¢ semaine et se développeront jusqu’a
la 36°™€ semaine. A partir du 38Mme mois, les neurones vont entamer une migration
permettant la formation de la substance grise et de la substance blanche. A partir de
la, les formations de synapses et la myélinisation des axones va commencer. Apres
la naissance les neurones vont continuer a se différencier et a se spécialiser.

Les étapes du développement sont fortement conservées entre les mammiferes
(Semple et al., 2013). Il existe cependant des différences entre le neurodéveloppement
chez 'Homme et chez le rongeur. Chez le rat, ’apparition du tube neural débute a
10-11 jours de gestation sur 21 jours au total. La migration des neurones ainsi que
la maturation des différentes structures cérébrales se feront en grande partie apres
la naissance. Au sevrage, c’est a dire a 21 jours post-natal, le cerveau du raton est
considéré comme équivalent a celui d’un enfant agé de 2-3 ans. De 25 a 35 jours
post-natal, le cerveau du raton sera équivalent a celui d’un enfant ou pré-adolescent

de 4 a 11 ans (Semple et al., 2013).

3.3 Le télencéphale : physiologie et fonctionnement des dif-
férentes structures
L’encéphale est composé de plusieurs parties (Figure 22) (Johns, 2014; Felten et

al., 2016). La partie supérieure est le télencéphale dont la substance grise périphé-

rique est appelée cortex cérébral. Il est constitué de 2 hémispheres (gauche et droit)
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FIGURE 22 — Coupe sagittale de 1’encéphale; le télencéphale est constitué de différents lobes (zones
colorées) et du corps calleux recouvrant le diencéphale. Le lobe temporal et 'insula ne sont pas visible
sur cette coupe. Le mésencéphale se trouve entre le pont et le diencéphale. Le cervelet et la moelle
allongée font également partie de 'encéphale (adapté de Felten et al., 2016).

formés d’'une succession de bosselures et de sillons appelés gyrus. Chaque hémi-
sphere est compartimenté en 6 lobes dont 4 lobes externes que sont le lobe frontal,
le lobe pariétal, le lobe occipital et le lobe temporal. Le cortex peut également étre
découpé en aires dites "aires de Brodmann" numérotées de 1 a 52. Ces aires ont été
identifiées de par leurs différences cytoarchitecturales par Korbinian Brodmann en
1909 et permettent, pour certaines d’entre-elles, de décrire les différentes fonctions
du cortex (par exemple, les aires de Brodmann 1, 2 et 3 correspondent au cortex
somato-sensoriel primaire; 'aire 4 au cortex moteur primaire et 1'aire 17 au cortex
visuel primaire). Cette séparation neuroanatomique est encore utilisée aujourd hui

mais également critiqué (Felten et al., 2016).

Chaque hémisphere comporte également 2 lobes internes que sont :
— Le lobe limbique (Figure 23); il possede une forme d’anneau et il est constitué
de multiples petites structures dont 2 trés importantes :

e L'hippocampe qui structurellement ressemble a 1’animal dont il tient le
nom. Il permet notamment le développement de la mémoire et la naviga-
tion dans 'espace.

e ['amygdale qui joue notamment un role dans la réponse émotionnelle.

— L’insula qui est un lobe possédant de multiples fonctions allant de 1'intéro-

ception (sensation des viscéres, du rythme cardiaque, ...), au mouvement, en
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passant par la régulation des émotions, la prise de décision et la conscience de
soi entre-autres. L'ensemble des fonctions associé a 'insula est encore exploré

aujourd’hui (Benarroch, 2019).
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FIGURE 23 — Zoom autour du lobe limbique composé notamment de ’hippocampe et de 'amygdale;
plus en profondeur se trouve le diencéphale recouvert par le corps calleux et composé de I'hypotha-
lamus notamment. Le bulbe olfactif possede des prolongation nerveuses se terminant dans l'insula
(adapté de Felten et al., 2016).

La communication entre les 4 lobes externes de chaque hémisphére se fait via
le corps calleux. Pour finir, les ganglions de la base sont des noyaux de substances
grises retrouvés en profondeur parmi lesquels se trouvent le corps strié, aussi ap-
pelé striatum. Ils sont responsables du mouvement volontaire, le comportement et
différents processus de cognition (Johns, 2014 ; Felten et al., 2016).

Malgré les similarités de description physiologique du systeme nerveux central
entre 'Homme et le rongeur, il existe des différences d’importance des structures
générales mais également des différences somato-sensorielles (Figure 24). C’est no-
tamment le cas du bulbe olfactif, extrémement développé chez le rongeur de par son
importance dans la communication, I’exploration de I’environnement et la détection
des phéromones nécessaires a la reproduction. Egalement, les vibrisses jouent un
role dans l'orientation spatiale du rongeur dont les informations seront transmises

au thalamus (Schroder et al., 2020).
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FIGURE 24 — Différences structurelles (A) et somato-sensorielles (B) entre le rongeur et 'Homme
(adapté de Schroéder et al., 2020 et de Johns, 2014). Au niveau somato-sensoriel, plus une zone est
grosse, plus elle est sensible. Au niveau anatomique, une différence notable peut étre observé au ni-
veau du bulbe olfactif, qui est bien plus développé chez le rongeur. Cette zone est en effet extrémement

utile au rongeur pour la communication et ’exploration spatiale.
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3.4 Lediencéphale:zoom surl’axe hypothalamo-hypophysaire

Le diencéphale est composé de plusieurs structures d’intérét disposées autour du
3¢me yentricule (Norman & Henry, 2015; Felten et al., 2016). La premiére, le thalamus,
est une structure paire composée de substance grise; il permet le relais et 'intégra-
tion des messages moteurs et régule la conscience et la vigilance. La glande pinéale
est une petite partie synthétisant la mélatonine, hormone responsable du sommeil et
dont la sécrétion est dépendante de la luminosité. Enfin, ’hypothalamus, situé a la
base de I’encéphale sous le thalamus, le long de la paroi du 3™ ventricule, permet
de faire le lien entre le systéme neurologique et le systéme endocrinien. Il est com-
posé de 14 noyaux et est relié a 'hypophyse par la tige pituitaire. L’hypothalamus
est séparé en 3 zones :

— La zone périventriculaire qui controle I’antéhypophyse ot sont retrouvés les
noyaux parvocellulaires. Ils sont constitués de petits neurones sécrétant des
statines (ou "inhibiting hormones”) et libérines (ou “releasing hormones”). Ces
hormones vont se fixer aux RCPG des cellules de 1’antéhypophyse et vont
donc controler la sécrétion des hormones hypophysaires.

— L’hypothalamus médial qui est en relation avec la posthypophyse et qui va
controler la régulation du systeme nerveux végétatif. Cette région est com-
posée des noyaux paraventriculaires et supraoptiques, aussi appelés noyaux
magnocellulaires. Ils sont constitués de gros neurones sécréteurs d’hormones.

— L’hypothalamus latéral qui est le lieu d’intégration des informations du sys-
téme nerveux végétatif.

L’hypothalamus est donc un centre intégrateur qui regoit les informations de plu-
sieurs régions et qui va entrainer des réponses motrices somatiques (comportement),

viscéro-motrices et hormonales (Figure 25).

L'hypophyse (Norman & Henry, 2015; Felten et al., 2016) est protégée par la
selle turcique et est composée de 2 lobes : ’'antéhypophyse (ou adénohypophyse)
composé de cellules endocrines, et la posthypophyse (ou neurohypophyse) compo-
sée des axones des neurones hypothalamiques. La posthypophyse ne synthétise pas

d’hormones mais jouera le role de lieu de stockage aux hormones hypothalamiques.
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FIGURE 25 — Schéma des connexions entre I'hypophyse et I’hypothalamus ainsi que de I'impact des
hormones relarguées par 'antéhypophyse sur le corps (adapté de Felten ef al., 2016). ACTH, hor-
mone adrénocorticotrope; FSH, “follicle stimulating hormone” ; GH, "growth hormone” ; IGF-1, "insulin-
like growth factor 1" ; LH, "Leitniz hormone” ; TSH, thyréostimuline.
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Seul 2 neurohormones sont retrouvées :

— La vasopressine (ADH pour “antidiuretic hormone”) est une hormone antidiu-

rétique ciblant le rein, elle permet donc la réabsorption d’eau par le néphron.

— L’ocytocine est un peptide de 9 aa qui stimule les contractions utérines lors de

I’accouchement (et dont le nombre de récepteur augmente a la fin de la gros-

sesse). Cette neurohormone participe également a la lactation car sa sécrétion

est stimulée par la succion lors de 'allaitement et permet la contraction myoé-

pithéliale de la glande mammaire.

L’antéhypophyse, ou adénohypophyse, est constituée de cellules endocrines or-

ganisées autour de capillaires. Il en existe 2 grands types (Norman & Henry, 2015;

Felten et al., 2016) :

— Les cellules folliculaires qui ne sont pas sécrétoires; elles joueront un role en

immuno-endocrinologie

— Les cellules hormonogenes qui vont sécréter des hormones; il en existe 5

types :

Les cellules thyréotropes vont permettre la synthese et sécrétion de TSH.
Les cellules gonadotropes vont permettre la synthese et sécrétion de I’hor-
mone lutéinisante (LH) et ’hormone folliculostimulante (FSH).

Les cellules somatotropes vont permettre la synthese et sécrétion de la
GH.

Les cellules a proopiomélanocortine (POMC) vont permettre la synthese
et sécrétion d’ACTH et d’endorphines.

Les cellules a prolactine.

3.4.1 L’axe thyréotrope

Les 2 hormones principales de 1’axe thyréotrope sont la TRH (thyréolibérine)

synthétisée par 1'hypothalamus induisant la sécrétion de TSH par I'"hypophyse. La

TSH se fixe aux RCPG des thyréocytes induisant la production des hormones thy-

roidiennes T3 et T4 nécessaires a de nombreuses fonctions (Figure 26). La Ty est une

pro-hormone synthétisée par la thyroide et sera en grande majorité libérée dans le

sang afin d’étre déiodée en T3 par d’autres organes. Elle pourra également étre mé-

tabolisée en T3 active dans la thyroide. Lorsque les hormones T3 et T4 sont excrétées
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FIGURE 26 — Impacts des hormones thryoidiennes sur les différents organes. Leur sécrétion est stimulée
par la synthese de TSH (thyréostimuline ), elle méme stimulée par la sécrétion de TRH (thyréolibérine)
par 'hypothalamus. Les hormones thyroidiennes T3 (triiodothyronine) et T4 (thyroxine) entrainent
une inhibition de la synthése de TSH et TRH. A noté que la synthése de TSH sera également inhibée
par la somatostatine synthétisée par les cellules 6 du pancréas endocrine.

dans le sang, elles se lient majoritairement a des protéines sériques telle que la TBG
(pour “thyroid binding globulin”), I’albumine sérique et la TTR (Norman & Henry,
2015). Il est également possible de retrouver dans le sang les hormones Ty et T3 non
liées en tres faible quantité et qui représente la part d’hormone disponible préte a
entrer dans les cellules.

La sécrétion de T3 et T4 entraine également un rétrocontrdle de la sécrétion de
TRH et TSH respectivement. De plus, la sécrétion de la TRH est pulsatile chez1"'Homme,
avec 13 pics de sécrétion par 24h, et ce majoritairement pendant la nuit. Il est égale-
ment important de noter qu'une carence en iode, composé important a la production

des hormones T3 et T4, entraine une augmentation de la sensibilité des thyréocytes

a la TSH (Norman & Henry, 2015).

3.4.2 L’axe gonadotrope

Les 4 hormones principalement sécrétées par 'axe gonadotrope sont la GnRH
(pour “gonadotropin releasing hormone”) et la kisspeptine, synthétisées par le noyau

arqué de I'hypothalamus, la LH et la FSH synthétisées par '’hypophyse (Figure 27).
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FIGURE 27 — Schéma de l'axe gonadotrope; les kisspeptines sont des hormones synthétisées par le
noyaux arqué de I'hypothalamus. Elles vont pouvoir stimuler la production de GnRH ("“gonadotropin
releasing hormone”) qui va elle méme stimuler la production de LH ("Leitniz hormone”) et FSH ("follicle
stimulating hormone”) par I’anté-hypophyse. Ces derniéres entraineront la production de testostérone
chez ’homme et de progestérone et d’estradiol chez la femme. Pour les 2 sexes, la LH et FSH induiront
également la production d’inhibine qui inhibe la sécrétion de FSH uniquement.

La sécrétion de la GnRH est pulsatile avec 1 pic de sécrétion toutes les 90 min chez
I’homme contrairement aux femmes ot le pic de GnRH sera dépendant du moment
du cycle ovarien. Les récepteurs aux gonadotrophines se situent au niveau des cel-
lules de Leydig et Sertoli chez 'homme et au niveau des cellules de la theque interne

et de la granulosa chez la femme (I’ensemble de ces systémes hormonaux sont dé-

taillés plus loin dans le Chapitre 4) (Norman & Henry, 2015).

3.4.3 L’axe somatotrope

Les 3 hormones principalement synthétisées par 1’axe somatotrope sont la SRIH
(pour “somatotropin release inhibiting hormones” aussi appelée somatostatine) synthé-
tisée par le noyau paraventriculaire de '’hypothalamus; la GHRH (pour “growth hor-
mone releasing hormone” aussi appelée somatolibérine) synthétisée par le noyau arqué
de I'hypothalamus qui entrainera la synthese de la GH par I’hypophyse et stimule
la sécrétion de IGF-1 et IGF-2 par le foie (Figure 28). La GH est 1’'hormone la plus
abondamment produite par I'hypophyse et est produite la nuit. ’hormone SRIH a
la particularité d’inhiber la production de GHRH et de GH contrairement a la ghré-
line synthétisée par 1’estomac. L’hormone IGF-1 inhibera la production de GH par

I'hypophyse (Norman & Henry, 2015).
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FIGURE 28 — Schéma de 1’axe somatotrope et leurs conséquences sur le corps. La production de ghréline
en cas de jeun court entraine la sécrétion de GnRH ("gonadotropin releasing hormone”) et de GH ("growth
hormone”). Cette dernieére induit la production d’IGF-1 ("insulin-like growth factor 1) par le foie afin de
permettre notamment la libération de glucose et de lipides. La sécrétion d'IGF-1 permet également
d’inhiber la production de GH. L'hormone IGF-2 (“insulin-like growth factor 2”) sera synthétisée par le
foie du foetus. La SRIH (somatostatine), synthétisée par le noyau paraventriculaire de '’hypothalamus,
permet d’inhiber la sécrétion de GnRH et GH.

3.4.4 L’axe corticotrope

Les 3 hormones principales de 1axe corticotrope sont la CRH (pour “corticotropin-
releasing hormone”, aussi retrouvée sous le sigle CRF pour “corticotropin-releasing fac-
tor”) synthétisée par '’hypothalamus et I’ACTH synthétisée par I’antéhypophyse (Fi-
gure 29.A). La synthese d’ACTH suit un rythme nycthéméral (synthétisée principa-
lement le matin) et va permettre la synthese de cortisol par la zone fasciculée de
la corticosurrénale, et d’aldostérone en faible quantité par la zone glomérulée de la
corticosurrénale. Le cortisol va entrainer un rétrocontrdle de la synthese de CRH
et d’ACTH, sauf en cas de brusque modification de I’homéostasie. Cependant, le
cortisol potentialise la synthése de catécholamine qui, elle-méme, induit la synthese
d’ACTH. Le cortisol possede différents effets (Figure 29.B), notamment sur le méta-

bolisme comme vu précédemment (Norman & Henry, 2015).

3.4.5 L’axe lactotrope

L’hormone synthétisée par 1’axe lactotrope, la prolactine, est dépendante du neu-

rotransmetteur dopamine synthétisée par ’hypothalamus. La dopamine exerce un
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FIGURE 29 - Schéma de l'axe corticotrope (A) et les effets du cortisol (B). Le synthese d’ACTH (hor-
mone adrénocorticotrope) est stimulée par la production de CRF (“corticotropin-releasing hormone”).
L’ACTH va permettre la synthése de cortisol par la zone fasciculée de la corticosurrénale et d’aldosté-
rone en faible quantité par la zone glomérulée de la corticosurrénale. Le stress peut impacter cet axe
en inhibant le rétrocontréle du cortisol sur la stimulation de la synthése d’ACTH.
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tonus inhibiteur permanent sur la prolactine. Cette derniére est 1’hormone de la lac-
tation; elle va favoriser la montée de lait et va permettre la production d’estradiol
au niveau gonadique (I’ensemble de ce systeme hormonal est détaillé plus loin dans

le Chapitre 4) (Norman & Henry, 2015).

Le systeme nerveux central, bien qu’isolé du reste du corps par de nombreuses
barrieres, peut communiquer avec celui-ci grace aux hormones. Celles-ci vont avoir
un impact physiologique, comme vu précédemment, mais également sur notre com-
portement (sensation de faim, modulation de I’humeur, modulation du comporte-
ment reproducteur, ...). Les PE, dont le role serait de perturber cet équilibre, pourraient-

ils entrainer des modifications comportementales?

3.5 Troubles du comportement et PE

3.5.1 Hyperactivité

L’hyperactivité est un trouble du comportement défini par I'excés de mouve-
ments impulsifs, brusques et sans repos associés a des cris ou un fort débit de parole
(Green & Grob, 2003; Sontag et al., 2010; Schweitzer et al., 2012; Thapar & Cooper,
2016; Lefler & Hartung, 2017). Ces symptdmes sont particulierement génants pour
la sociabilisation du patient et I'entourage. Ce trouble est souvent associé de 1’en-
fance a ’adolescence a des troubles de l’attention et a de I'impulsivité a I'age adulte.
Ce trouble du comportement toucherait 1,4 a 3 % des enfants avec une prévalence
chez les garcons plus importantes que chez les filles (Thapar & Cooper, 2016).

Il existe plusieurs pistes scientifiques capable d’expliquer ce trouble : des mo-
difications structurelles du cerveau, des atteintes du bon fonctionnement des neu-
rotransmetteurs et des atteintes génétiques. Au niveau structurel, il a été rapporté
une diminution du volume du cortex pré-frontal droit, une diminution du volume
de certains ganglions de la base (le noyau caudé gauche et le pallidum) et une di-
minution du volume du cervelet. Au niveau des neurotransmetteurs, une altération

du systéeme dopaminergique au niveau mésolimbique, responsable de la motivation



70 Chapitre 3. Cerveau, neuroendocrinologie et comportement

par la récompense, semblerait expliquer 1’hyperactivité. Un déficit en récepteurs do-
paminergiques (D, et D3) au niveau synaptique, ainsi qu’en transporteur de dopa-
mine, entrainerait une diminution du sentiment de satisfaction et augmenterait de
ce fait les comportements "a risque" afin de stimuler suffisamment le systéme de
récompense (Schweitzer et al., 2012). Une modification des systemes intégrant ’acé-
tylcholine et la noradrénaline a également été décrite.

Auniveau génétique, une prévalence de 10 & 32 % a été retrouvée pour les enfants
de mémes parents. De plus, si un des parents souffre d’hyperactivité, la probabilité
que ses enfants soient également atteints est de 57 % (Sontag et al., 2010).

La question de l'impact de 'environnement parental, dt aux facteurs sociaux,
alimentaires et d’expositions aux xénobiotiques, semble étre également a prendre
en compte. Philippat ef al. (2017) ont notamment retrouvé une hyperactivité a 5 ans
associée a I'exposition au BPA (Tableau 7). Cet impact n’a cependant pas été retrouvé
pour le TCS chez les enfants agés de 3 ans (Etzel et al., 2018) ni pour le MP a 3 et 5
ans (Philippat et al., 2017) (Tableaux 8 et 9).

Lors d’études animales sur rongeurs (Tableaux 13 et 14), une hyperactivité mo-
trice concentration dépendante a été observée chez des rats Wistar exposés par in-
jection a 0,2, 2 et 20 ug de BPA, mais pas a 0,02 ug (Ishido et al., 2004). Cependant,
lors d"une exposition a 0,1 mg/kg/j de BPA in utero et post-natale, aucune modifica-
tion de la locomotion n’a été observée chez les rats (Negishi ef al., 2004). A l'inverse,
une hypoactivité motrice a été observée chez des souris exposées a 4000 mg/kg/j
de TCS a l’age adulte (Tabari et al., 2019). Ces résultats n’ont pas été retrouvés pour
des doses inférieures (Hao et al., 2022a et 2022b) ni pour une exposition in utero et
post-natale a des doses de 10 et 100 mg/kg/j (Tran et al., 2020). Concernant le MP,
aucune étude, a notre connaissance, ne rapporte un impact de ce PE sur I'apparition

d’une hyperactivité chez le rongeur.

3.5.2 Anxiété pathologique

L’anxiété est une réaction physiologique face a une situation de stress (Tyrer &
Baldwin, 2006 ; Bandelow et al., 2016 et 2017). Cependant, si elle devient chronique,
I’anxiété peut devenir pathologique. Elle se distingue par une exagération des réac-

tions émotionnelles et somatiques de peur et/ou d’appréhension sans motif réel. Les
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symptomes sont une augmentation des comportements nerveux se manifestant par
de I'impatience et de I'énervement, des plaintes verbales importantes. Les patients
peuvent également présenter des comportements obsessionnels et compulsifs, des
phobies anxieuses (peur d'une situation, d’un objet), des crises de paniques (avec
une symptomatologie de troubles du sommeil, troubles gastro-intestinaux, de suda-
tions et de tachycardie) pouvant tendre au développement de "troubles de paniques"
(crise de panique a répétition). Ces réactions démesurées affectent la vie du patient
aussi bien en société qu’avec son entourage. Le patient se retrouve donc dans une
déréalisation, c’est a dire une impossibilité a réaliser les taches du quotidien (Tyrer
& Baldwin, 2006 ; Bandelow et al., 2016 et 2017).

L’anxiété pathologique peut apparaitre apres un stress post-traumatique et ce
plusieurs mois apres (Bandelow et al., 2016 et 2017). Ce trouble du comportement
est retrouvé 2 fois plus souvent chez les femmes que chez les hommes et a une étio-
logie non définie mais dont les aspects socio-environnementaux sont prédominants.
Des études ont également montré des modifications structurelles du cerveau chez
les patients atteints d’anxiété pathologique tel que des diminutions du volume des
lobes temporaux et frontaux, une diminution du volume de I'amygdale ou une perte
de substance grise au niveau du gyrus parahippocampique (Bandelow et al., 2016).
Une dérégulation des voies sérotoninergiques pourrait également étre a 1’origine de
ce trouble. En effet, cette voie permet la stimulation du "systéme punitif'. Au niveau
hormonal, une augmentation de la sécrétion de cortisol lors de crise de panique a
été observé ainsi qu'une perte de réponse de I'amygdale a la synthese d’ocytocine,
hormone permettant une sensation de "bien-étre". De plus, un impact multigénique
pourrait étre une piste d’explication dont les conséquences seraient liées a I’environ-
nement du patient selon Bandelow et al. (2016).

Au niveau épidémiologique, I'impact des PE sur l’apparition d'un comporte-
ment anxieux n’a, a notre connaissance, pas été étudié. Seul Etzel et al. (2018) semble
ne pas voir de lien entre 'exposition maternelle au TCS et I'apparition d’anxiété
chez I'enfant agé de 3 ans (Tableaux 7, 8 et 9). Cependant, les tests sur rongeurs ont
montré un impact de certains PE sur 'anxiété (Tableaux 13 et 14). Une augmenta-
tion de celle-ci a été retrouvée apres exposition a 200 ug/kg/j de BPA in utero et

post-natale chez des souris (Ryan et al., 2006). Ce résultat n’a pas été retrouvé pour
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le méme type d’exposition a des doses plus faibles (Neigishi et al., 2004; Fujimoto
et al., 2006) et certains auteurs ont également retrouvé une diminution de 'anxiété
apres exposition a de plus fortes doses de BPA chez les males et femelles exposées
in utero a 40 ug/kg/j (Farabollini et al., 1999) et uniquement chez les femelles expo-
sées in utero a 500 pug/kg/j (Jones & Watson, 2012). A I'inverse, lors d’exposition de
rongeurs a de fortes doses de TCS, une augmentation de I’anxiété de rongeurs males
a été observée apres exposition in utero (Tran et al., 2020) ou a I'dge adulte (Tabari et
al., 2019) (100 mg/kg/j et 1000, 2000, 4000 mg/kg/j respectivement). C’est a ces der-
nieres doses que Tabari et al. (2019) observent également des atteintes concentrations
dépendantes de la structure de ’hippocampe et du cervelet notamment. Concernant
le MP, aucune étude, a notre connaissance, ne rapporte un impact de ce PE sur 'ap-

parition d’un trouble anxieux chez le rongeur.

3.5.3 Dépression

La dépression est un trouble de I'humeur et plus spécifiquement un déséquilibre
du spectre thymique (Jorge, 2015; Quevedo et al., 2019; Schramm et al., 2020). Un
individu trouvera un équilibre dans ce spectre entre la manie, qui est une exaltation
de 'humeur, et la dépression de I'humeur. La dépression est donc une exagération
de 'humeur (du co6té maniaque et/ou dépressif) qui entrainera un sentiment de dé-
préciation, d’abandon et de culpabilité pouvant pousser le patient au suicide.

Plusieurs hypotheses existent quant a 1’apparition de ce trouble du comporte-
ment. Une composante socio-environnemental forte existe. De plus, chez les patients
atteints de dépression, une diminution du volume de matiére grise dans la partie
gauche du cortex préfrontal est observée, mais sans connaissance quant a savoir si
cette diminution est apparue des suites ou non de la dépression. Au niveau des neu-
rotransmetteurs, un déficit des transmissions noradrénergiques et sérotoninergiques
sur leurs voies respectives peut expliquer cette symptomatologie (Figure 30).

Certains polluants ont entrainé des symptomes de la dépression en agissant sur
une autre voie : les voies cholinergiques. C’est le cas des organophosphorés, molé-
cules utilisées dans les gaz de combat et en tant que pesticides. Ils entrainent une

inhibition de 1’acétylcholinestérase, enzyme capable de dégrader 1’acétylcholine, et
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FIGURE 30 — Conséquences d’une atteinte des voies noradrénergiques (A) et sérotoninergiques (B) sur
I'apparition des troubles de 'humeur. Le déficit en noradrénaline serait responsable des symptomes
biologiques de la dépression tandis que le déficit en sérotonine serait responsable des symptéomes
émotionnels.

donc un syndrome hypercholinergique. Les symptdmes retrouvés sont une brady-
chardie, une bronchoconstriction, une extréme salivation, des troubles de la vision,
des fibrillations musculaires, un syndrome épileptique mais également une agita-
tion, des troubles de la mémoire et des troubles de I'humeur (Levin & Rodnitzky,
1976). L'humeur est également régulée par les hormones thyroidiennes (Norman &
Henry, 2015). En effet une hyperthyroidie, c’est a dire une augmentation de la pro-
duction d’hormones thyroidiennes, pourra entrainer une augmentation de l'irritabi-
lité et de I'excitabilité, tandis qu'une hypothyroidie entrainera une somnolence. Des

changements brusques d’humeur peuvent donc étre liés a une mauvaise régulation

de I'axe thyroidien.
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Au niveau épidémiologique, des troubles de ’humeur des gargons ont été re-
trouvés a 3 et 5 ans en lien avec I'exposition au BPA, et a 3 ans uniquement pour le
TCS (Philippat et al., 2017). Cet impact n’a pas été retrouvé pour le TCS chez les en-
fants agés de 3 ans (Etzel et al., 2018) ni pour le MP a 3 et 5 ans (Philippat et al., 2017)
(Tableaux 7, 8 et 9). Au niveau des études in vivo, 'impact du BPA sur la dépression
a été retrouvé chez des rats males apres exposition in utero a 15 pug/kg/j (Fujimoto et
al., 2006). Cet impact n’a pas été retrouvé chez les males et femelles pour des exposi-
tions in utero et post-natales de 5, 50, 500 et 5000 ug/kg/j de BPA (Jones et al., 2012)
(Tableau 13). Le TCS, lui, a montré un impact sur les troubles de I’humeur apres une
exposition post-natale de souriceaux males et femelles a 50 a 100 mg/kg/j associée
a des modifications de la structure de I’hippocampe (Hao et al., 2022b) (Tableau 14).
Cetimpact n’a pas été retrouvé lors d’exposition in utero et post-natale de souriceaux
males a des concentrations de 10 et 100 mg/kg/j de TCS (Tran et al., 2020). Concer-
nant le MP, aucune étude, a notre connaissance, ne rapporte un impact de ce PE sur

I'apparition d"un trouble de I'humeur chez le rongeur.

Au vu de la bibliographie, il est complexe de définir I'impact exact des PE sur
le cerveau et le comportement. La majorité des études utilisent des fortes doses, ne
se concentrent que sur un PE spécifiquement et ne regarde que 'impact direct ou
indirect sur de petites fenétres (in utero, péri-natale, ...). Pourtant, des liens entre PE
et troubles du comportement ont été rapportées dans la cohorte EDEN (Philippat et
al., 2017) sur laquelle s’appuie notre étude. S'il existe un lien entre les troubles du
comportement et ’exposition environnementale aux PE, et si celui-ci peut persister
sur plusieurs générations, une étude chez I’animal, analysant 'impact d"un cocktail
de PE sur le cerveau et a des doses réalistes sur plusieurs générations, est donc né-
cessaire. De plus, si de tels impacts sur le cerveau sont observés, il est également
important d’explorer un axe fortement dépendant du systeme neuroendocrinien et

du comportement : le systeme reproducteur.
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Espece étudiée

Effets observés

Concentrations effectives

Références

Souris

Pas d’impact sur l’activité motrice
Pas d’impact sur I'apprentissage

Hao et al., 2022a

Souris (ICR)

Sexe  Concentration Age d’exposition
dete 50,100 mg/kg/j 8-14sem
Jdetg 50,100 mg/kg/j 1-21j

Pas d’impact sur I'activité motrice
1 dépression

50, 100 mg/kg/j

Hao et al., 2022b

Souris (NMRI)

@ 1000,2000, 4000 mg/kg/j 10-12sem

Hypoactivité

1 quantité neurone dans le cortex

| quantité neurone dans I’hippocampe
T anxiété

Mauvaise coordination

4000 mg/kg/j
2000, 4000 mg/kg/j
1000, 2000, 4000 mg/kg/j

Tabari et al., 2019

Souris (C57BL/6])

¢ 10,100 mg/kg/j 9 iu-28j PN

Pas d’impact sur I'activité motrice
Pas d’impact sur ’humeur

J mémoire

T anxiété

10, 100 mg/kg/j
100 mg/kg/j

Tran et al., 2020

TABLEAU 14 — Impacts du triclosan sur le comportement et le cerveau du rongeur. iu, in utero; PN, post-natal.
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Chapitre 4

Systemes reproducteurs

4.1 Reproduction masculine

41.1 Généralités

Le testicule, organe de la reproduction masculine, est situé en dehors du corps
afin de pouvoir étre a une température permettant la spermatogenéese (Norman &
Henry, 2015; Maeda et al., 2000). Cette descente du testicule dans le scrotum est en-
tamée avant le 8™ mois de développement chez ’'Homme et entre le 30 et 40°™¢
jours post-natale chez le rat (Hofstetter et al., 2006). Le testicule est composé de lo-
bules testiculaires regroupant des tubes séminiferes et délimités par 1’albuginée (Fi-
gure 31.A). Les tubes séminiferes confluent en tubes droits qui s’anastomosent au ni-
veau du corps de Highmore en un réseau appelé rete testis. De ce rete testis vont par-
tir les canaux efférents qui sont incluent dans 1'épididyme. L'épididyme comprend
3 parties : la partie supérieure appelée téte de 1'épididyme contenant les canaux;
le corps de I’épididyme; la queue de I'épididyme, aussi appelée cauda. Ces canaux
efférents sont collectés par un canal unique appelé canal épididymaire. Celui-ci se
jette dans le canal déférent qui, lui-méme, se jette au niveau de la partie prostatique
de l'urétre.

Les tubes séminiferes (Figure 31.B) sont délimités par une paroi propre et, entre
ces tubes, on retrouve du tissu conjonctif vascularisé avec, autour des vaisseaux, les
cellules de Leydig permettant la synthese de la testostérone. Dans les tubes sémi-
niféres est retrouvé un épithélium constitué de 2 types cellulaires : les cellules de
Sertoli, qui servent de cellules de soutien, et les cellules de la lignée germinale (de

la spermatogonie au spermatozoide). Le testicule a donc 2 fonctions : une fonction
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exocrine assurée par I'épithélium séminal (la spermatogenese) et une fonction endo-

crine assurée par les cellules de Leydig du tissu interstitiel.

4.1.2 La cellule de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont de grandes cellules pyramidales s’étalant de la mem-
brane basale jusqu’a la lumiere du tube séminifere (Norman & Henry, 2015). Elles
sont liées entre elles par des jonctions serrées qui vont déterminer, au sein du tube
séminifere, 2 compartiments (Figure 31.B) :

— Un compartiment basal qui est le compartiment périphérique ot sont retrou-
vés, entre les cellules de Sertoli, des cellules de la lignée germinale imma-
tures : spermatogonies et spermatocytes primaires.

— Un compartiment ad luminal (ou central) se trouvant derriere les jonctions
serrées et vers la lumiére du tube ot sont retrouvées des cellules de la lignée
germinale différenciée.

Ces jonctions serrées entre les différentes cellules de Sertoli ainsi que la paroi des
tubes séminiferes constituent la barriére hémato-testiculaire. Cette barriere va gérer
les échanges entre le sang et les cellules de la lignée germinale, elle contrdle donc
le passage des substances dans le tube séminifére ce qui permet le maintien d’'un
milieu favorable a la formation des spermatozoides et une protection vis a vis des
xénobiotiques. Cette barriere empéche aussi qu'il y ait un contact direct entre les
cellules de I'immunité sanguine et les cellules de la lignée germinale devenues anti-
géniques. Au-dela des jonctions serrées, tous les nutriments atteignant les cellules de
la lignée germinale doivent transiter par le cytoplasme de la cellule de Sertoli. Les
cellules de Sertoli controlent la maturation et la migration des cellules germinales
pendant la spermatogenese et transportent les déchets métaboliques vers le sang.
Elles jouent également un role endocrinien par la sécrétion d’inhibine, qui se fixera
sur les cellules de I'hypophyse afin d’inhiber la production de FSH; la sécrétion de
I'hormone antimiillérienne (AMH) qui, lors de la vie fcetale, permettra la différen-
ciation sexuelle; et I’ABP (pour “androgen-binding protein”) qui est une protéine de
transport des androgenes et dont la production est stimulée par la FSH (Norman &

Henry, 2015).
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FIGURE 31 - Coupe frontale d"un testicule (A) et coupe d'un tube séminifére entouré de tissu interstitiel
(B). Les cellules de Leydig au niveau du tissu interstitiel permettent la synthése de testostérone tandis
que les cellules de Sertoli dans les tubes séminiferes vont servir de soutien a la spermatogenése. Elles
vont également jouer un role endocrinien (adapté de Norman & Henry, 2015).
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4.1.3 Laspermatogenese

La spermatogenése est le processus de différenciation cellulaire qui, a partir des
cellules souches (diploides), aboutit a la production des spermatozoides (haploides)
qui sont des cellules extrémement différenciées (Norman & Henry, 2015). Les dif-
férents stades de la spermatogenese vont étre retrouvés depuis la paroi des tubes
séminiferes jusqu’au centre des tubes (c’est a dire vers la lumiere). Cette spermato-
genese n’est compléte qu’a partir de la puberté et dure jusqu’au déces de I'individu.
Il existe un infléchissement de la spermatogenese avec I’age mais il n’est pas précisé-
ment déterminé. A la fin de la spermatogenese les liens qui unissaient les cellules de
Sertoli aux cellules de la lignée germinale sont rompus et les spermatozoides vont
alors étre libérés dans la lumiere des tubes séminiféres : c’est la spermiation. Les
spermatozoides libérés dans la lumiere des tubes séminiferes ne sont absolument
pas compétents, ils vont devoir franchir les autres structures de I'appareil génital
masculin pour devenir fécondant. Lors de la spermiation, les spermatozoides vont
étre collectés par les tubes droits, vont traverser le rete testis. Ils vont ensuite pas-
ser dans les canaux efférents pour rejoindre 'épididyme. A la sortie du testicule
le spermatozoide se retrouve dans les voies génitales et est immature, la traversée
de I'épididyme permet au spermatozoide d’acquérir son pouvoir fécondant. Cette
maturation épididymaire se fait sous la dépendance de la testostérone. Les sperma-
tozoides vont étre stockés entre 2 éjaculations au niveau de la queue de 1’épididyme

(aussi appelée cauda) et au niveau de I’anse épididymio-déférentielle.

4.14 Controle endocrinien de la spermatogenése

La GnRH sécrétée par I'hypothalamus entraine la sécrétion de LH et FSH par
I'hypophyse (Norman & Henry, 2015). La LH va induire la production de testosté-
rone par les cellules de Leydig du tissu interstitiel des tubes séminiféeres, tandis que
la FSH entrainera la sécrétion de I’ABP qui permettra le transport de la testosté-
rone dans le tube séminifére et donc le bon déroulement de la spermatogenese. La
testostérone sera également utile pour la maturation du spermatozoide dans 1'épidi-

dyme.
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Un double rétrocontrole par action de la testostérone sur ’hypothalamus et I’hy-
pophyse entrainera une diminution de la production de GnRH, LH et FSH. Les cel-
lules de Sertoli vont également synthétiser de I'inhibine qui, apres son action sur

I'hypophyse, entrainera une diminution de la production de FSH (Figure 32) (Nor-

man & Henry, 2015).
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FIGURE 32 — Axe gonadotrope masculin; les kisspeptines sont synthétisées par le noyaux arqué de
I'hypothalamus et entrainent la synthese de GnRH (“gonadotropin releasing hormone”). Celle-ci va in-
duire a son tour la syntheése de LH ("Leitniz hormone”) et FSH “follicle stimulating hormone”) dans la
partie antérieur de I'hypophyse. La LH aura un effet sur les cellules de Leydig permettant la synthese
de testostérone nécessaire a la maturation des spermatozoides dans I'épididyme. La FSH induira la
synthese de 'ABP ("androgen-binding protein”) par les cellules de Sertoli, permettant le transport de la
testostérone dans la cellule de Sertoli afin de permettre la spermatogenese. Les cellules de Sertoli syn-
thétisent également de I'inhibine permettant un rétrocontrole de la syntheése de FSH. La testostérone
synthétisée par les cellules de Leydig aura également un pouvoir de rétrocontréle sur la synthése de
LH et des kisspeptines (adapté de Norman & Henry, 2015).
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4.2 Reproduction féminine

4.2.1 L’ovaire

Les ovaires sont au nombre de 2 et sont le lieu de 'ovogenése (Norman & Henry,
2015). IIs sont reliés a 1'utérus, lieu o1 'ovocyte fécondé fera sa nidification, par les
trompes utérines. On observe 2 parties dans l'ovaire (Figure 33) : une partie centrale,
appelée région médullaire, et une partie périphérique, appelée région corticale, ot
on retrouve des formations ovoides de tailles variées qui correspondent a des folli-
cules ovariens. Les follicules ovariens comportent un ovocyte bloqué depuis la vie
embryonnaire en prophase de premiere division méiotique. Cet ovocyte bloqué est
entouré de cellules folliculeuses, qui se multiplient et se différencient au cours de

I’évolution du follicule.
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FIGURE 33 — Coupe frontale d’un ovaire et illustration de I'ovogeneése. Plusieurs follicules se déve-
loppent jusqu’au stade 243", Un seul follicule sera recruté pour se développer jusqu’au stade de
follicule de De Graaf. Les follicules non recrutés passeront au stade de follicule atrétique. Le follicule
est composé de différentes couches de cellules, dont la theque et la granulosa qui jouent un réle endo-
crinien important. Apres I’'ovulation, le reste de follicule donnera le corps jaune permettant la synthese
de la progestérone, nécessaire au maintien de la grossesse. Si ’ovule n’est pas fécondé, le corps jaune
s’atrophie en corps blanc (adapté de Norman & Henry, 2015).

Les follicules primordiaux vont entrer en croissance puis dans le cycle de la fol-
liculogenése jusqu’au stade de follicule mGr ou de De Graaf. Tout au long de la
maturation du follicule, la synthése d’estradiol se fera par une couche de cellules

folliculaires appelée granulosa. Au terme de sa maturation, le follicule de De Graaf
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devient sensible a la décharge ovulante de gonadotrophine (LH et FSH) et va subir
diverses transformations conduisant a un ovocyte prét a étre fécondé. Ce pic de go-
nadotrophine va entrainer notamment des modifications de I’'ovocyte qui va devenir
apte a la fécondation, et une rupture du follicule en un point précis appelé stigma.
Ce follicule vide se transforme ensuite en corps jaune qui sécretera la progestérone.
L’ovaire posséde donc 2 fonctions : une fonction exocrine, qui est la production des
ovocytes, et une fonction endocrine, qui est la production d’estradiol et de progesté-
rone. Ces fonctions vont étre exercées de maniere cyclique entre la puberté et la mé-
nopause par une méme unité fonctionnelle : le follicule ovarien (Norman & Henry,

2015).

4.2.2 Cycle menstruel

Les hormones vont jouer un role sur de nombreux organes de la reproduction
féminine et suivent un cycle d’environ 28 jours appelé cycle menstruel (Norman &
Henry, 2015) (Figure 34). Ces cycles s’arrétent a la ménopause, moment ou tout le
stock de follicules primordiaux a été entierement utilisé. Le cycle menstruel peut
étre décomposé en 2 phases : une phase folliculaire, du ler au 14°™ jour, et une
phase lutéale, du 14°™¢ au 28°™¢ jour.

Lors de la premiere semaine de la phase folliculaire une grande quantité de FSH
est synthétisée par ’hypophyse, sous l'influence de la GnRH synthétisée par I'hy-
pothalamus (Figure 35.A) (Norman & Henry, 2015). Cette grande quantité de FSH
permet le recrutement d’un follicule secondaire afin qu’il entame sa maturation pour
devenir un follicule de De Graaf. La granulosa prolifere, I’expression des récepteurs
a la LH par les cellules de la théque est stimulée et la synthese d’estradiol et d’inhi-
bine commence. L'inhibine va entrainer un rétrocontrdle sur la production de FSH
par I'hypophyse. L’estradiol, lui, entraine une stimulation de la sécrétion de GnRH
par 'hypothalamus et de la LH par ’hypophyse. La LH synthétisée va entrainer la
production d’androsténédione par les cellules de la theque. Cette androsténédione
est une pro-hormone nécessaire a la synthése d’estradiol (Figure 35.B). La synthese
d’estradiol est donc dépendant de la fixation de la FSH a la granulosa et de la fixation

de la LH aux cellules de la theque.
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FIGURE 34 — Schéma du cycle menstruel; il peut étre décomposé en 2 phases : une phase folliculaire,
du 1°F au 14°™€ jour, et une phase lutéale, du 14°™¢ au 28°™€ jour. Le pic d’estradiol est atteint au
14%™m¢ jour entrainant un pic de LH ("Leitniz hormone”) et FSH “follicle stimulating hormone”) permettant
I'ovulation. Pendant la phase lutéale, la progestérone stoppe la prolifération de 'endometre, stimuler
la vascularisation de cet endometre. Si I'ovule n’est pas fécondé, le corps jaune s’atrophie et la chute
de progestérone va entrainer une desquamation de I’endometre (adapté de Norman & Henry, 2015).

La quantité croissante en estradiol permet une prolifération de la muqueuse
utérine, appelé endometre, qui permettra la nidification de I'embryon (Norman &
Henry, 2015). La quantité d’estradiol continue de croitre et permet également au col
de l'utérus de synthétiser un mucus cervical a maille large et ayant un pH optimal
au passage des spermatozoides dans 1'utérus. Le pic d’estradiol est atteint au 14°™¢
jour entrainant un pic de LH et FSH permettant I'ovulation. Ce pic de LH et FSH va
permettre la transformation du follicule vide en corps jaune par la prolifération des
cellules lutéales. Ces cellules vont synthétiser de la progestérone qui entrainera une

inhibition de la production de LH et FSH. Le corps jaune s’atrophie si la fécondation
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del’ovulen’a pas eu lieu. En effet, 'ovule fécondé et nidifié va sécréter une CG (pour
“chorionic gondaotropin”), une hormone structurellement proche de la LH permettant
le maintien du corps jaune. La progestérone va stopper la prolifération de I’endo-
metre, stimuler la vascularisation de cet endometre et maintenir la gestation s’il y a
nidification de I'embryon. Sil’ovule n’est pas fécondé, le corps jaune s’atrophie et la

chute de progestérone va entrainer une desquamation de I'endometre.

4.2.3 Particularités chez le rongeur

Chez le rongeur, et plus particulierement le rat, le cycle menstruel dure 4 a 5
jours (Maeda et al., 2000). Il est découpé en 4 phases : le procestrus, 1'cestrus (mo-
ment de 1’ovulation), le metoestrus et le dicestrus. La progestérone synthétisée par
le corps jaune n’est pas fonctionnelle sauf en cas de conservation du stimulus co-
pulatoire. En effet, ce stimulus permet la sécrétion de prolactine par 1'hypophyse.
En absence de prolactine, le corps jaune produit un métabolite de la progestérone,
la 20a-hydroxyprogestérone, qui est inactif. La prolactine va donc inactiver la mé-
tabolisation de la progestérone et potentialiser la sécrétion de LH par 1'hypophyse
ce qui permet le maintien de la grossesse. Sans stimulus copulatoire chez le rat, une

pseudo-grossesse de 10 jours aura lieu (Freeman et al., 2000 ; Maeda et al., 2000).
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FIGURE 35 — Axe gonadotrope féminin (A); les kisspeptines sont synthétisées par le noyaux arqué
de I'hypothalamus et entrainent la synthese de GnRH (“gonadotropin releasing hormone”). Celle-ci va
induire a son tour la synthése de LH (”Leitniz hormone”) et FSH ("follicle stimulating hormone”) par la
partie antérieure de ’hypophyse. Celles-ci pourront dans un premier temps agir sur la maturation du
follicule (B) : la LH agit sur les cellules de la théque, permettant la synthése d’androsténédione. La
FSH agit sur les cellules de la granulosa, permettant la synthese d’estradiol a partir de ’androsténé-
dione. Les cellules de la granulosa synthétiseront également, sous I'influence de la FSH, de I'inhibine
B afin d’inhiber la production de FSH. Les cestrogenes synthétisés par le follicule pourront également
inhiber la production de kisspeptines et de LH. Au moment de 1’ovulation, les cestrogenes synthétisés
en grande quantité par les cellules de la granulosa permettent de stimuler la production de kisspep-
tines, de LH et FSH. Lors de la phase lutéale, la LH permettra la production de progestérone par
le corps jaune. Celui-ci synthétisera en réponse de l'inhibine A afin d’inhiber la production de FSH
durant cette phase (adapté de Norman & Henry, 2015). AC, adényl-cyclase; AMPc, adénosine mono-
phosphate cyclique; ATP, adénosine triphosphate; CYP11A1, cholestérol monooxygénase; CYP19A1,
aromatase ; HSD17B1, 17B-hydroxysteroid dehydrogenase 1; StAR, "steroid acute requlatory protein”.
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4.3 Les particularités de la grossesse

43.1 Le placenta

Le placenta (Figure 36) est un tissu de double origine : une partie, provenant
du trophoblaste est embryonnaire, tandis qu'une autre partie, la decidua, est mater-
nelle (Maeda et al., 2000; Erb, 2006; Norman & Henry, 2015; Hoffman et al., 2021).
Le placenta permet le transit de micro et macro-nutriments, des différents gaz et le
passage des déchets. Il possede également un role endocrinien qui va jouer un role
dans les modifications métaboliques et cardiovasculaires maternelles afin d’assurer
une bonne perfusion utéro-placentaire et le passage des nutriments nécessaires au
feetus. Le placenta joue un role primordial dans le maintien de la grossesse au vu
de ses fonctions. Il va également prendre le relai du corps jaune dans la synthese de
progestérone. De nombreuses autres hormones sont synthétisées (Tableau 15) per-

mettant le bon développement du feetus.
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FIGURE 36 — Coupe frontale du placenta et zoom sur la barriere hémato-placentaire au niveau d’une
villosité. Les cellules du cytotrophoblaste disparaitront au 4°™¢ mois de grossesse chez 'Homme, ren-
dant la barriere hémato-placentaire plus fine. Ce processus est absent chez le rat (adapté de Norman &
Henry, 2015).
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Hormones Fonctions

Hormone permettant le maintien du corps jaune le temps que le placenta

CG - P 5
puisse synthétisé sa propre progestérone.

Hormone responsable de I'augmentation de la lipolyse, de la glycolyse maternelle
Placental lactogen et de la prolifération des cellules B dans le pancréas maternelle; chez les rongeurs,
cette hormone joue également un role dans la lactogenese.

Placental Growth Hormone  Diminue la sensibilité maternelle a I'insuline et stimule la croissance

Leptine Permet I'immunosuppression, diminue I’apoptose et stimule I'invasion cellulaire
Activine Permettent de réguler la synthése de GnRH et de CG; la modification de leur synthese
Inhibine peut étre responsable d’hypertension maternelle et de naissance prématuré
Progestérone Permet le maintien de la grossesse et la rigidité du col de I'utérus

Augmente la circulation du sang et ’angiogenese; en fin de grossesse, lorsque la
quantité d’cestrogene atteint un pic, permet la sensibilité de l'utérus aux contractions

(Estrogenes utérines et la dilatation du col de 'utérus; chez le rat, aucun cestrogene n’est synthétisé
par le placenta, c’est le corps jaune qui jouera ce role a partir du 11°™ jour de gestation
via la métabolisation de la progestérone par une aromatase.

TABLEAU 15 — Exemple d’hormones synthétisées par le placenta (non exhaustif) (adapté de Maeda et
al., 2000 et Hoffman et al., 2021). CG, hormone chorionique gonadotrope ; GnRH, “gonadotropin releasing
hormone”.

Le placenta se développe de la 4°™ semaine au 4°™® mois de développement
chez I'Homme et du 8°™¢ au 16°™ jour chez le rat. Les circulations maternelles et
feetales sont séparées par plusieurs couches de tissu (Figure 36). Cette barriere, en
plus de jouer un role nourricier et endocrinien, permet de protéger en partie le foe-
tus de I'environnement. En effet, la barriére foeto-maternelle joue un role protecteur,
mais celui-ci n’est pas complet. Par exemple, certains ions métalliques auront plus de
mal a passer que d’autres comme le manganese qui diffuse mal a travers le placenta
(Fechter, 1999), ce quin’est pas le cas du plomb dont la toxicité a déja été exposée pré-
cédemment (Gidlow, 2015). Le passage de cette barriere est influencé par différents
facteurs : le débit sanguin, la liaison aux protéines plasmatiques (plus les xénobio-
tiques seront liées, moins ils diffuseront a travers la barriére foeto-maternelle) et la
présence de nombreux transporteurs d’influx ou d’efflux. De plus, chez 'Homme,
'épaisseur de la barriere foeto-maternelle diminue au cours de la grossesse augmen-

tant alors le risque de passage des xénobiotiques.

4.3.2 I’allaitement

La glande mammaire est composée d’acini mammaires entourés de cellules myoé-
pithéliales organisés en lobules, eux-mémes organisés en lobes (Figure 37.A) (Nor-
man & Henry, 2015). L'ensemble des lobules converges, via des canaux excréteurs

intra et extra lobulaires, vers un canal galactophore. Lors des 5 premiers mois de
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la gestation, la glande mammaire va se développer, c’est la mamogenese. Les ca-
naux excréteurs intra et extra lobulaires ainsi que les acini vont se multiplier sous
'effet des cestrogenes et de la progestérone respectivement. Une augmentation de
la densité de capillaires vient compléter le développement de la glande mammaire.
A partir du 5*™¢ mois de gestation chez I'Homme, et sur les derniers jours de ges-
tation chez le rat (Maeda et al., 2000), I'activité proliférative diminue et laisse place
a une activité sécrétrice du colostrum par la glande, c’est la phase colostrogéne. Le
colostrum ne sera excrété que les 2 premiers jours post-partum. Enfin, la glande
mammaire entre dans une phase de lactogenese ot les cellules des acini vont étre
chargées en vacuoles lipidiques. Sous l'effet de la succion du mamelon, I’hypotha-
lamus va stimuler la synthese de prolactine par I’hypophyse entrainant la sécrétion
lactée (Figure 37.B). Lhypothalamus va également synthétiser de 1’ocytocine qui, en
réserve dans I’hypophyse, sera libérée dans le sang afin d’entrainer la contraction
des cellules myoépithéliales autour des acini, et donc permettre I'excrétion du lait.
De plus, cette succion mammaire va entrainer une chute du taux de GnRH synthé-
tisée par I'’hypothalamus et donc de FSH et LH par I'’hypophyse, entrainant un arrét
de l'ovogenese appelé aménorrhée de lactation. Aucune barriére ne protege le lait
maternel des contaminants. Les xénobiotiques auront donc une probabilité plus im-
portante de se retrouver dans le lait maternel s’ils ne sont pas liés a des protéines
plasmatiques, sont de faible poids moléculaire et hautement lipophile. Le BPA et
BPS (Snyder et al., 2000; Iribarne-Durén et al., 2022), le TCS (Sandborgh-Endglund et
al., 2006 ; Scientific Committee on Consumer Products, 2009 ; Cosmetic Ingredient Review,

2010) et le MP (Park et al., 2019) sont par exemple retrouvés dans le lait maternel.
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FIGURE 37 — Coupe longitudinale du sein maternel et d"un lobule (A) et régulation hormonale de la
lactation (B). Les stimuli extérieurs entrainent une chiite de la dopamine (Dopa) dans I’hypothalamus
permettant la sécrétion de prolactine. Celle-ci entraine une chiite de la sécrétion de GnRH ("gonadotro-
pin releasing hormone”) par 1’hypothalamus et donc de LH ("Leitniz hormone”) et FSH ("follicle stimulating
hormone”). Cette inhibition du systéme gonadotropique féminin donne lieu & une aménorrhée de lacta-
tion. Les stimuli extérieurs vont également permettre la production d’ocytocine par la post-hypophyse
(adapté de Norman & Henry, 2015).
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4.4 Infertilité

4.4.1 Physiopathologie

L'infertilité touche 15 % d’hommes et de femmes dans le monde selon 'OMS
(World Health Organization - Infertility). Au niveau masculin (Busuttil Leaver, 2016;
Krausz & Riera-Escamilla, 2018; Roldan, 2018), l'infertilité est d{i a une altération
des différents parametres spermatiques :

— L'azoospermie; absence de spermatozoides dans 'éjaculat qui a plusieurs

causes possibles dont 25 % sont d’origines génétiques :
e L'aplasie des cellules germinales
e Un impact sur le développement des spermatozoides dans la cellule de
Sertoli
e L'hypo-spermatogenese
e Des perturbations de la synthese de LH et FSH
e Une obstruction des voies de sécrétion
— L'oligospermie; diminution du nombre de spermatozoides dans 1’éjaculat (<
39 millions par éjaculat)
— L’asthénospermie; diminution de la mobilité spermatique

— La tératospermie; déformation des spermatozoides

Au niveau féminin, une atteinte des organes reproducteurs peut entrainer une
infertilité (Mehedintu et al., 2014; Norman & Henry, 2015; Vander Borght & Wyns,
2018) :

— La glaire cervicale peut devenir hostile.

— Au niveau utérin, il existe plusieurs causes :

e Une anomalie de la muqueuse utérine par malformation (bicorne, hypo-
plasique).
e Une endométriose; prolifération de tissu endométrial en dehors de la mu-

queuse utérine touchant 10 a 15 % des femmes.



92 Chapitre 4. Systémes reproducteurs

— Une atteinte des ovaires est également possible avec, notamment, le syn-
drome des ovaires polykystiques, touchant 5 a 10 % des femmes. Les modifi-
cations endocriniennes sont dues a un arrét de la multiplication des cellules
de la granulosa. Cependant, la theque continue de synthétiser une forte quan-
tité d’androgene entrainant des symptomes d’hirsutisme. D’autres symptdmes
sont retrouvés tel qu'une aménorrhée et des troubles du métabolisme (résis-
tance a I'insuline, dyslipidémie et obésité).

L'infertilité peut étre expliquée physiologiquement par une modification géné-
tique pour la majorité des pathologies citées ci-dessus (Busuttil Leaver, 2016 ; Krausz
& Riera-Escamilla, 2018; Roldan, 2018; Vander Borght & Wyns, 2018). Cependant,
elles peuvent étre également dt & une infection, un traumatisme d’une des struc-
tures du systeme reproducteur ou méme certains facteurs socio-environnementaux.
Dans ce dernier exemple sont retrouvés le tabac, impactant la qualité de I'éjaculat et
le bon déroulement de la grossesse, mais également certains pesticides comme le di-
bromochloropropane dont les effets reprotoxiques sont concentrations-dépendants

(Babich et al., 1981).

4.4.2 Fertilité, gestation et PE

Au niveau épidémiologique, peu de lien entre l'infertilité et I'expositions aux
PE ont été retrouvés que ce soit pour le BPA et BPS (Philips et al., 2018; Aung et al.,
2019), le TCS (Jurewicz et al., 2018) et le MP (Adoamnei et al., 2018 ; Aung et al., 2019).
Seule une augmentation du temps de gestation en lien avec I'exposition au BPS a été
retrouvée par Wan et al. (2018) (Tableaux 7, 8 et 9).

Les impacts du BPA et du BPS sur la reproduction ont été beaucoup plus étudiés
in vivo (Tableau 17). Chez les rongeurs males, le taux de testostéronémie se voit étre
diminué de maniere significative apres des expositions post-natales ou a partir de 21
jours a des doses de 2,4 a 50 ug/kg/j de BPA ou BPS (Akingbemi et al., 2004 ; Della
Seta et al., 2006; Shi et al., 2017 ; Jeminiwa et al., 2021; Ullah et al., 2021). Cependant,
les études d’expositions in utero ne semblent pas modifier la testostéronémie a 1'age

adulte (Akingbemi et al., 2004 ; Kaimal et al., 2021). De nombreuses modifications de
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la qualité du sperme ont été retrouvées. Des diminutions de la concentration en sper-
matozoides, de leur mobilité ainsi qu’une tératospermie ont notamment été retrou-
vées dans de nombreuses publications a différentes concentrations d’expositions (de
0,5 ug/kg/ja 200 mg/kg/j) et ce, aussi bien apres une exposition in utero qu’a I'age
adulte (Al-Hiyasat et al., 2002; Shi et al., 2017 ; Shi et al., 2018; Dai et al., 2021 ; Ullah
et al., 2021; Wu et al., 2021 ; Darghouthi et al., 2022). Ces modifications de la qualité
du sperme sont souvent accompagnées d'une augmentation du stress oxydant intra-
testiculaire (Chitra ef al., 2003; Dai et al., 2021; Ullah et al., 2021). Cependant, seules
5 études sur 11 observent un impact sur le poids des organes reproducteurs apreés
des expositions prolongées a I’age adulte pour 4 d’entre-elles (Al-Hiyasat et al., 2002 ;
Chitra et al., 2003 ; Kabuto ef al., 2004 ; Shi et al., 2018 ; Ullah et al., 2021).

Le BPA et BPS semblent également avoir un impact sur une apparition précoce
de la puberté féminine (Honma et al., 2002 ; Nikaido et al., 2004 ; Ryan et al., 2006). De
plus Ahsan et al. (2018) montre une diminution de certains parameétres apres une ex-
position de 1 a 10 jours d’age a forte dose (50 mg/kg/j de BPS ou BPA) : diminution
de la sécrétion de LH, FSH et progestérone; diminution des réserves ovocytaires;
diminution du nombre de petits par méres; diminution du poids des ovaires et de
I'utérus. A l'inverse Kaimal et al. (2021) n’observent aucune modification de la re-
production féminine a 5 ug/kg/j de BPA ou BPS lors d’exposition in utero.

Les études de reprotoxicité du TCS ont été faites majoritairement sur des modeles
in vivo aquatiques (Weatherly & Gosse, 2017 ; Sinicropi et al., 2022). Cependant, les
études sur rongeurs montrent des effets concentrations dépendants du TCS sur la
reproduction féminine et masculine (Tableau 16). Une modification du poids des
organes reproducteurs féminins et masculins ont été retrouvés dans 4 études sur 5
(Kumar et al., 2009; Jung et al., 2012; Cao et al., 2018; Mandal et al., 2020; Priyanka
et al., 2020). Egalement, des diminutions des taux d’hormones circulantes ont été
retrouvées chez les deux sexes pour toutes les publications étudiant ce parametre
(Kumar et al., 2009; Zorrilla et al., 2009 ; Feng et al., 2016 ; Cao et al., 2018 ; Pryianka et
al., 2020) excepté Abd-Elhakim et al. (2018).

Peu d’étude de reprotoxicité du MP ont été faites (Tableau 18) et seule une di-
minution du poids des ovaires sans modification de la reproduction féminine a été

retrouvée lors d’exposition post-sevrage a 1000 mg/kg/j de MP (Vo et al., 2010).



94 Chapitre 4. Systémes reproducteurs

De la méme maniere que précédemment, la majorité des études utilisent des
fortes doses, ne se concentrent que sur un PE spécifiquement et ne regarde que 1'im-
pact direct ou indirect sur de petites fenétres (in utero, péri natale, ...). De maniere
générale, ’ensemble des questions aujourd’hui posées quant a I'impact des PE sur
les différents systémes restent sans réponse précise. La nécessité de I'exploration de
I'impact d"un cocktail de PE & des doses réalistes sur plusieurs générations est im-

portante pour répondre a la question : quel est I'impact réel des PE sur la santé?
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Chapitre 4. Systémes reproducteurs

Espece étudiée Sexe  Concentration Age d’exposition
Rats Q 0,5, 5, 50 mg BPA ou BPS/kg/j 1-10j
2,4,10 pug, 100,200 mg BPA/kg/j  21-35j
12j iu-21j PN
Rats (Long-Evans) g 2,4 jig BPA /kg/j
21-90j
Souris <4 5,25,100 ng BPA /kg/j 60-90j
Rats (Wistar) =4 0,2,2,20 ug BPA/kg/j 45-90j
Souris (C57BL/6) 4 2, 20,200 mg BPS/kg/j 8-12sem
Rats (Wistar) J 50 ug/L BPS 3-13sem
Rats (Sprague-Dawley) Jd 40 ug BPA/kg/j 23-30j
Souris (ICR/]Jcl) 2,20 ug BPA/kg/j 11-17j iu
Rats (Long-Evans) Jd 5 ug/L BPA ou BPS 21-35j
Souris (ICR) J 5,10 ug BPA/kg/j 7] pré-gest-4sem PN
Rats (Sprague-Dawley) ¢etd 5 pugBPA ou BPS/kg/j 6-21jiu
Rats (F344/N) Q 0,1 mg BPA/kg/j 3j iu-20j PN
Souris (ICR) Q 0,5, 10 mg BPA /kg/j 11-19j iu
Souris (C57/Bl-6) Q 2,200 pg BPA/kg/j 3j iu-21j PN
Souris (CD-1) Jd 50 ug, 10 mg BPA ou BPS/kg/j 1-60j
Souris (CD-1) =4 0,5, 20, 50 ng BPA ou BPS/kg/j 11-21j iu
Rats (Wistar) 1,10, 100 ug BPA/ind/inj
d 1-115
Souris (ICR) 0,1,1,5,10 ug BPA/ind/inj
Souris (CD-1) Q 0,5, 5,50 ug BPA ou BPS/kg/j 10-17j iu
Rats (Sprague-Dawley) d 0,5,5,50 ug/L BPS 3-51sem
Rats (Sprague-Dawley) J 50, 100 mg BPS/kg/j

TABLEAU 17 — Impacts du bisphénol A (BPA) et S (BPS) sur le systéeme reproducteur du rongeur. FSH,
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Effets observés Concentrations effectives Références
J LH et FSH 5mg BPA/kg/j
| réserves ovocytaires 5,50 mg BPA ou BPS/kg/j
J poids ovaires et utérus Ahsan et al., 2018
J LH, FSH, progestérone 50 mg BPA ou BPS/kg/j
J nombre petits par meéres
| testostéronémie et LH 2,4 ug/kg/j
Pas de modification hormale )

Organes reproducteurs normaux Akingbemi et al., 2004
1 LH sérique 2,4 ug BPA /kg/j

Organes reproducteurs normaux -

J poids testicules 5,25,100 ng BPA /kg/j 7

J concentration sperme 25,100 ng de BPA /kg/j Al-Hiyasat et al., 2002
J poids testicules et épididyme . .

1 stress oxydant intra-épididymaire 0.2,2,20 g BPA/kg/j Chitra et al., 2003
Organes reproducteurs normaux -

1 stress oxydant testiculaire 2,20, 200 mg BPS/kg/j Dai et al.. 2021
J concentration et mobilité sperme 20, 200 mg BPS/kg/j v

1 anormalités spermiques 200 mg BPS/kg/j

Organes reproducteurs normaux B

Pas de stress oxydant testiculaire Darghouthi et al., 2022
J concentration, viabilité et mobilité sperme, 1 anomalies 50 ug/L BPS

| testostéronémie a 30 et 105j 40 ug BPA/kg/j Della Seta et al., 2006
Puberté précoce 20 ug BPA/kg/j Honma et al., 2002
| testostéronémie 5 ug/L BPA Jeminizoa et al., 2021
Organes reproducteurs normaux -

J poids testicules 10 ug BPA/kg/j Kabuto et al., 2004
Pas d’impact sur la grossesse

Organes reproducteurs normaux .

Pas de modification de I'ovogenese ) Kaimal et al., 2021
Pas de modification de la testostéronémie

Pas d’impact sur la grossesse - Negishi et al., 2004
Puberté précoce 10 mg BPA /kg/j I

Cycles menstruels plus longs 0,5,10 mg BPA /kg/j Nikaido et al., 2004
Puberté précoce 200 pg BPA /kg/j Ryan et al., 2006
N testoﬁéfonémm 50 ug, 10 mg BPA ou BPS/lfg/] Shi et al., 2017
J mobilité sperme 10 mg BPA ou BPS/kg/j

1 poids testicules 0,5 ug BPA/kg/j

J concentration sperme 0,5, 20 1g de BPA ou BPS/kg/j Shietal. 2018
J mobilité sperme 0,5 ug BPS/kg/j

1 déformations spermatides 10, 100 pg/ind/inj

Organes reproducteurs normaux -

1 déformations spermatides 1, 5,10 pg/ind/inj Toyama et al., 2004
Organes reproducteurs normaux -

Apparition puberté normale

Pas de modification hormonale ) Tucker et al., 2018
J poids épididyme

1 stress oxydant testiculaire

| LH et FSH 50 ug/L BPS Ullalh et al., 2021
J concentration et mobilité sperme

| testostéronémie 5et 50 ug/L BPS

Pas de modification de la taille des organes reproducteurs - Wit ef al.. 2021
J concentration sperme et 1 des anormalités 50, 100 mg BPS/kg/j v

hormone folliculostimulante ; gest, gestation; iu, in utero; LH, hormone lutéinisante ; PN, post-natal.
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Espeéce étudiée Sexe  Concentration Age d’exposition  Effets observés Concentrations effectives Références
Pas de modification du sperme

Rats (Wistar) Jd 0,1,1 % de MP 4-12 sem Pas de modification de la spermatogenese - Oishi, 2004
Pas de modification des hormones circulantes
Pas de modification de la puberté

Rats (Sprague-Dawley) ¢  62,5,250,1000 mg/kg/j 21-40j Pas de modification du cycle menstruel . Vo et al., 2010

Pas de modification des hormones circulantes

1 poids ovaires 1000 mg/kg/j

TABLEAU 18 — Impacts du méthylparabéne (MP) sur le systeme reproducteur du rongeur.
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Problématiques et objectifs

La question de I'impact des polluants, dont celui des PE, sur la santé humaine
est une problématique de plus en plus discutée dans notre société. Un lien entre
I'exposition aux PE et l'apparition de pathologies chroniques a été décrit par de
nombreuses études épidémiologiques, mais on ne connait que peu de choses sur les
mécanismes a la base de leur action. Pourtant ’'Homme est exposé chroniquement
a de nombreux produits chimiques car ceux-ci sont retrouvés dans l’alimentation
et les produits de la vie quotidienne (cosmétiques, plastiques, ...). De plus, il existe
des périodes fragiles au cours de la vie, notamment autour de la gestation ot1, selon
la théorie des DOHaD, toute exposition ou perturbation de I’environnement péri-
natale induit des modifications sur la génération exposée in utero mais aussi sur les
générations d’apres. On peut donc tout naturellement se demander quels peuvent
étre les effets de ces polluants sur la santé humaine, mais surtout sur la santé de
leurs descendants.

Dans ce cadre, 2 grandes études épidémiologiques frangaises, EDEN, au niveau
national, et SEPAGES, au niveau du bassin grenoblois, ont étudié 1'exposition aux
PE chez les femmes enceintes. Trois PE ont été retrouvés majoritairement dans leurs
urines : le BPS, le MP et le TCS. Pourtant, comme vu précédemment, la majorité des
études sur modéle rongeur ont étudiés I'impact de ces PE seuls, apres une exposition
directe ou indirecte de courte durée et a forte dose uniquement. De ce fait, la ques-
tion de I'impact chronique de ces PE en cocktail, a doses réalistes et sur un modéle
transgénérationnel, permettant d’étudier les modifications épigénétiques et 'impact
sur la santé des descendants reste a étre exploré.

Les concentrations moyennes et hautes rapportées dans les études épidémiolo-
giques EDEN et SEPAGES, ont été utilisées afin de reproduire une exposition fidele a
la réalité sur un modele rongeur. Les effets de ce cocktail sur le métabolisme énergé-
tique, le cerveau et le systeme reproducteur ainsi que les mécanismes épigénétiques

associés a leur transmission a la descendance ont été étudiés. Une analyse a deux
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ages différents (post-sevrage et adulte) a permis d’étudier 'impact des PE sur diffé-
rentes fenétres de développement.

Une description du modele transgénérationnel ainsi que des différentes méthodes
utilisées sont présentées dans la partie "Matériel et méthodes". Une premiére partie
"Métabolisme énergétique” décrit les impacts directs, indirects et transgénération-
nels des mélanges de PE sur le tissu hépatique grace a une analyse de l'intégrité
du tissu, du fonctionnement mitochondrial, du stress oxydant et du transcriptome.
Egalement, les parametres glycémiques ont été étudiés grace a des tests de tolérance
au glucose et a I'insuline, aux dosages des réserves en substrats énergétiques dans
les différents compartiments, aux dosages des différents parametres sanguins et a
I'exploration de la sensibilité des récepteurs a I'insuline. Une deuxiéme partie "Cer-
veau, neuroendocrinologie et comportement" décrit les impacts directs, indirects et
transgénérationnels des mélanges de PE sur I'apparition de troubles comportemen-
taux que sont I'hyperactivité, 1’anxiété et la dépression. Ces mesures sont complé-
tées par une étude par imagerie a résonance magnétique (IRM) a haute résolution
permettant de visualiser les modifications structurelles induites par les PE. Enfin,
une derniére partie "Systeme reproducteur” décrit les impacts directs, indirects et
transgénérationnels des mélanges de PE sur la fertilité féminine, masculine et le bon

déroulement de la gestation.
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Deuxieme partie

Matériel et méthodes
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Toutes les procédures expérimentales ont été menées en accord avec les direc-
tives 2010/63 /UE dans une animalerie agréée au LBFA (agrément n°B3842110001) et
au GIN (agrément n°C3851610008). Elles ont été examinées et approuvées par le co-
mité d’éthique institutionnel pour les soins aux animaux (ComEth Grenoble - C2EA
- 12) et autorisées par le ministéere de I’'Enseignement Supérieur et de la Recherche
francais (protocoles APAFIS n°2019062321234800 et n°2020031313009152 respective-

ment).
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Chapitre 5

Modele d’exposition

5.1 Mélange de PE

Le BPS (103039, Merck, Allemagne), le TCS (L18655, Alfa Aesar, Allemagne) et
le MP (H5501, Merck, Allemagne) ont été chacun dilués dans de 1’éthanol absolu
(32221, Merck, Allemagne) afin de former des solutions méres de 0,5 g/L,2 g/L et 2
g/L respectivement. Ces solutions meres ont été conservées a 4°C et ont été refaites
tous les mois afin de garantir la concentration en polluant. A 1’aide des solutions
meres, I’eau de boisson des groupes exposés a été modifiée afin d’obtenir les expo-
sitions auxquelles la population francaise est réellement exposée selon les données
des études épidémiologiques EDEN et SEPAGES (Philippat et al., 2014; Philippat et
al., 2017) :

— Un groupe faiblement contaminé, aussi appelé “low dose” (LD) et qui corres-

pond a 'exposition moyenne de la population francaise, soit une exposition
a 50 ng/kg/j de BPS; 200 ng/kg/j de MP; 20 ng/kg/j de TCS et 0,03 % de
solvant vecteur

— Un groupe fortement contaminé, aussi appelé "high dose” (HD) et qui corres-

pond a l'exposition la plus forte retrouvée dans la population frangaise, soit
une exposition a 5000 ng/kg/j de BPS; 20 000 ng/kg/j de MP; 2000 ng/kg/]
de TCS et 0,03 % de solvant vecteur
L’eau de boisson du groupe contrdle a été ajustée afin de tenir compte de la présence
du solvant vecteur dans chacun des groupes exposés a hauteur de 0,03 % de solvant

vecteur.
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5.2 Validation du modele d’exposition

5.2.1 Contamination externe due aux plastiques

Afin de s’assurer d'une absence de contamination par les plastiques des cages
en polysulfone (Tecniplast, Italie) et des biberons en polyphénylsulfone (Tecniplast,
Italie), un dosage des concentrations en BPS, MP et TCS a été fait dans une eau traitée
aux UV apres avoir été en contact pendant 4 jours avec ces plastiques (Rovaltain,
France) (Tableau 19). Aucune contamination par les PE étudiés n’a été induite par
les cages et les biberons aprés 4 jours mis a part une légere contamination de 1’eau
des biberons au BPS. Un changement de ’eau sera donc réalisé tous les 4 jours pour

limiter une contamination externe.

Biberon en Cage en
polyphénylsulfone  polysulfone

Triclosan (ug/L) 0 0
Bisphénol S (ug/L) 0,197 0
Méthylparabene (1g/L) 0 0

TABLEAU 19 — Concentrations des différents contaminants retrouvées dans de 1’eau traitée aux UV
apres 4 jours au contact des plastiques.

5.2.2 Interactions contenant-contenu

Les plastiques sont connus pour présenter des interactions contenant-contenu
(phénomeénes d’adsorption, d’absorption, perméation et relargage) pouvant modi-
fier les concentrations du contenu. Afin d’évaluer ces risques d’interactions entre le
plastique des biberons et les PE étudiés, un mélange des PE dans 1’eau de boisson (20
ug/L de TCS; 70 ug/L de BPS et 200 ug/L de MP) a été dosé a to, 24h et 4 jours apres
remplissage du biberon et comparé a une méme solution dans un contenant témoin
en verre (Rovaltain, France) (Tableau 20). Jusqu’a 4 jours, aucune modification de la

concentration du contenu n’a été observée dans 1’eau de boisson.

5.2.3 Test d’appétence

Afin de s’assurer une absence de modification du gotit de I'eau par les PE, et donc

une modification de la consommation d’eau par les animaux, un test d’appétence a
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Mélange Biberon en polyphénylsulfone Cage en polysulfone

to t=24h t = 4 t = 24h t =4
Triclosan (ug/L) 21416 20,39 19,472 22,454 22,538
Bisphénol S (ug/L) 69977 69,328 69,766 70,326 69,744
Méthylparabene (ug/L) 192560 200,111 195,922 203,380 203,581

TABLEAU 20 - Le mélange des PE (tp) dans I'eau de boisson a été effectué. Le mélange a ensuite été
placé dans les différents contenants en plastique nécessaires a 'entretien des animaux. Apres 24h et 4
jours au contact des plastiques, de nouveaux dosages ont été effectués afin de valider 1’absence d’in-
teractions contenant-contenu.

été effectué. Six rats Wistar males adultes d’environ 14 semaines ont été mis en cage
individuelle afin de mesurer la consommation d’eau. Le test a duré 4 semaines, avec
chaque semaine une nouvelle composition d’eau :

— Semaine 1 : eau non contaminée

— Semaine 2 : eau faiblement contaminée (LD)

— Semaine 3 : eau contaminée au solvant vecteur (éthanol) a une concentration

de 0,03%

— Semaine 4 : eau fortement contaminée (HD)
En plus de la mesure de la consommation d’eau quotidienne pendant 7 jours, la prise
de poids a également été mesurée 2 fois par semaine afin de rapporter la consom-
mation d’eau en ml/j/100g de poids corporel (Figure 38). Seule une modification de
la consommation d’eau a été retrouvé avec le groupe d’eau non contaminée le jour
1,5, 6 et 7. La présence ou non de PE n’a cependant pas entrainé de modification de

la consommation d’eau par rapport au groupe contrdle (vecteur éthanol).

)
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FIGURE 38 — Résultats du test d’appétence (n=6). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur
type (SEM). Les groupes exposés sont comparés aux données du groupe contrdle eau + éthanol (EtOH).
De méme les données controdle, "low dose" et "high dose" ont été comparés au groupe eau. En bleu sont
exprimés les résultats statistiques eau versus controle, “low dose” et "high dose” * p-valeur<0,05; ** p-
valeur<0,01.
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Chapitre 6

Expérimentations

6.1 Animaux

L'ensemble des travaux ont été réalisés sur des rats de souche Wistar (Charles
River, France). Les conditions d’élevage des différentes générations sont décrites
ci-apres. Pour toutes les générations, les rats ont été placés par 6 maximum dans
des cages en polysulfone (Tecniplast, Italie) remplies de sciures de peuplier (Serlab,
France) et sans enrichissement afin d’éviter une contamination supplémentaire des
rats par les polluants étudiés ainsi que d’autres polluants pouvant biaiser 1'étude.
Une photopériode de 12h/12h (jour/nuit) a été établie afin de ne pas perturber le
cycle circadien. La piece a été maintenue a 22°C + 1°C. Les rats ont été nourris ad
libitum avec de la nourriture pauvre en phyto-oestrogene (Genobios, France) dont la
composition est présentée dans la Figure 39 ci-apres. L'eau a été distribuée 2 fois par
semaine dans des biberons en polyphénylsulfone (Tecniplast, Italie). Le poids des
rats ainsi que la quantité de nourriture consommée ont été mesurés de maniére heb-
domadaire de I’age de 3 a 12 semaines pour tous les sexes et toutes les générations
(FO a F3) Le nombre de femelles et de males ayant participé au suivi pour chaque

groupes et générations est récapitulé dans le Tableau 21.

Génération FO Génération F1 Génération F2 Génération F3

cC b HD C LD HD C LD HD C LD HD

e 12 19 10 12 11 11 12 14 14 14 13 13
g 18 9 10 12 12 12 10 12 12 13 13 13

TABLEAU 21 —Nombre d’animaux ayant participé au suivi de la prise de poids et de la prise alimentaire
pour chaque groupe et chaque génération de 4 a 12 semaines. C, controle; LD, "low dose"; HD, "high
dose".
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Composition nutritive Acides gras (par kg) Vitamines (par kg)

Protéines 18,9 % C16:0 759 Vitamine A 15000 IE
Lipides 55 % c18:0 3,09 Vitamine D3 1200 IE
Fibres 3,5 % C20:0 0,29 Vitamine E 90 mg
Minéraux, cendres 7,0 % c18:1 13,09 Vitamine K 5 mg
Extraits non-azotés 53,1 % C18:2 21,09 Thiamine (B1) 15 mg
Matieres séches 88,0 % C18:3 13,09 Riboflavine (B2) 10 mg
Pyridoxine (B6) 10 mg
Acides aminés (par kg) Cobalamine (B12) 50 mg
Energie brute 16,6 MJ Arginine 9,09 Biotine 200 pg
Energie métabolisable 13,9 MJ Cystine 4049 Choline 1 000 mg
Histidine 459 Acide folique 2mg
Minéraux (par kg) Isoleucine 709 Niacine 40 mg
Calcium 10,09 Leucine 21,09 Acide pantothénique 20 mg
Phosphore 6,59 Lysine 9,09
Sodium 3,09 Méthionine 459
Magnésium 25¢g Phénylalanine 10,0 g
Thréonine 6,59
Oligo-éléments (par kg) Tryptophane 2,09
Fer 200,0 mg Tyrosine 709
lode 4,0 mg
Cuivre 15,0 mg
Cobalt 1,5 mg
Manganese 120,0 mg
Sélénium 0,2 mg
Zinc 75,0 mg

FIGURE 39 — Composition de la nourriture pauvre en phyto-oestrogéne (Genobios, France).



6.1. Animaux 111

6.1.1 Modéle transgénérationnel

Une génération, dite F-1, composée de 36 femelles et 26 males agés d’environ 12
semaines, a été habituée pendant 1 semaine a I’animalerie puis a été séparée aléatoi-
rement en 3 groupes selon le schéma suivant :

— Un groupe controle composé de 10 femelles et 4 males

— Un groupe low dose composé de 10 femelles et 8 males

— Un groupe high dose composé de 10 femelles et 8 males
Les males et femelles de chaque groupe ont ensuite été exposés ou non aux PE pen-
dant 2 semaines avant d’étre reproduit afin d’obtenir une génération FO de males
et femelles exposés du stade gamete jusqu’a 1’age de 19 semaines. La génération FO
a été reproduite a 1’age de 12 semaines afin de donner une génération F1 dont les
males et femelles ont été exposés indirectement du stade gamete jusqu’au sevrage a
21 jours. La génération F1 a également été reproduite a 1’age de 12 semaines afin de
donner une génération F2. Cette F2 a donc été indirectement exposée au stade ga-
mete. Afin d’avoir un modele transgénérationnel, la génération F2 a été reproduite
al’age de 12 semaines afin de donner une génération F3 n’ayant jamais été exposée

(Figure 40).
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Légende

= Exposition directe par I’eau de boisson

Exposition indirecte par le lait maternel

Manipulation in vivo sur les femelles

Frottis vaginaux
Glycémie gestationnelle a 7 jours de grossesse
Glycémie gestationnelle a 18 jours de grossesse

Euthanasie par décapitation

Manipulation in vivo sur les méles adultes ‘ ou juste sevrés

Test de tolérance au glucose
Test de tolérance a I'insuline

Euthanasie par exsanguination

Euthanasie par décapitation +
extraction de mitochondries hépatiques

Injection de NaCl en intrapéritonéal +
euthanasie par décapitation +
extraction de mitochondries hépatiques

Injection d’insuline en intrapéritonéal +
euthanasie par décapitation

Comportement +
euthanasie par perfusion intra-cardiaque pour IRM
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6.1.2 Reproduction

Le nombre de femelles et de males ayant participé a la reproduction pour chaque
groupes et générations est récapitulé dans le Tableau 22. La reproduction a été effec-
tuée entre les males et femelles provenant d'un méme groupe et de la méme généra-

tion.

Génération FO Génération F1 Génération F2 Génération F3

CcC b HD C LD HD C LD HD C LD HD

e 28 41 35 22 22 22 30 30 30 28 27 27
g 22 26 22 40 44 41 30 30 30 42 42 42

TABLEAU 22 — Nombre d’animaux ayant participé a la reproduction pour chaque groupe et chaque
génération. C, controle; LD, "low dose" ; HD, "high dose".

Afin de définir le premier jour de grossesse, la reproduction des rats a été suivie a
'aide de frottis vaginaux. A partir de 1’age de 12 semaines et pendant 5 jours, les rats
males et femelles d'un méme groupe et d'une méme génération ont été mis ensemble
chaque soir et séparés chaque matin afin de connaitre précisément la date de début
de grossesse. Des frottis ont été effectués tous les matins pendant 4 jours a I'aide de
coton tige et de sérum physiologique (NaCl 0,9 %, Lavoisier, France). Le frottis a en-
suite été étalé sur une lame en verre puis lue au microscope. Le 1¢" jour de grossesse
a été défini lorsque des spermatozoides ont été observés (Figure 41). Les males et
femelles ont ensuite été laissés ensemble pendant 1 semaine supplémentaire afin de
conserver un stimulus copulatoire permettant la libération de prolactine nécessaire

au maintien du corps jaune (Freeman et al., 2000; Maeda et al., 2000).
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FIGURE 41 — Photo d’un frottis vaginal d’une femelle fécondée. Les longs filaments représentent les
queues des spermatozoides. Il est également possible de ne visualiser que la téte du spermatozoide
ressemblant a un crochet.
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A la naissance, les portées sont égalisées a 10 petits (FO a F3) afin d’assurer un
allaitement équivalent pour tous les ratons des différentes meres et apres avoir dé-
nombré le nombre total de petits ainsi que la quantité de males et de femelles par
portée pour les générations FO (n=22, n=32 et n=23 pour les groupes controles, LD et
HD respectivement), F1 (n=12, n=14 et n=13 pour les groupes controles, LD et HD
respectivement), F2 (n=28, n=26 et n=25 pour les groupes contrdles, LD et HD res-
pectivement) et F3 (n=17 pour tous les groupes). Les ratons surnuméraires ont été
donnés a des meéres du méme groupe ayant eu une portée a moins de 10 petits, ou
ont été euthanasiés par décapitation. Les ratons des générations F1 (nocontrsle=98,
nop=150 et noyp=93 et Ny controle=104, Ny p=148 et nyyp=123), F2 (Ngcontrole=69,
norp=71 et nggp=>56 et Ny controle =49, Ne1.p=66 et nyp=67), F3 (Nocontrole=115, nor p=135
et nopp=98 et Nycontrole=144, NyLp=124 et ngyp=142) et F4 (Ngcontrole=62, NoLp=79 et
Nopp=62 et Nycontrole=101, Ny p=94 et nypp=86) ont été identifiés par section des

doigts entre 7 et 10 jours et ont été sevrés et pesés a exactement 21 jours.

L’ensemble des protocoles expérimentaux suivants ont été effectués pour les gé-
nérations FO, F1 et F3 uniquement. La F2, mesurant un impact indirect des PE, n’a
pas été étudiée, sauf mention contraire. L'ensemble des manipulations in vivo et eu-

thanasies sont retrouvés schématisés par la Figure 40.

6.2 Tests in vivo

6.2.1 Suivi de la glycémie gestationnelle

A 7 jours et 18 jours de grossesse et aprés un jeun de 16h, une mesure de la gly-
cémie a été effectuée a I'aide d'un glucometre (Accu-Chek, Roche, Suisse) pour la
génération FO (n=19, n=28 et n=22 pour les groupes controles, LD et HD respective-
ment), F1 (n=11, n=12 et n=13 pour les groupes contrdles, LD et HD respectivement),
et F3 (n=18, n=15 et n=16 pour les groupes controles, LD et HD respectivement). La
mesure a été suivie d'une prise de sang en bout de queue dans un tube hépariné
(environ 2 uL. d’héparine 50 000 UI pour 250 uL de sang) avant d’étre centrifugé a
1200 g pendant 6 minutes a 4°C. Les femelles dont la date de début de grossesse est

indéfinie ont également été prélevées afin de maintenir un facteur stress similaire.



116 Chapitre 6. Expérimentations

6.2.2 Test de tolérance au glucose

Douze males agés de 19 semaines (FO, F1 et F3) et de 3 semaines (F1 et F3) de
chaque groupe ont été mis a jeun la veille du test (n=12 pour tous les groupes et
toutes les générations). Le lendemain matin, aprés 16h de jetine, les animaux ont
été pesés puis laissés au calme pendant 30 min sous des lampes chauffantes afin
d’entrainer une vasodilatation et de faciliter le prélévement sanguin. Une incision
en bout de queue, aprés désinfection des ciseaux et de la queue a I’alcool 70 %, a été
effectuée afin de mesurer la glycémie a jeun suivie d’une prise de sang. Le sang a
été prélevé dans un tube hépariné (environ 2 uL d’héparine 50 000 UI pour 250 uL
de sang) avant d’étre centrifugé a 1200 g pendant 6 minutes a 4°C. Le plasma a été
récupéré et conservé a -80°C avant mesure de l'insulinémie.

Une mesure de la glycémie a été faite toutes les 10 minutes jusqu’a stabilisation
de la glycémie avant de commencer le test. Chaque rat a ensuite été gavé au glucose
30 % (Lavoisier, France), a raison de 2 g/kg de poids corporel. La glycémie a été
mesurée toutes les 5 minutes pendant 45 minutes puis a 60, 90 et 120 minutes apres le
gavage au glucose a I'aide d"un glucometre (Accu-Chek, Roche, Suisse). Les mesures
de glycémie ont été représentées en fonction du temps, et les aires sous la courbe

(AUC) ont été rapportées au temps ty et exprimées en mg/dL*120 min.

6.2.3 Test de tolérance a I'insuline

Une semaine apres le test de tolérance au glucose, les 12 mémes males agés de
20 semaine (FO, F1 et F3) et de 4 semaines (F1 et F3) de chaque groupe ont été mis
a jeun le matin du test. Apres 5h de jetine, les animaux ont été pesés puis laissés au
calme pendant 30 min sous des lampes chauffantes afin d’entrainer une vasodila-
tation et de faciliter le prélevement sanguin. Une incision en bout de queue, apres
désinfection des ciseaux et de la queue a I’alcool 70 %, a été effectuée afin de mesurer
la glycémie a jeun.

Une mesure de la glycémie a été faite toutes les 10 minutes jusqu’a stabilisation
de la glycémie avant de commencer le test. Chaque rat a ensuite recu une injection
d’insuline, & raison de 1mU/g de poids corporel, en intrapéritonéal. La glycémie a

été mesurée a 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 et 90 minutes apres l'injection a l'aide d'un
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glucometre (Accu-Chek, Roche, Suisse). Pour les ratons de 4 semaines (F1, F3), les
mesures ont été faites jusqu’a 50 minutes puis une injection systématique de glu-
cose 30 % (Lavoisier, France), a raison de 1g/kg, a été réalisée en intra-péritonéal
afin d’éviter une hypoglycémie trop importante. Les mesures de glycémie ont été
représentées en fonction du temps, et les aires au-dessus de la courbe (AOC) ont été
rapportées au temps ty et exprimées en mg/dL*90 min pour les rats de 20 semaines

(FO, F1, F3) ou mg/dL*50 min pour les ratons de 4 semaines (F1, F3).

6.2.4 Tests comportementaux

L’ensemble des males inclus dans la partie "Cerveau, neuroendocrinologie et
comportement” de I’étude n’a subi aucun test in vivo au préalable. Une manipulation
quotidienne des rats a été effectuée pendant 1 semaine afin d’habituer les rats a étre
pris (aussi appelé "handling”) pour de ne pas engendrer de biais expérimentaux, tel
que de 'anxiété, lors des tests comportementaux. Apres la semaine de "handling”,
les tests comportementaux ont été fait du moins stressant au test le plus stressant
sur 2 jours : l'open field puis l'elevated plus maze le matin du 1" jour de test. Le test

de Porsolt a été effectué le matin du 2°™¢ jour de test avant l’euthanasie des rats

(voir 6.3.1.4).

6.2.4.1 Testde l'open field

FIGURE 42 - Photos du test comportemental de I'open field. (A) représente un rat dans un des carrés de
l'open field tandis que (B) représente le matériel nécessaire a la mesure composé de 4 cases permettant
la mesure de 4 rats en méme temps.

Afin de mesurer 'activité locomotrice (Figure 42), des rats méales de 20 semaines
(FO, F1, F3) et de 4 semaines (F1, F3) (n=12 par groupe pour I'ensembles des ages

et générations) ont été placés dans une arene faite de Perspex blanc (Castorama,
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Saint-Martin-d"Héres, France) de 50 x 50 x 40 cm faiblement éclairée. Les rats ont
été filmés pendant 30 min. Une analyse de la distance parcourue dans le temps a
été effectuée grace au systeme de tracking Noldus du logiciel Ethovision module XT

(Wageningen, Pays-Bas).

6.2.4.2 Test de l'elevated plus maze (EPM)

Afin de mesurer 1'anxiété, des rats de 20 semaines (F0, F1, F3) et de 4 semaines
(F1, F3) (n=12 par groupe pour 'ensembles des ages et générations) ont été placés
dans un labyrinthe en croix fait de Perspex noir (Castorama, Saint-Martin-d"Héres,
France) faiblement éclairé et constitué de 2 bras ouverts et 2 bras fermés. Le laby-
rinthe est surélevé de 55 cm, tous les bras font chacun 50 cm de longueur et 10 cm de
largeur et les bras fermés sont constitués de murs de 40 cm de haut (Figure 43). Les
rats ont été placés au centre du labyrinthe et ont été filmés pendant 5 min. Une ana-
lyse du temps cumulé passé dans les bras ouverts et fermés a été effectuée grace au
systeme de tracking Noldus du logiciel Ethovision module XT (Wageningen, Pays-
Bas). Un rat anxieux passera plus de temps dans un environnement clos et donc dans

les bras fermés (Kraeuter et al., 2019).

FIGURE 43 — Photos du test comportemental de 'elevated plus maze en présence d’un raton agé de 4
semaines (A) et d'un rat adulte 4gé de 20 semaines (B).

6.2.4.3 Test de Porsolt ou de nage forcé

Afin de mesurer 1’état émotionnel, des rats de 20 semaines (FO, F1, F3) et de 4
semaines (F1, F3) (n=12 par groupe) ont été placés dans un cylindre en Plexiglas
transparent de 40 cm de haut et 20 cm de diametre remplie d’eau a 24 + 1°C jus-

qu’a 30 cm de haut (Figure 44) et ont été filmés pendant 5 min sur fond noir dans
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FIGURE 44 - Photos du test comportemental de Porsolt en présence de rats adultes dgés de 20 semaines.

une piece faiblement éclairée. Une analyse du temps cumulé passé a étre mobile
ou immobile dans 1’eau a été faite grace au systeme de tracking Noldus du logiciel
Ethovision module XT (Wageningen, Pays-Bas). Un rat dit "déprimé" passera plus

de temps a étre immobile (Castagné et al., 2011).

6.3 Euthanasies

Différentes méthodes d’euthanasies ont été effectuées. De maniére générale, pour
les males n’ayant pas subi de test in vivo et pour une partie des femelles, la décapi-
tation a été utilisée afin de ne pas mesurer I'impact de ’anesthésiant sur les organes
et ne pas biaiser I’étude. Les males ayant subi des tests de tolérances in vivo, inclus
dans la partie neurologie et certaines femelles (dont les résultats ne sont pas pré-
sentés dans ce manuscrit), ont été euthanasiés par exsanguination apreés anesthésie
générale par isoflurane dans le but de faire des analyses histologiques des organes.
Le récapitulatif des différentes euthanasies par sexe, age et générations est retrouvé
dans la Figure 40.

Les différentes euthanasies sont précisément décrites dans les parties suivantes.
Pour I'ensemble des euthanasies, excepté la perfusion intra-cardiaque, I'ensemble
des conditions suivantes ont été appliquées. Toutes les euthanasies ont été précédées
d’un jetine de 16h et d"une pesée du rat. Aprés chaque euthanasie, la glycémie a été
mesurée grace a une goutte de sang (Accu-Chek, Roche, Suisse) puis le sang a été
prélevé dans un tube d’héparine de lithium (ThermoFisher Scientific, Etats-Unis) et
centrifugé a 1200 g pendant 6 minutes a 4°C afin de récupérer le plasma. Le poids
des différents organes a été mesuré afin d’établir une composition corporelle et les

organes ont été échantillonnés dans des cryotubes, plongés dans ’azote liquide puis
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conservés a -80°C. L'ensemble des organes mesurés et collectés pour les différentes
euthanasies est retrouvé dans le Tableau 23. La composition corporelle a été analysée
apres normalisation du poids des organes par rapport au poids total de I’animal

pour I'ensemble des euthanasies effectuées.

Décapitation Test de charge (NaCl)  Test de charge (insu.) Exsanguination

Pesé?  Prélevé? Pesé? Prélevé? Pesé? Prélevé? Pesé?  Prélevé?
Cerveau O O (@) o O N (@) (@]
Surrénale O N (@) N o N ©) N
Foie (@) (@) (@) (@) O O N O
Pancréas O O O @) O N O @)
Muscle gastroc. @) N (@) o @) (@) @) N
Muscle plantaire @) (@) (@) o O N o O
Muscle soléaire (@) N O N o N o N
TA mésen. O N @) N O N O N
TA épi. (@) N (@) N O N (@) N
TA rétro. O O O (@) O N O (@)
Epididyme (©) O (@) (@) O N O (@)
Testicule (@) O O O o N o O
Ovaire O O - - - - - -

TABLEAU 23 — Organes pesés et prélevés selon le type d’euthanasie, O signifiant "oui" et N signifiant
"non". épi., épididymal; gastroc., gastrocnémien; insu., insuline; mésen., mésentérique; rétro., rétro-
péritonéal;; TA, tissu adipeux.

6.3.1 Décapitation

Afin d’analyser I'impact des PE sur les différents tissus, et notamment sur le fonc-
tionnement mitochondrial, des décapitations ont été effectuées. En effet, I’anesthésie
a l'isoflurane est notamment connue pour entrainer des modifications du fonction-

nement de la mitochondrie (Vincenti et al., 1989).

6.3.1.1 Males FO et femelles FO a F3

Des males de la génération FO 4gés de 19 semaines (n=27, n=34 et n=22 pour le
groupe controle, LD et HD respectivement) ainsi que les femelles des générations FO
(n=20, n=31 et n=23 pour le groupe contrdle, LD et HD respectivement), F1 (n=12,
n=14 et n=13 pour le groupe controle, LD et HD respectivement) et F3 (n=17, n=17 et
n=16 pour le groupe contrdle, LD et HD respectivement) agées de 19 semaines, ont

été euthanasiés par décapitation (Figure 40). Pour les males FO, des mitochondries
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de foie ont été isolées pour 10 animaux de chaque groupe afin d’étudier la chaine

respiratoire mitochondriale (voir 6.4).

6.3.1.2 Test de charges en insuline (males F1 a F3)

Vingt-quatre males dgés de 3 et 19 semaines (F1 et F3) de chaque groupe ont requ
une injection d’insuline (NovoRapid 100 E/U/mL, Novo Nordisk, Danemark; 10
mU/g de poids corporelle; n=12 par groupe) ou de NaCl 0,9 % (Lavoisier, France;
n=12 par groupe) par voie intrapéritonéale afin d’analyser les voies de signalisation
de l'insuline sur différents organes par mesure semi-quantitative de la phospho-
rylation d’AKT par western blot (voir 6.6.1). Quinze minutes apres l'injection, les
animaux ont été euthanasiés par décapitation. Le méme lobe de foie ainsi que le gas-
trocnémien droit ont été échantillonnés dans des cryotubes pour les rats injectés a
I'insuline. Pour 10 des 12 males ayant recu une injection de NaCl, des mitochondries
de foie ont également été extraites afin d’étudier la chaine respiratoire mitochon-

driale (voir 6.4).

6.3.1.3 Exsanguination

Les 12 males agés de 19 semaines (F0, F1, F3) et de 3 semaines (F1, F3) inclus dans
les différents tests de tolérances ont été anesthésiés par anesthésie gazeuse générale
en cage (3,2 % d’isoflurane et 2 L/min d’O;) puis maintenus sous anesthésie au
masque (1,6 % d’isoflurane et 1 L/min d'O;). La cage thoracique a été ouverte afin
de freeze clamper un morceau de foie (n=12 pour tous les groupes d’exposition) a
l'aide d'une pince refroidie a I’azote liquide. Le foie freeze clampé a été utilisé pour
des études complémentaires, notamment pour évaluer les différences de marquages
des lysines 7 et 8 de I'histone Hy effectuée par Nour Zeaiter lors de sa thése encadrée
par le Professeur Uwe Schlattner au LBFA (Grenoble, France).

Les rats ont ensuite été euthanasiés par exsanguination par prélevement sur la
veine abdominale a l'aide d"une aiguille rincée a 1'héparine 5 UL Le sang a été col-
lecté et une goutte de sang a permis de mesurer la glycémie. Le sang a ensuite été
transféré dans tubes d’héparine de lithium et centrifugé comme expliqué précédem-

ment (voir 6.3). Le reste de foie ainsi que le pancréas ont été immergés dans de I’'OCT
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(CellPath, Etats-Unis), immergés dans de l'isopentane refroidie a 1’azote puis conge-
1és dans de 1’azote liquide et conservés a -80°C. Certaines femelles (n=10 par groupes
pour FO; n=8 par groupes pour F1 et F3) ont également suivi ce processus a I’age de

19 semaines.

6.3.1.4 Perfusion intra-cardiaque

La fixation du cerveau pour les analyses IRM a nécessité 1'exsanguination par
perfusion intracardiaque. Les méales dgés de 20 semaines des générations FO (n=8,
n=8 et n=10 pour les groupes controles, LD et HD respectivement), F1 (n=8 pour I’en-
semble des groupes) et F3 (n=8 pour I'ensemble des groupes), ainsi que des males
de 4 semaines des générations F1 (n=8, n=7 et n=8 pour les groupes controles, LD
et HD respectivement) et F3 (n=8 pour I'ensemble des groupes), ayant effectué des
tests comportementaux ont été anesthésiés par injection intra-péritonéale de pen-
tobarbital (150 mg/kg). La cage thoracique a été ouverte afin d’accéder au cceur
et d'introduire dans le ventricule gauche un cathéter relié a une pompe péristal-
tique. La pompe a délivré une solution de NaCl 0,9 % (5mL/min) puis une incision
de l'oreillette droite a été effectuée afin de laisser s’évacuer le sang et les solutions
perfusées. Une fois les 50 mL de NaCl perfusés, 150 mL d"un mélange glacé de pa-
raformaldéhyde 4 % et de 6,25 mM de Dotarem 0,5 mmol/mg (Guerbet, France),
utilisé en tant que produit de contraste nécessaire a la visualisation des différentes
structures cérébrales, a été perfusé. Une fois la perfusion terminée, les rats ont été
guillotinés. Afin d’obtenir des cranes contenant les cerveaux fixés, I'ensemble des
tissus de peau, de muscle et tendon a été retiré. Les cranes nettoyés contenant les
cerveaux fixés ont été placés dans une solution de paraformaldéhyde a 4 % pendant
4 jours. Les cranes contenant les cerveaux ont ensuite été immergés dans une so-
lution de Fomblin (Fens, Pays Bas) pendant au moins 11 jours avant analyse IRM

(voir 6.8).
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6.4 Mitochondries

6.4.1 Extraction des mitochondries hépatiques

Dix males agés de 19 semaines (FO, F1, F3) et de 3 semaines (F1, F3) de chaque
groupe ont été euthanasiés (voir 6.3.1) et les mémes lobes de foie ont été prélevés,
pesés puis placés immédiatement dans du tampon d’isolement (saccharose 250mM,
Tris Base 20mM, acide éthylene glycol-bis(f-aminoéthyl)-N,N,N’,N”-tétraacétique
(EGTA) 1mM, pH 7,4) a 4°C afin d’en extraire les mitochondries.

Le morceau de foie prélevé a été cisaillé en petit morceau et rincé 3 fois dans le
tampon d’isolement a 4°C afin d’éliminer les fragments graisseux et les hématies. Le
prélevement a ensuite été homogénéisé a 1’aide d'un potter puis centrifugé a 800 g
pendant 10 min a 4°C afin de séparer les mitochondries (surnageant) des noyaux et
débris cellulaires (culot). Le surnageant a été récupéré puis centrifugé a 5000 g pen-
dant 10 min a 4°C afin de concentrer les mitochondries dans le culot et les remettre
en suspension, apres élimination du surnageant, dans un tampon d’isolement. Cette
derniere étape a été répétée une nouvelle fois et les mitochondries ont été finalement
resuspendues dans un volume final de 1 a 1,5 mL de tampon selon la quantité de
foie prélevée. La concentration en protéines a été mesurée par méthode "bicinchoni-
nic acid assay” (BCA) dont la technique est décrite ci-apres (voir 6.5.1) apres dilution
au 1/100°™¢. Les mitochondries isolées ont été utilisées pour ’exploration de la res-
piration mitochondriale (voir 6.4.2) et la mesure de réactif oxydant (voir 6.4.3). Les
mitochondries restantes ont été conservées a -80°C pour d’autres expérimentations

(voir 6.6.2).

6.4.2 Exploration de la respiration des mitochondries hépatiques

La chaine respiratoire mitochondriale utilise 'O, pour produire de I’ATP et main-
tenir le potentiel membranaire. La respiration des mitochondries hépatiques a été
mesurée grace a un oxymetre (Mitocell, Strathkelvin Instruments, Royaume-Uni)
composé d'une chambre de mesure fermée hermétiquement, sous agitation constante
et maintenue a 30°C. Celle-ci est composée d'une cathode en platine polarisée a -0,7

V et d'une anode en argent en contact avec une solution de KCl. L'oxygéne présent
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Substrats Con'centl:at.i(.)ns Concentrations da'ns la cuve Références
solutions initiales  pour 1 mg/mL de mitochondrie
Glutamate 1M 5,5 mM G1626, Merck
Malate 05M 2,5 mM M9138, Merck
Succinate 1M 5 mM 52378, Merck
Roténone 0,5 mM 1uM R8875, Merck
Antimycine A 0,5 mM 3 uM A8674, Merck
Ascorbate de sodium 05M 5 mM A7631, Merck
ADP 100 mM 1 mM A2754, Merck
Oligomycine 0,5mg/mL 1 pg/mL 04876, Merck
TMPD 25 mM 1 mM T3134, Merck
DNP 50 mM 150 uM D198501, Merck

TABLEAU 24 — Substrats utilisés pour 1’exploration de la respiration mitochondriale hépatique par
oxygraphie. ADP, adénosine diphosphate ; DNP, 2,4-dinitrophénol; TMPD, N,N,N'N’"-tétraméthyl-1,4-
phénylénediamine.

dans la chambre est réduit au niveau de la cathode créant ainsi une différence de po-
tentiel. Les mitochondries isolées ont été mises dans un tampon de respiration (KCl
125 mM, Tris Base 20 mM, EGTA 1 mM, pH 7,2) a raison d’1 mg/mL. Le protocole
ci-dessous a été suivi pour analyser la consommation d’O; de la chaine respiratoire
des mitochondries hépatiques isolées. L'ensemble des concentrations ajoutées dans
la cuve de I'oxymetre ainsi que les références de I'ensemble des produits sont retrou-
vés dans le Tableau 24.

L’ajout de glutamate malate et/ou de succinate (associé a la roténone) permet de
mesurer la consommation d’oxygene de la chaine respiratoire par activation du com-
plexelet/oull; c’est1’état 2 (Figure 45). L'ajout d’ADP permet d’activer le complexe
V entrainant la production d’ATP et une dépolarisation de la membrane. Afin de
maintenir le potentiel membranaire, la consommation d’oxygene par la chaine res-
piratoire augmente; c’est I'état 3. Enfin 1’ajout d’oligomycine permet d’inhiber 1’acti-
vité du complexe V et donc fait diminuer la consommation d’oxygene par la chaine
respiratoire; c’est I’état 4. Le calcul de I'état 3 divisé par 1'état 4 permet de mesurer
le couplage de la membrane mitochondriale, c’est a dire a savoir si la consommation
d’O; est bien couplée a la production d’ATP.

Afin d’affiner I'analyse de la consommation d’O, de la chaine respiratoire, il est
possible d’analyser la respiration du complexe IV spécifiquement : I'antimycine A,
un inhibiteur du complexe III, est associée a 'ascorbate et au TMPD (IN,N,N’N’-

tétraméthyl-1,4-phénylenediamine) qui vont permettre d’alimenter le complexe IV
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FIGURE 45 — Schéma explicatif de 1’analyse de la consommation d’O, par les mitochondries. Le
glutamate-malate et/ou le succinate vont permettre un fonctionnement normal de la chaine respira-
toire aussi appelé état 2. L'ajout d’ADP (adénosine diphosphate) va permettre d’augmenter la consom-
mation d’O, et la production d’ATP (adénosine triphosphate) par la mitochondrie, aussi appelé état 3.
L'oligomycine va entrainer une inhibition du complexe V ce qui va diminuer la consommation d’O,
par la mitochondrie, aussi appelé état 4. Enfin, le DNP (2,4-dinitrophénol) permet de découpler les
mitochondries et donc d’étudier la consommation maximum d’O,. Cyt ¢, cytochrome c; NAD, nicoti-
namide adénine dinucléotide ; UQ, ubiquinol.

en électron. Enfin, le DNP (2,4-dinitrophénol) va entrainer une lésion de la mem-
brane mitochondriale entrainant donc une fuite de protons accélérée et donc une
perte du potentiel membranaire. La consommation d’oxygeéne par la chaine respi-
ratoire va alors étre maximale afin de rétablir le potentiel membranaire; c’est 1’état
découplé, c’est a dire que la consommation d’O; n’est plus liée a la production d’ATP
par le complexe V (figure).

L’ensemble des valeurs obtenues ont été exprimées en nmol O, /min/0,5 mg de

protéines.

6.4.3 Exploration de la production de dérivés réactifs de 1’oxygene par les

mitochondries hépatiques

La chaine respiratoire mitochondriale va physiologiquement entrainer une fuite

d’électrons qui entrainera la création de formes réactives de 1'oxygene. Cet oxygene
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est délétere pour la cellule, c’est pourquoi il est rapidement transformé par la cel-
lule en HyO,, moins réactif mais tout aussi dangereux en grande quantité pour la
cellule, puis est pris en charge par des enzymes antioxydantes permettant la trans-
formation de 1'H,O; en HyO et O,. La production de dérivés réactifs de I'oxygene
(ROS) par les mitochondries hépatiques a été mesurée dans une cuve sous agitation
a 30°C par fluorimétrie (F-2500, Hitachi, Japon) grace a la production d'H,O, par
les mitochondries. Le suivi cette production a été fait grace a la réaction de 'H,O,
avec 'Amplex Red (Aexcitation = 560 NM, A¢mission = 584 nm) en présence de peroxi-
dase de raifort. Les mitochondries isolées ont été mises dans un tampon KCl, BSA 15
% (pour bovin serum albumin) a raison de 0,5 mg/mL. Le protocole ci-dessous a été
suivi pour analyser la production de ROS par les différents complexes. L'ensemble
des concentrations ajoutées dans la cuve ainsi que les références de I’ensemble des

produits sont retrouvés dans le Tableau 25.

Substrats Concentrations Concentrations dans la cuve ) Références
solutions initiales  pour 0,5 mg/mL de mitochondrie
Amplex Red® 1mM 2 uM A12222, Invitrogen
HRP 5000 U/mL 10 U/mL P8250, Merck
Glutamate 1M 5mM G1626, Merck
Malate 05M 2,5 mM M9138, Merck
Succinate 1M 5 mM 52378, Merck
Roténone 0,5 mM 1uM R8875, Merck
Antimycine A 0,5 mM 0,5 uM A8674, Merck

TABLEAU 25 — Substrats utilisés pour I'exploration de la production de dérivés réactifs de 1’oxygene
par les mitochondries hépatiques. HRP, peroxidase de raifort.

Le glutamate malate est un substrat du complexe I qui permet le transfert des
électrons le long de la chaine respiratoire et entrainant une légere fuite d’électrons au
niveau du complexe III (Figure 46). L’ajout de roténone va inhiber spécifiquement le
complexe I entrainant une grosse fuite d’électrons au niveau de ce complexe. L'ajout
de I'antimycine A va entrainer une inhibition spécifique du complexe III, permet-
tant une sortie supplémentaire d’électrons au niveau de ce complexe. Le succinate
est un substrat du complexe II qui permet le transfert des électrons le long de la
chaine respiratoire et d’entrainer une légere fuite d’électrons au niveau du complexe

III et du complexe I par “flux reverse”. L'ajout de roténone va entrainer une inhibition
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de la sortie d’électrons au niveau du complexe I par inhibition spécifique de celui-
ci. Seule une légere fuite des électrons au niveau du complexe III va étre mesurée.
Cette fuite va étre potentialisée par 'ajout d’antimycine A par inhibition spécifique
du complexe III. Le calcul de la fuite des électrons par “flux reverse” uniquement,
peut étre calculé apres soustraction de la production d’'H,O, en présence de succi-
nate + roténone (fuite physiologique du complexe III) a celle initialement mesurée
en présence de succinate seul (fuite physiologique par le “flux reverse” + complexe
III). Les valeurs obtenues ont été exprimées en pmol d’"H,O,/min/mg de protéines

apres comparaison a une pente d’H,O, de concentration connue (H1009, Merck, Al-

lemagne).
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FIGURE 46 — Le flux d’électron est représenté par les fleches bleues et signalé par des "+". D'un coté,

I'ajout de glutamate-malate (A) permet d’étudier une faible fuite d’électrons au niveau de 1'ubiquinol
(UQ) puis, apres ajout de roténone, au niveau du complexe I et, enfin, au niveau de 1'UQ et du com-
plexe I apres ajout d’antimycine A. De I'autre c6té, ’ajout de succinate (B) permet d’étudier une faible
fuite d’électrons au niveau de 1'UQ et par “flux reverse” puis, apres ajout de roténone, uniquement
au niveau de I'UQ et, enfin, apres 1'ajout d’antimycine A, une forte fuite au niveau de 'UQ. Cyt ¢,
cytochrome ¢; NAD, nicotinamide adénine dinucléotide.
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6.5 Dosages

6.5.1 Contenu protéique

Les protéines ont été dosées par méthode BCA grace a un kit de Pierce (Thermo-
Fisher Scientific, Etats-Unis). Sur une microplaque (96 puits, SBS Standard), 25 uL
d’échantillon et 200 uL de réactif de Pierce ont été ajoutés et incubés a 37°C pendant
30 minutes. La méthode BCA repose sur la réduction des ions Cu®*" en ion Cu* en
solution par les liaisons peptidiques des protéines. L’acide bicinchoninique ajoutée
va réagir avec les ions Cu* formant un complexe de couleur pourpre permettant
une mesure de l'absorption, proportionnelle a la quantité de protéines, a 562 nm
(ELX800, BioTek Instruments, Etats-Unis). Le résultat pour chaque échantillon est
mesuré par comparaison a une courbe étalon de 5 standards allant de 0 & 1 mg/mL

de protéine.

6.5.2 Parametres sanguins

Les échantillons de sang des peres agés de 19 semaines (FO, F1, F3) ainsi que
des males agés de 3 semaines (F1, F3) euthanasiés par décapitation et/ou test de
charge NaCl, ont été envoyés pour analyse a l'unité de Biochimie et Immuno-analyse
du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble-Alpes (Grenoble, France). Différents
parameétres sanguins ont été dosés grace aux automates Atellica Solution (Siemens,
Allemagne). L'ensemble des facteurs dosés ainsi que les parameétres des automates
sont décrits dans le Tableau 26 ci-apres.

Les dosages de I’ACTH (exprimée en pmol/L) et de la testostérone totale (ex-
primée en nmol/L) ont été effectués par dosage immuno-radiométrique a l’aide des
trousses RIA B.R.A.H.M.S (ThermoFisher Scientific, Etats-Unis) et Testostérone (Cis
Bio, Allemagne) respectivement. L'ACTH permet 1’exploration de la fonction surré-
nalienne et notamment les réactions au stress. La testostérone permet d’évaluer les
fonctions testiculaires chez les males a 1’age de 19 semaines uniquement (les taux de
testostérone ont été retrouvés inférieurs aux limites de quantification pour les ratons

de 3 semaines).
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cix , Module utilisé
Dosages Unité But du dosage Type d’analyse sur l'automate
Cholestérol total mmol/L  Dosage des parametres
Triglycérides mmol/L  lipidiques circulants
iéﬁ,}: 8511: Dosage des parametres ~ Réaction enzymatique
. hépatiques suivie d"une mesure Module chimie
Phosphatase alcaline UI/L .
spectrophotométrique

Exploration du

CPK UI/L . .
tissu musculaire
Ac1,de urique pmol/L Exploration des
Urée mumol/L fonctions rénales
Créatinine umol/L
Troponine I ng/L Exploration cardiaque Immunodosage par .
- . I Module immunoanalyse
T; libre pmol/L  Exploration des chemiluminescence
T4 libre pmol/L  parametres thyroidiens

TABLEAU 26 — Dosage des différents parametres sanguins sur automate Atellica Solution (Siemens,
Allemagne). ALAT, alanine aminotransférase; ASAT, aspartate aminotransférase ; CPK, créatine phos-
phokinase; Tj, triiodothyronine; T4, thyroxine.

6.5.3 Insuline
6.5.3.1 Préparation des échantillons

Le plasma prélevé lors des tests de tolérance au glucose (n=8 par groupe, par
age et par génération) des males agés de 19 semaines (FO, F1, F3) et de 3 semaines
(F1, F3), a été utilisé pour doser 1'insulinémie aprés un jeun de 16h par technique
"enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) (80-INSRTU-E01, ALPCO, Etats-Unis).

Les pancréas prélevés et pesés lors de 1’euthanasie par décapitation des males
FO agés de 19 semaines (n=8 par groupe) ont été broyés en entier dans une solution
acide/alcool (0,18M HCl, 70 % éthanol) a 4°C a 1’aide d"un polytron. Les broyats ont
ensuite été mélangés sur roue a 4°C pendant une nuit (20 rpm) avant d’étre soniqués
2 fois 10 secondes et remis sur roue a 4°C pendant 48h (20 rpm). Les homogénats ont
été centrifugés a 150 g pendant 5 min a 4°C et le surnageant a été récupéré puis
centrifugé a 3300 g pendant 20 min a 4°C. Le surnageant a été prélevé et conservé a
-80°C. Les broyats ont été dilués au 20 000°™¢ dans un tampon Krebbs-Ringer bicar-
bonate (ou KRBH) avant le dosage de l'insuline par technique ELISA. La quantité

d’insuline dosée a été réajustée en ng/mg de pancréas.

6.5.3.2 Dosage ELISA

Les puits d"une microplaque de 96 puits, tapissés d’anticorps monoclonaux spé-

cifiques a I'insuline, ont été rempli de 25 uL d’échantillon et de 75 yL d’"une solution
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dite "Conjugate Buffer” contenant un anticorps de détection a l'insuline et un anti-
corps secondaire marqué d'une peroxydase. La microplaque a ensuite été incubée
pendant 2h a température ambiante sur un mélangeur (700-900 rpm). Cent micro-
litres d’une solution de 3,3’,5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) ont été ajoutés apres
6 ringages de la microplaque par une solution de “Wash Buffer”. La microplaque a
été de nouveau incubée 30 min a température ambiante sur un mélangeur (700-900
rpm). L'action de la peroxydase sur le TMB donne une coloration vert-bleu et est
stoppée par une solution acide, dite “Stop Solution”, donnant alors une coloration
jaune au TMB oxydé. L’absorbance, proportionnelle a la quantité d’insuline dans le
puits, a été mesurée a 450 nm (Clariostar, BMG Labtech, Allemagne) et comparée a

une gamme étalon d’insuline allant de 0 a 5,5 ng/mL.

6.5.4 Glycogene tissulaire

Trente & 40 mg de foies et de muscles plantaires, prélevés lors des euthanasies
par décapitation de males agés de 19 semaines (F0, F1, F3), ont été broyés aux billes
pendant 30 secondes a 30 Hz (n=8 par groupe) dans 600 a 800 uL d"H,O pure. Les
homogénats ont été chauffés a 95°C au bain-marie pendant 10 minutes afin d’inacti-
ver les enzymes, puis centrifugés a 14 000 g pendant 10 min a 4°C avant de récupérer
le surnageant conservé a -80°C jusqu’au dosage du glycogene tissulaire.

Un kit de dosage par colorimétrie (ab169558, Abcam, Royaume-Uni) a été uti-
lisé. Les homogénats de foie et de muscles plantaires ont été dilués au 1/20°™¢ et
au 1/2%m€ respectivement dans un tampon d’hydrolyse du glycogene avant dosage.
Sur une microplaque (96 puits, SBS Standard), 50 L d’échantillons ont été dépo-
sés ainsi que 2 uL/puits d’'un mix d’enzyme permettant ’hydrolyse du glycogene
en glucose. La microplaque a été incubée pendant 30 min a température ambiante
sur un mélangeur de plaque (400 rpm). La révélation a été faite apres ajout de 50
uL d’une solution de "Reaction Mix" et incubation pendant 30 min a température
ambiante sur un mélangeur de plaque (400 rpm). L'absorbance, proportionnelle a
la quantité de glucose et donc indirectement de glycogene, a été mesurée a 450 nm
(Clariostar, BMG Labtech, Allemagne) et comparée a une gamme étalon de glucose
allant de 0 a 2 ug/puits. La quantité de glycogene dosée a ensuite été réajustée en

ug/mg de tissu.
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6.5.5 Lipides tissulaires

Quatre-vingt-dix a 110 mg de foies et de muscles plantaires, prélevés lors des eu-
thanasies par décapitation de males agés de 19 semaines (F0, F1, F3), ont été broyés
aux billes pendant 30 secondes a 30 Hz (n=8 par groupe) dans un volume final d’1
mL d’"H,O, Nonidet P40 (NP40) 5 %. Les homogénats ont été chauffés 2 fois a 80°C
au bain-marie pendant 5 minutes puis refroidis a température ambiante. Cette étape
a été effectuée une nouvelle fois afin de bien solubiliser les lipides. Les tubes ont
ensuite été centrifugés a 10 000 g pendant 10 min a 4°C avant de récupérer le surna-
geant, conservé a -80°C.

Un kit de dosage par colorimétrie (ab282924, Abcam, Royaume-Uni) a été utilisé.
Les homogénats de foie et du muscle plantaire ont été dilués au 1/5°™¢ et au 1/2°™¢
respectivement dans de I’'H,O pure avant dosage. Sur une microplaque (96 puits,
SBS Standard), 5 uL d’échantillons ont été déposés ainsi que 10 yL/puits d"une so-
lution tampon et 2 uL/puits de lipase afin de convertir les lipides en glycérol. La mi-
croplaque a été incubée pendant 40 min a température ambiante sur un mélangeur
de plaque (400 rpm). La révélation a été faite apres ajout de 10 L d’une solution
de "Reaction Mix” et incubation pendant 1h a température ambiante sur un mélan-
geur de plaque (400 rpm). L'absorbance, proportionnelle a la quantité de glycérol
et donc indirectement a la quantité de lipide, a été mesurée a 590 nm (Clariostar,
BMG Labtech, Allemagne) et comparée a une gamme étalon de glycérol allant de 0
a 5 nmol/puits. La quantité de lipide dosée a ensuite été réajustée en nmol/mg de

tissu.

6.5.6 Citrate synthase

Les lobes de foie non utilisés pour 'extraction des mitochondries et échantillon-
nés pour les dix mémes males agés de 19 semaines (F0, F1, F3) et de 3 semaines (F1,
F3) de chaque groupe (voir 6.3.1) ont été utilisés pour définir la densité mitochon-
driale. Vingt a 30 mg de foie ont été broyé au 1/25°™¢ 3 4°C a 'aide d’un broyeur
manuel en verre dans un tampon de potassium phosphate 100 mM, éthylénediami-

netétraacétique (EDTA) 10 mM, pH 7,4. Les homogénats ont été conservés a -80°C.
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Afin de définir la densité mitochondriale du tissu hépatique, la citrate synthase
a été mesurée par procédé colorimétrique résultant d’une réaction entre les groupes
thiols (SH) de la CoA-SH, suite a l’action de la citrate synthase sur I'acétyl-CoA, et
'acide dinitrothiobenzoique (DTNB). Le DTNB et les thiols réagissent pour donner
un dianion TNB?* de couleur jaune dont ’absorbance est mesurée a 412 nm. Les ho-
mogénats de foie ont été dilués dans un tampon Tris 150 mM pH 8,1 a une concentra-
tion de 8 mg/mL. Dans une cuve de spectrophotometre, 50 uL d’homogénat dilué,
50 uL. de DTNB 1 mM et 20 uL d’acétyl-CoA 5 mM ont été ajoutés a 830 uL de Tris
150 mM, Triton 0,1 %. L'absorbance a été mesurée a 412 nm (Specord 210, Analy-
tik Jena, Allemagne) pendant 3 min a 37°C afin de mesurer ’activité non spécifique
avant d’ajouter 50 L d’oxaloacétate 10 mM. L'absorbance a été de nouveau mesurée
a 412 nm pendant 3 min a 37°C afin d’obtenir une activité totale. L'activité spécifique
de la citrate synthase a été calculée par la différence des pentes de 'activité totale et

de I'activité non spécifique et rapportée en ymol/min/g de tissu.

6.5.7 Stress oxydant

Les morceaux de foie restant de chaque groupe (F0, F1 3 semaines et 19 semaines,
F3 3 semaines et 19 semaines) ont été utilisés pour définir les marqueurs du stress
oxydant hépatocellulaire. Les échantillons ont été broyés a I’aide d"un potter en verre
maintenu a 4°C dans un tampon d’homogénéisation (Tris Base 10 mM, acide dié-
thyléne triamine penta acétique (DTPA) ImM, fluorure de phénylméthylsulfonyle
(PMSF) 1mM, pH 7,4) a raison de 100 mg/mL. Les homogénats ont été centrifugés
a 3000 g a 4°C pendant 10 min. Le surnageant a été aliquoté et conservé a -80°C afin
de doser les thiols, les FRAP (pour “ferric ion reducing antioxydant power”), les TBARS
(pour “thiobarbituric acid reactive substances”) et les protéines. Le reste de surnageant
a été recentrifugé a 12 000 g a 4°C pendant 20 min. Le surnageant a été aliquoté et
conservé a -80°C pour dosage de la glutathion peroxydase (GPx) et des protéines.

Les protéines ont été dosés par méthode BCA (voir 6.5.1).

6.5.7.1 Dosage des thiols

Le dosage des thiols (-SH) a été réalisé selon la méthode de Faure & Lafond

(1995). Il permet de mesurer indirectement 1’'oxydation des protéines. En effet, en
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présence d’especes réactives de 1’oxygene, les groupements SH sont oxydés forment
des ponts disulfure S-S. Une diminution de la quantité de thiols dans un tissu in-
dique donc une oxydation de ces groupements SH et donc la présence d'un stress
oxydant dans le tissu.

Les thiols ont été dosés par procédé colorimétrique résultant d 'une réaction entre
les groupes SH et le DTNB. Le DTNB et les thiols réagissent pour donner un dianion
TNB? de couleur jaune dont 1’absorbance est mesurée a 415 nm. Pour se faire, 20
uL d’échantillon préalablement prélevé (voir 6.5.7) ou de gamme obtenue a partir
d’une solution de N-acétyl-cystéine (0,125 a 0,6 mmol/L) ont été ajoutés a 50 uL de
tampon phosphate (50 mM, pH8; EDTA, 1 mM) sur une microplaque (96 puits, SBS
Standard). Afin de lancer la réaction colorimétrique, 20 L de DTNB (2,5 mM; tam-
pon phosphate 50 mM) ont été ajoutés a chaque puits. Apres avoir laissé la plaque
reposer pendant 15 min a 1’abri de la lumiere, I’absorbance, qui est proportionnelle a
la quantité de thiols, a été mesurée a 415 nm (Clariostar, BMG Labtech, Allemagne)
et comparée a la gamme étalon. La quantité de thiols dosée a été réajustée en yM/g

de protéine.

6.5.7.2 Dosage des FRAP

Le dosage des FRAP mesure le pouvoir anti-oxydant non enzymatique dun
tissu et a été réalisée selon la méthode de Benzie & Strain (1996). Pour cela, le fer
du complexe incolore [Fe-TPTZ,]*>* (TPTZ pour tripyridyltriazine) en présence de
I’échantillon d’intérét, est réduit en Fe?" entrainant la production du complexe co-
loré [Fe-TPTZ,]**. Lapparition de la coloration est donc proportionnelle au pouvoir
réducteur (antioxydant) de 1’échantillon.

Les FRAP ont été dosés par procédé colorimétrique résultant d"une réduction du
complexe [FeTPTZ,]*>* en [FeTPTZ;,]** de couleur bleu dont ’absorbance est mesu-
rée a 593 nm. Pour se faire, 100 L d’échantillon préalablement prélevé (voir 6.5.7)
ou de gamme obtenue a partir d’une solution de FeSO4, 7H,0 (0 a 500 uM) ont été
ajouté a un tube de 900 uL de solution FRAP (TPTZ, 10 mM; FeCl3, 20 mM; tampon
acétate, pH 3,6; conservé a 37°C). Aprés avoir laissé reposer pendant 4 min, 1’absor-

bance, qui est proportionnelle a la quantité de FRAP, a été mesurée a 593 nm (Hitachi
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912F, Roche, Suisse) et comparée a la gamme étalon. La quantité de FRAP dosée a

été réajustée en yM/g de protéine.

6.5.7.3 Dosage des TBARS

Le dosage des TBARS a été réalisé selon la méthode de Richard et al. (1992). Le
principe repose sur la réaction de molécules, dont le dialdéhyde malonique (MDA)
marqueur principal de I'oxydation lipidique, avec 1’acide thiobarbiturique (TBA).
En réagissant, ces composés vont se lier formant un complexe fluorescent dont la
quantité est le reflet de la peroxydation lipidique.

Les TBARS ont été dosés par procédé fluorimétrique résultant de la liaison du
TBA et du MDA. Pour se faire, 100 L d’échantillon préalablement prélevé (voir 6.5.7)
ou de gamme obtenue a partir d'une solution de tétra-ethoxy-propane 20 mM (0 a 8
mM) ont été ajoutés a 750 uL de TBA (0,55 mM, pH 7,4). Apres agitation pendant 2
minutes, le mélange est incubé dans un bain-marie a 95°C pendant 1h permettant la
réaction entre le MDA et le TBA. Les tubes sont ensuite placés dans la glace afin de
stopper la réaction et le complexe formé est extrait par 1’ajout de butanol. Apres 2
minutes de repos, les tubes sont centrifugés brievement et le surnageant est déposé
sur microplaque (96 puits, SBS Standard). L’absorbance a été mesurée a une lon-
gueur d’onde d’excitation de 532 nm et une longueur d’onde d’émission de 553 nm
(Clariostar, BMG Labtech, Allemagne) et comparée a la gamme étalon. La quantité

de TBARS dosée a été réajustée en yM /g de protéine.

6.5.7.4 Dosage de la GPx

L’activité de la GPx a été réalisée selon la méthode de Gilinzler et al. (1974). C’est
une enzyme anti-oxydante qui catalyse 1’oxydation du glutathion par les radicaux
libres en disulfure de glutathion et molécule d’eau. Le disulfure de glutathion est
ensuite réduit par 'enzyme glutathion réductase par réaction avec le NADPH, H*
(NADP pour nicotinamide adénine dinucléotide phosphate).

L’activité a été dosée par suivi spectrophotométrique de la disparition du NADPH,
H* a une longueur d’onde de 340 nm et thermostaté a 37°C (Hitachi 912F, Roche,
Suisse). Pour se faire, 20 yL d’homogénat précédemment obtenus (voir 6.5.7) ont été

utilisés, auquel ont été rajoutés 310 uL de tampon Tris/EDTA pH 7,6 (Tris 50 mM,
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EDTA 1 mM, Azide 4mM), 20 uL de glutathion (0,15 M), 10 uL de glutathion réduc-
tase (208 UI/mL) et 20 uL de NADPH (8,4 mM). Au bout d’'un minute, 50 yL de
ter-butyl-hydroperoxyde (30 mM) ont été ajoutés et la cinétique de la diminution de
quantité de NADPH, H" a été suivie a 340 nm. La pente obtenue a permis de calculer

l'activité de la GPx, qui a été rapportée en Ul/g de protéine.

6.6 Western blots

6.6.1 Signalisation de I'insuline
6.6.1.1 Préparation des échantillons

Pour les rats ayant été euthanasiés lors des tests de charge (voir 6.3.1.2), 8 mor-
ceaux de 40 a 60 mg de foies par groupes d’exposition et 8 morceaux de 40 a 60 mg
de gastrocnémiens par groupe d’exposition ont été broyés aux billes pendant 30 se-
condes a 30 Hz et a 4°C au 1/10°™¢ dans une solution de RIPA+ ("phosphate-buffered
saline” (PBS) NP40 1 %, NaDeoxycholate 0,5 %, SDS 0,1 %, EDTA 500mM, Naz VO,
100mM, NaF 500 mM, dithiothréitol (DTT) 1M, inhibiteur de protéases). Les broyats
ont été laissés a 4°C pendant 20 min en vortexant toutes les 10 min afin de laisser le
tampon agir, puis centrifugés a 13 000 g pendant 20 min a 4°C. Le surnageant a été
ensuite congelé a -80°C. Les homogénats de foies et de gastrocnémiens ont été dilués
au 1/50°™¢ et au 1/20°™ respectivement dans de ’'H,O pure avant dosage des pro-
téines. Les protéines ont été dosées par méthode BCA (voir 6.5.1). Les échantillons
ont été dénaturés chimiquement, par 1’ajout de 50 L de Laemelli (Blue Loading Buf-
fer Pack, Cell Signaling Technology, Etats-Unis), et thermiquement, par passage au
bain-marie a 95°C pendant 10 min. Les quantités d’échantillons dénaturés ont été
calculées pour un dépot de 10 uL contenant 30 ug de protéines. Un pool des échan-
tillons NaCl et insuline par tissu (foie ou gastrocnémien), par génération (F1 ou F3)
et par age (3 ou 19 semaines) a été fait et les échantillons dénaturés ont été conservés

a-20°C.
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Poids moléculaire

Protéines ciblées attendu (kDa) Dilution de I'anticorps  Origine Référence
AKT 60 1:1 000 Lapin 92725, Cell Signaling
AKT phosphorylé 60 1:2500 Lapin 4060L, Cell Signaling
Tubuline « 50 1:1000 Souris T5168, Merck
Anticorps anti-rabbit - 1:10 000 Chevre 111-035-003, Jackson
Anticorps anti-mouse - 1:10 000 Chevre 115-035-003, Jackson

TABLEAU 27 — Anticorps primaires et secondaires utilisés pour 1’exploration de la sensibilité a I'in-
suline par western-blot au niveau hépatique et du muscle gastrocnémien prélevés lors des tests de
charges. AKT, protéine kinase B.

6.6.1.2 Migration, transfert et marquage

Les protéines ont été séparées par électrophorese sur SDS-PAGE (pour “sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis”) grace a des gels précoulés (4-20 %,
15 puits, 15 uL; Bio-Rad, Etats-Unis). Pour chaque gel, 5 uL de marqueur de poids
moléculaire (Bio-Rad, Etats-Unis) a été mis dans le 1°" puits et le pool correspon-
dant aux échantillons analysés a été ajouté dans le 2°™ et dernier puits afin d’avoir
un échantillon de référence entre les différents gels. Les échantillons ont été dispo-
sés dans les puits restants. La migration a été effectuée dans un tampon de migra-
tion (Bio-Rad, Etats-Unis) pendant 1h30 a 150 V constant grace au systéme Bio-Rad
Mini-Protean. Les protéines séparées ont ensuite été transférées par transfert semi-
sec TurboBlot Bio-Rad (2,5 A, 25 V, 7 min) sur membrane en nitrocellulose (Midi-
size, Bio-Rad, Etats-Unis) trempées pendant quelques secondes dans du tampon de
transfert reconstitué (Bio-Rad, Etats-Unis). La qualité du transfert a été visualisée
par Rouge Ponceau (Bio-Rad, Etats-Unis). Les membranes ont été saturées pendant
1h sous agitation a température ambiante grace a une solution de TBS, lait 5 %. Les
membranes ont ensuite été laissées sous agitation une nuit a 4°C dans une solution
d’anticorps primaires (Tableau 27) “tris-buffer saline” (TBS), lait 5 %. Le lendemain
matin, les membranes ont été rincées 3 fois 15 minutes sous agitation et a tempéra-
ture ambiante au TBS, Tween 0,1 %. Elles ont ensuite été incubées dans une solution
d’anticorps secondaires (Tableau 27) TBS, lait 5 % sous agitation a température am-
biante pendant 1h. Apres incubation dans 1’anticorps secondaire, les membranes ont
été lavées 3 fois 20 minutes sous agitation a température ambiante au TBS, Tween
0,1 % puis révélées grace a 'ECL (ECL Prime, Cityva, Etats-Unis) et analysées par le
systeme ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Etats-Unis).
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6.6.1.3 Analyse

Les membranes ont été conservées a 4°C dans du TBS Tween 0,1 % pour des
marquages supplémentaires. Les intensités des Western-Blots ont été analysées par
le logiciel Image] (National Institute of Health, Etats-Unis) et le rapport AKT pho-

phorylé (ou pAKT) / AKT a été calculé pour chaque échantillon.

6.6.1.4 Stripping

Un stripping a 'H,O; a été effectué afin de marquer une seconde fois les mem-
branes au niveau de la tubuline (Tableau 27). Les membranes ont été rincées pendant
10 min a température ambiante dans de 'H,O puis dans 'H,O, 10 % pendant 30
min. Elles ont ensuite été de nouveau lavées 3 fois dans du TBS Tween 0,1 % a tem-
pérature ambiante pendant 10 min avant d’étre réexposées a un anticorps primaire

(voir 6.6.1.2).

6.6.2 Mesures de I’expression des complexes de la chaine respiratoire sur

mitochondries isolées

6.6.2.1 Préparation des échantillons

Les mitochondries isolées (voir 6.4) ont été diluées dans de I'H,O a une concen-
tration de 4 mg/mL (n=8 par groupe) avant dénaturation. Les échantillons ont été
dénaturés chimiquement, par 1’ajout de 50 uL de Laemelli (Blue Loading Buffer
Pack, Cell Signaling Technology, Etats-Unis) et thermiquement, par passage au bain-
marie a 90°C pendant 5 min. Les quantités d’échantillons dénaturés ont été calculées
pour un dépot de 5uL contenant 20 ug de protéines. Un pool des échantillons par
génération (FO, F1, F3) et par age (3 ou 19 semaines) a été fait. Les échantillons déna-

turés ont été conservés a -20°C.

6.6.2.2 Migration, transfert et marquage

Les protéines ont été séparées par électrophorese sur SDS-PAGE comme expli-
qué précédemment (voir 6.6.1.2). Les protéines séparées ont ensuite été transférées
par transfert semi-sec TurboBlot Bio-Rad (2,5A, 25V, 7 min) sur membrane en poly-

fluorure de vinylidene (ou PVDF) (Midi-size, Bio-Rad, Etats-Unis) apres immersion
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pendant quelques secondes dans de I’éthanol 96 % et un lavage pendant 1h30 au
tampon de transfert (Bio-Rad, Etats-Unis).

Les membranes ont été saturées toute une nuit a 4°C dans une solution de TBS,
lait 5 %. Le lendemain matin, les membranes ont été marquées pendant 2h30 a tem-
pérature ambiante dans une solution d’anticorps primaires OXPHOS (ab110413, Ab-
cam, Royaume-Uni) dilué au 1 :1000 dans du TBS, lait 5 %. Les membranes ont été
ensuite rincées 3 fois 15 minutes sous agitation et a température ambiante au TBS,
Tween 0,1 %. Elles ont ensuite été incubées dans une solution d’anticorps secondaire
anti-mouse (115-035-003, Jackson ImmunoResearch, Etats-Unis) dilué au 1 :10 000
dans du TBS, lait 5 % sous agitation a température ambiante pendant 1h. Apres in-
cubation dans l’anticorps secondaire, les membranes ont été lavées 3 fois 20 minutes
sous agitation a température ambiante au TBS, Tween 0,1 % puis révélées grace a
I’ECL (ECL Prime, Cityva, Etats-Unis) et analysées par le systeme ImageQuant LAS
4000 (GE Healthcare, Etats-Unis).

6.6.2.3 Analyse

Les membranes ont été conservées a 4°C dans du TBS Tween 0,1 % pour des
marquages supplémentaires. Les intensités des Western-Blots ont été analysés par le
logiciel Image] (National Institute of Health, Etats-Unis). Le signal du complexe V
de chaque échantillon a été analysé par rapport au signal du complexe V du pool
correspondant. Les signaux des complexes I, I, III et IV de chaque échantillon ont

été analysés par rapport au signal du complexe V du méme échantillon.

6.7 Histologie

6.7.1 Préparation des échantillons

Alaide des foies inclus dans I'OCT (CellPath, Etats-Unis), 3 coupes par individu
de 7 ym ont été réalisées pour 8 échantillons des générations FO, F1 et F3 agés de 19
semaines et les générations F1 et F3 4gés de 3 semaines.

Les testicules échantillonnés (voir 6.3.1) des péres de 19 semaines FO, F1 et F3 de
chaque groupe ont été inclus dans de I'OCT (CellPath, Etats-Unis) (n=3 par groupe).

Sept coupes de 10 ym ont été réalisées pour chaque échantillons.
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Q/

L’ensemble des coupes a été faite sur lames SuperFrost (Labonord, France)

l'aide d’un cryotome (CM3050 S, Leica, Allemagne; température de la chambre
-25°C; température du support = -15°C). Les lames ont été conservées a -80°C jus-

qu’a coloration.

6.7.2 Coloration hématoxyline éosine (HE)

Afin d’évaluer I'organisation tissulaire, une coloration HE a été réalisée. Un bain
de 2 min dans de I'hématoxyline (VWR, Etats-Unis) a permis de colorer les noyaux
via une réaction acido-basique et a été suivi par différents bains de ringage : 30 se-
condes a I’eau courante puis 2 secondes dans de 1’acide chlorhydrique 0,9 %. Afin de
raviver les couleurs, les lames ont été plongées 30 secondes dans un bain de NHy 2
% puis rincées pendant 30 secondes a I'eau courante. Une coloration a 1’érythrosine
(VWR, Etats-Unis) pendant 4 min a permis de colorer le cytoplasme par réaction
acido-basique. Les lames ont ensuite été déshydratées par différents bains d’éthanol
a70 %, 95 % et 100 % de 5 secondes chacun suivi d"un bain de toluéne de 5 secondes.
Les lames colorées et déshydratées ont été montées par fixation de lamelles a 1’aide
de résine Coverquick 4000 (VWR, Etats-Unis). L’organisation tissulaire a été évaluée
pour chaque lame a I’aide d’un microscope (Nikon Eclipse E600, Japon) équipé d"un

appareil photo (Olympus DP70, Japon).

6.8 Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Les IRM ont été faites sur les cerveaux extraits et fixés comme décrit précédem-
ment (voir 6.3.1.3) au centre IRM de la plateforme IRMaGe de Grenoble sur IRM
Brucker Avance III 9,4 T (Allemagne) utilisant le logiciel Paravision 7.0.0., un four-
reau de gradients de 20cm et 660mT/m, 4 canaux de réceptions et des antennes
volumiques et surfaciques. Des images 3D a haute résolution spatiale acquises grace
a la séquence IRM T1-FLASH (TR/TE = 50/10 msec; champ de vision FOV= 20 x
16 x 29 mm?3 ; matrice = 200 x 160 x 290; taille voxel = 100 x 100 x 100 ym3) sur une
période d’acquisition de 30 min 09 sec. Les régions cérébrales ont été définies par la
segmentation des images IRM 3D T1lw. Chaque structure cérébrale a été délimitée

en utilisant le modele et I'atlas SIGMA du cerveau de rat (Barriere et al., 2019) sur
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FIGURE 47 — Exemple des images obtenues pour l’analyse IRM en utilisant le logiciel Image]. Tout a
gauche, l'atlas permet de schématiser les aires cérébrales pour chacun des cerveaux en se basant sur les
données de Barriere ef al. (2019). La zone sélectionnée (ici le cortex gauche de 'aire somatosensorielle
des membres antérieurs) est entourée de jaune sur chacune des images et il est possible de parcourir
les coupes afin d’explorer totalement 'aire détourée.

l'orientation coronale des images en utilisant le logiciel Image] (National Institute
of Health, Etats-Unis). Chaque coupe a ensuite été vérifiée a la main en se basant

sur l'atlas Paxinos du cerveau de rat (Paxinos, 2017). Un total de 234 structures a été

identifié et analysé (Figure 47).

6.9 Séquencage ARN

Quarante mg de foie (n=10 pour chaque groupe chez les males F0, F1 et F3 agés
de 19 semaines) ont été placés dans un tube puis broyés a l'aide de pistons pellet
autoclavés dans 2 fois 500 uL de Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Etats-Unis).
Apres centrifugation a 12 000 g pendant 10 min a 4°C, le surnageant est récupéré
et placé dans un nouveau tube. Aprés avoir laissé le surnageant pendant 5 min a
température ambiante, 200 L de chloroforme ont été ajoutés puis chaque tube a été
vortexé pendant 30 secondes. Les tubes, laissés au repos pendant 3 min a tempé-
rature ambiante, ont ensuite été centrifugés a 12 000 g pendant 15 min a 4°C. Trois
phases ont alors été obtenues : une phase supérieure contenant I’ARN; une phase
intermédiaire contenant I’ADN; une phase inférieure contenant les composés orga-
niques. Afin d’extraire '’ARN, la phase supérieure a été prélevée, placée dans un
nouveau tube et 500 L d’isopropanol ont été ajoutés afin de faire précipiter I’ARN.
Le mélange d’ARN et d’isopropanol a ensuite été centrifugé a 12 000 g pendant 10
min a 4°C afin d’obtenir un culot d’ARN. Le surnageant a été éliminé et 0,5 mL
d’éthanol 75 % a été ajouté avant centrifugation a 7500g pendant 5 minutes a 4°C.
Cette étape a été répétée 3 fois. Apres avoir éliminé le surnageant et laissé sécher les

culots d’ARN pendant 10 min, ces derniers ont été remis en suspension dans 60 uL
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d’eau exempte de désoxyribonucléase (DNase) et ribonucléase (RNase). Les culots
ont été conservés a -80°C.

Le séquencage des ARN a été sous-traité a un prestataire externe (Helixio, Groupe
Hybrigenics, Saint Beauzire, France). Les ARN ont été traités a la DN Ase grace au kit
RNAse-free DNAse set (Qiagen, Allemagne), puis purifiés sur colonne RNeasy Mini
(Qiagen, Allemagne). Un controle qualité de ces ARN a ensuite été effectué grace au
Bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies, Etats-Unis). La synthese de '’ADN com-
plémentaire (ADNc) a été réalisée a partir de 300 ng d’ARN totaux. Les ARNm ont
été rétrotranscrits a ’aide d’une reverse transcriptase et d’amorces aléatoires puis,
apres dégradation de I’ARN, un deuxieme brin d’ADNc a été synthétisé par une
ADN polymérase. Enfin, le séquencage des ADNCc a été réalisé en simple lecture sur
75 pb selon un protocole “Single Read Sequencing” (Illumina, Etats-Unis) grace au
séquenceur NextSeq500 (Illumina, Etats-Unis).

Un traitement bio-informatique des ADNCc séquencés via Galaxy (disponible sur
https ://galaxyproject.org) a permis I'analyse des données du séquencage. Dans un
premier temps, 1’outil Trimmomatic a permis d’éliminer les séquences ne répondant
pas un critére de qualité défini (fenétre de lecture de 4 paires de bases (pb) avec une
qualité moyenne égale a un score de 30; longueur minimum des séquences de 70 pb ;
qualité minimum par base égale & un score de 25) (Bolger et al., 2014). L'outil HISAT2
a ensuite permis d’aligner les séquences sur le génome de référence de "Rattus nor-
vegicus mRatBN7.2" (seuil de 2 différences maximum avec la séquence de référence;
taille minimum des introns de 45 pb; taille maximum des introns de 300 000 pb)
(Kim et al., 2015). L'outil Cufflinks (version 0.0.7) a permis d’assembler les séquences
alignées puis l'outil Cuffmerge (version 0.0.6) a permis d’établir un transcriptome
de référence. Pour finir, I’outil Cuffdiff (version 0.0.7) a permis de comparer statis-
tiquement les niveaux de transcription pour chaque groupe (controles versus LD et
controles versus HD) (Trapnell et al., 2010).

L'étude de I'enrichissement des grandes voies cellulaires a été réalisée via 1’ou-
til de bioinformatique DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integra-
ted Discovery; Bioinformatics Resources 6.7) (Huang et al., 2009). DAVID utilise un
test de Fisher exact pour comparer le nombre de genes différentiellement transcrits

qui constituent chaque voie et le nombre total de genes présents dans le génome
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qui constituent ces voies. De plus, chaque gene significativement différentiellement
transcrit a été soumis a une analyse de son implication dans le diabete et les pa-
thologies hépatiques via Rat Genome Database (disponible sur https ://rgd.mcw.edu/ ;
portail “Diseases”). Une représentation sous forme de “heat-map” a été faite grace au

logiciel Multiple Experiment Viewer.

6.10 Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques a été effectué a I'aide du logiciel Prism 7.0
(GraphPad Software, Etats-Unis). Les groupes d’expositions ont été comparés au
groupe controle. Différents tests, décrits ci-apres, ont été utilisés en fonction des ex-
périences. Pour tous les tests, une p-valeur < 0,05 a été considérée comme signifi-
cative tandis qu'une p-valeur comprise entre 0,1 < p-valeur < 0,05 a été considérée

comme une tendance.

6.10.1 Test exact de Fisher

Les données de fertilité des femelles ont été analysées a l'aide d’un test exact de

Fisher permettant I’analyse des variables qualitatives de fertilité.

6.10.2 Wilcoxon

Les données appariées du test d’appétence ont été analysées a 1’aide d’un test
de Wilcoxon dii a une non-normalité des données. Les groupes LD et HD ont été
comparées au groupe contrdle (eau + éthanol). De la méme manieére, les groupes

controle, LD et HD ont été comparés au groupe "eau".

6.10.3 ANOVA a 2 facteurs

Les données des tests de tolérance au glucose et insuline ainsi que les données
comportementales de l'open arena ont été analysées a 1’aide d'un test ANOVA a
2 facteurs (les facteurs sont ici le temps et le type d’exposition). Le test ANOVA a
2 facteurs a été réalisé apres vérification de la normalité et de ’homogénéité des

variances grace au test de Shapiro-Wilk et de Bartlett respectivement.
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6.10.4 ANOVA a1 facteur ou Kruskal-Wallis

L’ensemble des données restantes ont été analysées par un test paramétrique
ANOVA a 1 facteur (le facteur ici étant 1’exposition) ou par un test non paramé-

trique de Kruskal-Wallis. Le test nécessaire a I’analyse des données a été choisi selon

la Figure 48.
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FIGURE 48 — Arbre décisionnel de 'analyse statistique par test ANOVA ou test Kruskal-Wallis. Pour
chaque test, une hypothese initial (HO) est testée. Selon son rejet (p-valeur < 0,05), le test est orienté
d’un c6té ou de l'autre. Le test paramétrique ANOVA nécessite aussi bien une validation de la norma-
lité des données ainsi qu'une homogénéité des variances.
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Chapitre 7

Métabolisme énergétique - Résultats

7.1 Impacts des PE sur la prise de poids et la prise alimen-

taire

7.1.1 Chez les femelles

De maniere générale, la prise de poids des femelles FO n’est pas modifiée, seule
une augmentation significative est observée en semaine 4 pour les femelles FO HD et
en semaine 7 pour les femelles FO LD (Figure 50). De méme, la prise alimentaire n’est
pas modifiée pour les groupes exposés par rapport au groupe controle, seule une
augmentation puis une diminution significative sont observées aux semaines 6 et 7
respectivement pour les FO LD et une augmentation et diminution sont observées
aux semaines 4 et 11 respectivement pour les FO HD.

Pour les femelles de la génération F1, une augmentation significative de la prise
alimentaire des femelles LD a 6 et 7 semaines est retrouvée (Figure 50). Une aug-
mentation significative de la prise alimentaire est observée a tous les ages des la
5¢me semaine pour les femelles HD. Cependant, aucune modification de la prise de
poids n’est observée, excepté pour les femelles HD a 12 semaines.

Pour les femelles de la génération F2, une augmentation significative de la prise
de poids est retrouvée pour le groupe HD tout au long du suivi (Figure 50). Seule une
augmentation significative du poids a 5 et 7 semaines est retrouvée pour les femelles
F1 du groupe LD. La prise alimentaire est cependant significativement augmentée a
partir de la 8™¢ semaine pour les LD et a partir de la 10°™¢ semaine pour le groupe
HD.

Au niveau transgénérationnel, la prise de poids est retrouvée significativement
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augmentée dés la 6°™¢ semaine pour les femelles F3 LD (Figure 50). Une augmenta-
tion significative de la prise de poids est également observée pour les HD femelles F3
a partir de la 10°™¢ semaine. De plus, la prise alimentaire est significativement aug-

mentée pour les femelles F3 LD de la 6°™ a la 9°™¢ semaine. Aucune modification

significative de la prise alimentaire n’est retrouvée pour le groupe HD.

7.1.2 Chez les males

Une augmentation significative de la prise alimentaire est observée dans les pre-
miéres semaines de vie (de 4 a 8 semaines) pour les FO males LD, tandis qu'une
augmentation significative de la prise alimentaire est observée de 6 a 11 semaines
pour les FO HD (Figure 51). Cependant, aucune différence de prise de poids n’est
observée de 5 a 12 semaines.

Pour les males de la génération F1, une augmentation significative de la prise
alimentaires des males du groupe LD a 6 et 7 semaines est retrouvée (Figure 51).
Cette augmentation est également retrouvée pour les males F1 HD de la 7°™¢ a la
9tme semaine. Cependant, aucune modification de la prise de poids n’est observée.

Pour les males de la génération F2, une augmentation significative de la prise
de poids est retrouvée pour le groupe HD tout au long du suivi (Figure 51). Pour le
groupe LD, une augmentation significative de la prise de poids est observée de la
48me 3 ]a 8°M¢ gemaine, cependant la prise alimentaire est significativement augmen-
tée a partir de la 8°™¢ semaine.

Au niveau transgénérationnel, aucune modification significative de la prise de
poids n’est retrouvée chez les méles F3 des groupes LD et HD, de plus une diminu-
tion significative de la prise alimentaire est retrouvée a la 6™ puis 10°™¢ semaine et

de la 5°™¢ a 7°™¢ semaine pour les groupes LD et HD respectivement (Figure 51).

7.2 Impacts des PE sur le métabolisme autour de la gestation

7.2.1 Impacts des PE sur la glycémie gestationnelle

Aucune modification de la glycémie a 7 et 18 jours de gestation n’est observée
chez les femelles des groupes LD et HD des génération F0, F1 et F3 en comparaison

aux groupes contrdles des générations respectives (Figure 52).
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FIGURE 52 — Suivi de la glycémie a 7 et 18 jours de gestation pour les femelles des générations FO (n=19
a28), F1 (n=11 a 13) et F3 (n=15 a 18). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM)
et comparées aux données du groupe controle.

7.2.2 Impacts des PE sur la glycémie des femelles post-allaitement

A 19 semaines, aucune modification de la glycémie post-allaitement n’est obser-
vée chez les femelles FO, F1 et F3 des groupes LD et HD par rapport aux groupes

controles des générations respectives (Figure 53).

1204 120+ 1201

Glycémie a jeun (mg/dL)
Glycémie a jeun (mg/dL)
Glycémie a jeun (mg/dL)

FIGURE 53 — Glycémie post-allaitement des femelles dgées de 19 semaines pour les générations FO
(n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type
(SEM) et comparées aux données du groupe contrdle.

7.2.3 Impacts des PE sur la composition corporelle post-partum et post-

allaitement

Aucune modification du poids des meres post-partum et post-allaitement n’est
observée chez les femelles FO, F1 et F3 des groupes LD et HD par rapport aux
groupes controles des générations respectives (Figure 54).

Une diminution significative de la masse relative du foie est observée pour le

groupe HD de la génération FO (4,2.102 g/g et 3,6.102 g/g en moyenne pour les
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groupes controles et HD respectivement, p-valeur=0,01). Cet impact n’est pas re-
trouvé sur les générations suivantes ni sur les meres du groupe LD (Figure 55).

Aucune modification de la masse relative du pancréas n’est observée chez les
femelles FO, F1 et F3 des groupes LD et HD par rapport aux groupes contrdles des
générations respectives (Figure 56).

Une tendance a I'augmentation de la quantité de tissu adipeux épididymal est
observée pour le groupe HD de la génération F1 (1,6.102 g/g et 2,2.102% g/g en
moyenne pour les groupes controles et HD respectivement, p-valeur=0,06). Aucune
autre modification de la quantité de tissu adipeux n’est observée chez les femelles
FO, F1 et F3 des groupes LD et HD par rapport aux groupes controles des générations

respectives (Figure 57).
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FIGURE 54 - Poids post-allaitement des femelles dgées de 19 semaines pour les générations FO (n=20 a

31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne =+ 'erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle.

Une augmentation significative de la masse relative musculaire totale de la patte
droite est observée chez les femelles FO LD par rapport au groupe controle (6,2.10°
g/g versus 6,5.10° g/g en moyenne, p-valeur=0,04), et plus précisément une aug-
mentation significative de la masse relative du plantaire (9,1.10* g/g versus 9,7.10*
g/g en moyenne, p-valeur=0,003) et du soléaire droit (3,9.10% g/g versus 4,3.10™
g/g en moyenne, p-valeur=0,02). Cette augmentation de la masse relative muscu-
laire n’est plus retrouvée pour les générations F1 et F3. Aucune modification de la

masse relative musculaire n’est retrouvée pour le groupe HD (Figure 58).
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FIGURE 55 — Masse relative du foie post-allaitement des femelles 4gées de 19 semaines pour les géné-
rations FO (n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne +
I'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. * p-valeur<0,05.
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FIGURE 56 — Masse relative du pancréas post-allaitement des femelles agées de 19 semaines pour les
générations FO (n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne
=+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle.
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FIGURE 57 — Masse relative des différents types de tissus adipeux post-allaitement des femelles agées
de 19 semaines pour les générations FO (n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données
sont exprimées en moyenne =+ l’erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. Les

tendances (0,1 <p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses.
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FIGURE 58 — Masse relative des muscles de la patte droite post-allaitement des femelles dgées de 19 se-
maines pour les générations FO (n=20 & 31), F1 (n=12 4 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées
en moyenne + I'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. * p-valeur<0,05; **
p-valeur<Q0,01.
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7.3 Impacts des PE sur le métabolisme post-allaitement

7.3.1 Impacts des PE sur le poids au moment du sevrage

Une augmentation significative du poids des ratons males LD et HD est observée
au moment du sevrage (21 jours précisément) pour les générations F1, F2, F4 et F1, F4
respectivement (Figure 59). Le poids des ratons males F3 HD au moment du sevrage
est significativement diminué par rapport au groupe controle.

Une augmentation significative du poids des ratons femelles LD et HD est ob-
servée au moment du sevrage (21 jours précisément) pour les générations F2 et F1,
F4 respectivement (Figure 60). Le poids des ratons femelles F3 HD au moment du

sevrage est significativement diminué par rapport au groupe controle.
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FIGURE 59 — Poids des males au sevrage a I’age de 21 jours pour les générations F1 (n=104 a 148), F2
(n=49 a 67), F3 (n=124 a 144) et F4 (n=86 a 101). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur
type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01; ** p-
valeur<0,001.
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FIGURE 60 — Poids des femelles au sevrage a I’age de 21 jours pour les générations F1 (n=93 a 150),
F2 (n=56 a 71), F3 (n=98 a 135) et F4 (n=62 a 79). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur
type (SEM) et comparées aux données du groupe contréle. * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01; *** p-
valeur<0,001.
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7.3.2 Impacts des PE sur le raton sevré
7.3.2.1 Sur la composition corporelle

Le poids des ratons males F1 LD post-allaitement est significativement augmenté
par rapport au groupe contrdle (60 g versus 68 g en moyenne, p-valeur=0,01)(Figure 61).
Aucune modification du poids n’est observée pour le groupe HD ni pour la généra-
tion F3.

Aucune modification de la masse relative du foie (Figure 62), du pancréas (Fi-
gure 63) et du tissu adipeux (Figure 64) n’est observée chez les ratons F1 et F3 des
groupes LD et HD par rapport aux groupes contrdles des générations respectives.

Une augmentation significative de la masse relative du gastrocnémien droit est
observée pour les ratons du groupe LD de la génération F1 (4,1.10° g/g versus
4,3.103 g/g en moyenne, p-valeur=0,04) (Figure 65). Aucune autre modification de
la masse relative des muscles n’est observée pour les groupes LD et HD de la gé-
nération F1 et F3, excepté une tendance a la diminution de la masse relative du so-
léaire droit pour le groupe HD de la génération F3 (4,4.10° g/g versus 3,9.10° g/g

en moyenne, p-valeur=0,06).
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FIGURE 61 — Poids des males sevrés agés de 3 semaines pour les générations F1 et F3 (n=36). Les
données sont exprimées en moyenne + l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe
controle. ** p-valeur<0,01.
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FIGURE 62 — Masse relative du foie des males sevrés dgés de 3 semaines pour les générations F1 et F3
(n=24). Les données sont exprimées en moyenne =+ l’erreur type (SEM) et comparées aux données du
groupe controle.
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FIGURE 63 —Masse relative du pancréas des males sevrés dgés de 3 semaines pour les générations F1 et
F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données
du groupe controdle.
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FIGURE 64 — Masse relative des différents types de tissus adipeux des males sevrés agés de 3 semaines
pour les générations F1 et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle.
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FIGURE 65 — Masse relative des muscles de la patte droite des males sevrés dgés de 3 semaines pour
les générations F1 et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle. Les tendances (0,1<p-valeur<0,05) sont exprimées entre
parentheses; * p-valeur<0,05.
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7.3.2.2 Sur les parametres sanguins

Une augmentation significative de la cholestérolémie totale est mesurée pour les
males F1 3 semaines LD (p-valeur=0,02) sans modification de la triglycéridémie (Ta-
bleau 28). Aucune modification des parametres hépatiques n’est retrouvée pour les
2 groupes d’exposition. Le taux d’acide urique est significativement diminué pour
les LD et HD (p-valeurs=0,007 et 0,004 respectivement) sans modification des autres
parametres rénaux.

Aucune modification des parametres sanguins n’est mesurée pour les méales F3

LD et HD agés de 3 semaines(Tableau 29).

7.3.2.3 Sur le tissu hépatique

Pour tous les groupes de la génération F1, les tissus sont organisés avec des hé-
patocytes plus ou moins dessinés de teintes moyennes et possédant des noyaux de
formes différentes (Figure 66). La coloration est globalement plus ou moins homo-
gene. Une présence de noyaux glycogénés est observée chez les groupes LD et HD
de maniere dose dépendante (0 %, 37 % et 50 % des lames pour les groupes contrdles,
LD, HD respectivement). Cependant, la quantité de noyaux glycogénés dans le tissu
est plus importante pour le groupe LD. Aucun lymphocyte tissulaire n’a été observé
chez le groupe LD contrairement au groupe controle et HD.

Au niveau transgénérationnel, pour 30 % des tissus des groupes LD et HD, le
tissu est organisé avec des hépatocytes de teintes moyennes, contrairement au tissu
hépatique du groupe controle qui est, pour la majorité des coupes histologiques,
bien organisé avec des hépatocytes plus ou moins dessinés et de teintes foncées (Fi-
gure 66). Les LD possédent des hépatocytes globalement bien dessinés (62 % des
lames) contrairement au groupe HD (25 % des lames). Aucun noyaux glycogénés
n’est retrouvé sauf pour le groupe HD avec une quantité faible &8 moyenne de ces
noyaux dans les tissus. De faibles quantités de lymphocytes tissulaires sont obser-
vées chez tous les groupes (50 %, 37 % et 62 % pour les groupes contrdle, LD et HD

respectivement).
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o F1 3sem Contréle Low dose High dose
Cholestérol total (mmol/L) 1,78 0,27 2,22 4+048* 1,98 +£ 0,26
Triglycérides (mmol/L) 1,44 4+ 0,92 1,46 + 0,76 1,58 4+ 0,62

ASAT (UI/L)

ALAT (UI/L)

Phosphatase alcaline (UI/L)
CPK (UI/L)

Troponine I (ng/L)

Urée (mmol/L)

Créatinine (ymol/L)

Acide urique (ymol/L)

276,60 + 83,90
47,60 + 13,13
342,6 + 101,37
12177,60 £ 6559,96
17,33 £+ 6,25

5,08 £1,01

12,90 1,73

108,40 & 16,34

266,00 & 70,18
50,40 + 11,88
289,50 + 42,60
11021,44 + 3356,64
20,67 + 10,54

4,87 £1,02

13,30 £ 1,77

83,20 + 19,62 *

261,00 + 59,82
48,80 £ 9,46

46,72 + 46,72
10630,40 £ 3464,02
25,38 + 18,88

442 +1,04

12,10 £ 1,37

81,30 &+ 17,27 **

TABLEAU 28 — Dosage des parametres sanguins relatifs au métabolisme énergétique des males F1 a 3
semaines (n=10). Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type et comparées aux données du
groupe contrdle. * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01. ALAT, alanine aminotransférase; ASAT, aspartate
aminotransférase ; CPK, créatine phosphokinase.

o F3 3sem Contréle Low dose High dose
Cholestérol total (mmol/L) 2,16 + 0,31 2,21 +0,33 2,16 = 0,35
Triglycérides (mmol /L) 1,19+ 0,52 1,30 + 0,62 0,93 £0,43

ASAT (UI/L)

ALAT (UI/L)

Phosphatase alcaline (UI/L)
CPK (UI/L)

Troponine I (ng/L)

Urée (mmol/L)

Créatinine (ymol/L)

Acide urique (ymol/L)

342,00 + 139,36
53,50 + 12,63
337,80 + 41,70
12974,63 £ 7149,53
17,00 & 4,12

555 +1,12

11,60 & 0,97

104,30 =+ 24,69

267,80 4 82,43
44,00 £ 10,71
372,70 + 121,33
11272,89 + 5127,57
18,50 £ 3,32

6,12 + 1,37

12,44 £+ 2,01

95,70 &+ 21,91

288,40 + 41,47
48,00 + 10,22
300,00 £ 51,01
12970,63 £ 2279,03
22,75+ 6,34

579 +£0,77

11,89 £ 1,76

96,40 + 14,90

TABLEAU 29 — Dosage des parametres sanguins relatifs au métabolisme énergétique des males F3 a 3
semaines (n=10). Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type et comparées aux données du
groupe contrdle. ALAT, alanine aminotransférase; ASAT, aspartate aminotransférase; CPK, créatine
phosphokinase.
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7.3.2.4 Sur la gestion des substrats énergétiques

7.3.24.1 Test de tolérance au glucose et a I'insuline

Pour les ratons de la génération F1, une augmentation significative de la glycé-
mie dans les 20 premiéres minutes du test de tolérance au glucose est observée pour
le groupe HD (Figure 67). L'aire sous la courbe est cependant 1égerement diminuée
dii & une glycémie initiale légerement augmentée pour ce méme groupe, mais de ma-
niére non significative (6351 versus 5387 mg/dL.120min en moyenne, p-valeur=0,4).
Aucune modification de la glycémie n’est observée lors du test de tolérance a 1'insu-
line mis a part une diminution significative de la glycémie a 5 et 10 minutes pour le

groupe LD sans modification de l'aire au-dessus de la courbe.

—e- Controle —e- Controle
250 -8 Low Dose 150 -8 Low Dose
- - High Dose =% High Dose

200 *
100 .

150+

1004

Glycémie (mg/dL)
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a
S
I

20 40 60 80 100 120 10 20 30 40 50 60
Temps (min) Temps (min)

8000+ 3000+

-3
=3
=3
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1

20004
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1000
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N S
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S 3
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@ 3 3
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N & N
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FIGURE 67 — Tests de tolérance au glucose (a gauche) et a I'insuline (a droite) ainsi que les représenta-
tions des aires sous ou au dessus de la courbe chez les males F1 4gés de 3 semaines (n=12). Les données
sont exprimées en moyenne =+ l’erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. En
noir sont exprimés les résultats statistiques controle versus “low dose” et en rouge controle versus "high
dose”. t 0,1<p-valeur; * p-valeur<0,05.
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Pour les ratons de la génération F3, une tendance a la diminution de la glycémie
lors du test de tolérance au glucose est observée pour le groupe LD a 10 et 25 mi-
nutes de test, de plus, aucune modification de l'aire sous la courbe n’est observée
(Figure 68). Aucune modification lors du test de tolérance a I'insuline n’est observée
mis a part une augmentation de la glycémie du groupe HD a la fin du test. L’aire au-

dessus de la courbe des groupes LD et HD n’est pas différente du groupe controle.

-e— Controle —-e— Controle
250+ -8 Low Dose 150+ -8 Low Dose
t -%- High Dose -%- High Dose

2004 T

Glycémie (mg/dL)
2 @
b T
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@ s
i T
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S
1
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Temps (min) Temps (min)
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40004

1000+

n
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(mg/dL * 120 min)
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FIGURE 68 — Tests de tolérance au glucose (a gauche) et a I'insuline (a droite) ainsi que les représenta-
tions des aires sous ou au dessus de la courbe chez les males F3 4gés de 3 semaines (n=12). Les données
sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. En
noir sont exprimés les résultats statistiques controle versus “low dose”. + 0,1<p-valeur.

7.3.24.2 Glycémie et insulinémie a jeun

La glycémie a jeun est significativement diminuée pour les ratons F1 du groupe
LD par rapport au groupe controdle (96 mg/dL versus 87 mg/dL, p-valeur=0,05) (Fi-
gure 69). Aucune modification de la glycémie des groupes LD et HD n’est observée

pour la génération F3. Aucune modification de I'insulinémie a jeun chez les ratons
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F1 et F3 des groupes LD et HD n’est observée par rapport aux groupes controles des

générations respectives.
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FIGURE 69 — Glycémie (n=12) et insulinémie (n=8) a jeun des males 4gés de 3 semaines pour les gé-
nérations F1 et F3. Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux
données du groupe contréle. * p-valeur<0,05.

7.3.2.4.3 Sensibilité des récepteurs a I'insuline

Au niveau hépatique, une tendance a I’augmentation de la phosphorylation du
récepteur a l'insuline est observée pour le groupe LD NaCl de la génération F1 (p-
valeur=0,07) (Figure 70). Aucune autre modification de la phosphorylation d’AKT
dans le tissu hépatique n’est observée pour les ratons des groupes LD et HD des
générations F1 et F3 par rapport aux groupes controles des générations respectives.

Aucune modification de la phosphorylation d’AKT dans le tissu musculaire n’est
observée pour les ratons des groupes LD et HD des générations F1 et F3 par rapport

aux groupes controles des générations respectives (Figure 71).
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FIGURE 70 - Sensibilité des récepteurs a I'insuline du foie des males 4gés de 3 semaines pour les gé-
nérations F1 et F3 (n=8). La figure de gauche représente l’activation de I'’AKT (protéine kinase B) grace
au rapport de sa forme phosphorylé sur ’AKT total. La figure de droite est une photo du marquage
de I’AKT, I’AKT phosphorylé et de la tubuline par western-blot aprés stimulation ou non a l'insuline
(Insu). Les données sont exprimées en moyenne =+ 1’erreur type (SEM) et comparées aux données du
groupe contrdle. Les tendances (0,1 <p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses.
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FIGURE 71 - Sensibilité des récepteurs a l'insuline du gastrocnémien des males 4gés de 3 semaines
pour les générations F1 et F3 (n=8). La figure de gauche représente 1'activation de I’AKT (protéine
kinase B) grace au rapport de sa forme phosphorylé sur I’AKT total. La figure de droite est une photo
du marquage de I’AKT, I'’AKT phosphorylé et de la tubuline par western-blot apres stimulation ou non
a l'insuline (Insu). Les données sont exprimées en moyenne =+ 1’erreur type (SEM) et comparées aux
données du groupe controle.
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FIGURE 72 - Densité mitochondriale hépatique par mesure de 'activité de la citrate synthase des males
agés de 3 semaines pour les générations F1 et F3 (n=10). Les données sont exprimées en moyenne +
I'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle.

7.3.2.5 Sur le fonctionnement mitochondrial hépatique et le stress oxydant

7.3.2.5.1 Densité mitochondriale
Aucune modification de la densité mitochondriale hépatique n’est observée pour
les ratons des groupes LD et HD des générations F1 et F3 par rapport aux groupes

controles des générations respectives (Figure 72).

7.3.2.5.2 Respiration et production de ROS par la mitochondrie hépatique

Pour les ratons de la génération F1, une augmentation significative de la consom-
mation d’O; par la mitochondrie hépatique est observée pour le groupe HD a I’état
2 et 4 en présence du substrat glutamate-malate (p-valeurs=0,001 et 0,04 respective-
ment) (Figure 73). Cette augmentation de la consommation d’O; a également ten-
dance a étre retrouvée a I'état 2 (p-valeur=0,06) et est significativement augmentée
a l'état 4 (p-valeur=0,03) pour le groupe LD en présence de glutamate-malate. Une
tendance & un moins bon couplage des mitochondries hépatique est de plus obser-
vée pour le groupe LD en présence de glutamate-malate (p-valeur=0,08). Aucune
modification de la production de ROS par la mitochondrie hépatique n’est retrou-
vée pour les groupes LD et HD chez les ratons F1 par rapport au groupe controle.
Seule une tendance a la diminution de la production de ROS par la fuite des élec-
trons au niveau du complexe III est observée pour le groupe LD en présence de

glutamate-malate (p-valeur=0,09).
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FIGURE 73 — Respiration (a gauche) et production de ROS (dérivés réactifs de 1'oxygene) (a droite)
par la mitochondrie hépatique des males F1 4gés de 3 semaines (n=10). Les données sont exprimées
en moyenne £ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. Les tendances
(0,1<p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses; * p-valeur<0,05; *** p-valeur<0,001. AA, an-
timycine A; ADP, adénosine diphosphate; Asc, ascorbate; DNP, 2,4-dinitrophénol; GM, glutamate-
malate ; GMS, glutamate-malate-succinate ; Oligo, oligomycine; Rot, roténone ; Succ, succinate; TMPD,
N,N,N'N’-tétraméthyl-1,4- phénylénediamine.
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FIGURE 74 — Respiration (a gauche) et production de ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) (a droite) par
la mitochondrie hépatique des males F3 agés de 3 semaines (n=10). Les données sont exprimées en
moyenne £ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. Les tendances (0,1<p-
valeur<0,05) sont exprimées entre parenthéses; ** p-valeur<0,01. AA, antimycine A; ADP, adéno-
sine diphosphate; Asc, ascorbate; DNP, 2,4-dinitrophénol; GM, glutamate-malate; GMS, glutamate-
malate-succinate; Oligo, oligomycine; Rot, roténone; Succ, succinate; TMPD, N,N,N'N’-tétraméthyl-
1,4- phénylenediamine.
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Pour les ratons de la génération F3, une tendance a la diminution de la consom-
mation d’O; a I’état 3 est observée pour le groupe HD en présence de glutamate-
malate (p-valeur=0,08) (Figure 74). Aucun autre impact sur la consommation d’O,
n’est retrouvé en présence d’autres substrats pour les groupes LD et HD par rapport
au groupe contrdle. Un moins bon couplage significatif des mitochondries hépa-
tiques du groupe HD par rapport au contrdle est observé en présence du glutamate-

”

malate et succinate (p-valeurs=0,01). Une tendance a la diminution du "flux reverse”
est observée pour les mitochondries hépatiques du groupe HD par rapport au controle

(p-valeur=0,09).

7.3.2.5.3 Expression des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale

Une diminution significative de l’expression du complexe II de la chaine respira-
toire mitochondriale des mitochondries hépatiques des groupes HD F1 et F3 est ob-
servé par rapport aux groupes contrdles des générations respectives (p-valeurs=0,05

et 0,02 respectivement) (Figure 75).
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FIGURE 75 — Expression des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale hépatique des males
agés de 3 semaines pour les générations F1 et F3 (n=8). La figure de gauche représente 1'expression
relative de chacun des complexes par rapport au complexe V. La figure de droite est une photo du mar-
quage des différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Les données sont exprimées
en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. * p-valeur<0,05.
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7.3.2.5.4 Dosage des parameétres du stress oxydant

Aucune modification de la quantité de TBARS et thiols hépatiques n’est obser-
vée pour les groupes LD et HD des ratons des générations F1 et F3 par rapport aux
groupes controdles des générations respectives, mis a part une augmentation signifi-

cative de lactivité de la GPx pour la génération F3 HD (Figure 76).

7.4 Impacts des PE sur le métabolisme de I’adulte

7.4.1 Surla composition corporelle

Aucune modification du poids des males a 1’dge adulte n’est observée pour les
groupes LD et HD des générations FO et F1; seule une augmentation significative du
poids des rats de la génération F3 LD est observée par rapport au groupe controle
(380 g versus 401 g en moyenne, p-valeur = 0,04) (Figure 77).

Aucune modification de la masse relative du foie a 1’dge adulte n’est observée
pour les groupes LD et HD des générations FO et F3; seule une hépatomégalie est
observée pour les rats du groupe HD de la génération F1 par rapport au groupe
controle (0,024 g/g versus 0,025 g/g en moyenne, p-valeur=0,02) (Figure 78).

Aucune modification de la masse relative du pancréas a 1'dge adulte n’est obser-
vée pour les groupes LD et HD des générations FO, F1 et F3 par rapport aux groupes
contrdles des générations respectives (Figure 79).

Pour le groupe LD, une tendance a la diminution de la masse relative des tis-
sus adipeux épididymal et rétropéritonéal droits est observée pour la génération FO
par rapport au groupe contrdle (p-valeurs=0,06 et 0,08 respectivement) sans impact
significatif sur la masse relative de tissu adipeux total (0,041 g/g versus 0,036 g/g
en moyenne, p-valeur=0,2) (Figure 80). Ces diminutions sont retrouvées de maniere
significative pour la génération F1 impactant la masse relative de tissu adipeux to-
tal (p-valeurs=0,004, 0,04 et 0,08 pour le tissu adipeux épididymal, rétropéritonéal
et total respectivement). Aucune modification n’est retrouvée pour la génération F3.
Pour le groupe HD, seule une tendance a 'augmentation de la masse relative des tis-

sus adipeux épididymal et rétropéritonéal droit sont retrouvées pour la génération
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FIGURE 76 — Dosage des parameétres du stress oxydant hépatique des males dgés de 3 semaines pour
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FIGURE 81 — Masse relative des muscles de la patte droite des males sevrés agés de 3 semaines pour les
générations FO (n=34 a 46), F1 (n=36) et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ 'erreur
type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. Les tendances (0,1<p-valeur<0,05) sont

exprimées entre parentheéses; * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01.
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F3 (p-valeurs=0,06 et 0,09 respectivement) entrainant une légére baisse de la masse
relative de tissu adipeux total mais de maniére non significative (p-valeur=0,1).
Pour le groupe LD, une augmentation significative de la masse relative muscu-
laire totale de la patte droite est retrouvée pour la génération FO (6,3.10° g/g versus
6,6.10° g/g en moyenne, p-valeur=0,002) et F1 (6,2.10° g/g versus 6,5.10° g/g en
moyenne, p-valeur=0,02) (Figure 81). Plus précisément, une augmentation significa-
tive de la masse relative du gastrocnémien et du plantaire droit est retrouvé pour
la génération FO (p-valeurs=0,003 et 0,02 respectivement) tandis que seule une aug-
mentation significative de la masse relative du gastrocnémien droit est retrouvée
pour la génération F1 (p-valeur = 0,008). Seule une augmentation de la masse re-
lative du plantaire droit est retrouvée pour le groupe LD de la génération F3 (p-
valeur=0,02) sans modification de la masse relative musculaire totale (6,6.10'3 g/g
versus 6,8.10° g/g en moyenne, p-valeur=0,2). Pour le groupe HD, aucune modifi-
cation de la masse relative musculaire n’est observée pour les générations FO, F1 et
F3; seule une tendance a I'augmentation de la masse relative du soléaire droit est

retrouvée pour la génération FO (p-valeur=0,06).

7.4.2 Sur les parametres sanguins

Chez les males FO agés de 19 semaines, une diminution par 2 du taux de CPK est
observée pour les FO exposés par rapport au groupe controdle (p-valeurs=0,006 et 0,05
pour les groupes LD et HD respectivement) (Tableau 30). De plus une augmentation
del'urémie et de la créatinémie est observée pour le groupe LD (p-valeurs=0,05) sans
modification de ’acide urique. Seule une tendance a I'augmentation de I'urémie est
retrouvée pour le groupe HD (p-valeur=0,07). Les paramétres sanguins lipidiques
(cholestérolémie, triglycéridémies) et d’analyse de 1’état hépatique (ASAT, ALAT,
phosphatase alcaline) ne sont pas modifiés pour les groupes exposés par rapport au
groupe controdle, excepté une tendance a la diminution de I’ASAT circulante pour le
groupe LD (p-valeur > 0,1).

Aucune modification des parametres sanguins n’est retrouvée pour les males
F1 19 semaines des groupes LD et HD par rapport au groupe contrdle, mis a part
une augmentation significative du taux d’ASAT pour le groupe HD (p-valeur=0,005)
(Tableau 31).
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Seule une augmentation significative de la quantité d’ALAT est retrouvée pour

les méles F3 19 semaines du groupe HD par rapport au groupe controle (p-valeur=0,03)

(Tableau 32). Egalement, une tendance a I’augmentation de la CPK circulante ainsi

qu’une tendance a la diminution de la créatinine circulante sont observées pour le

groupe HD (p-valeurs=0,08). Aucune différence significative des parameétres san-

guins n’a été observée pour les LD.

" F0 19sem Contréle Low dose High dose
Cholestérol total (mmol /L) 1,77 + 0,19 1,95 4+ 0,29 1,88 4+ 0,22
Triglycérides (mmol/L) 1,25 + 0,39 1,17 + 0,35 1,08 4+ 0,36

ASAT (UI/L)

ALAT (UI/L)

Phosphatase alcaline (UI/L)
CPK (UI/L)

Troponine I (ng/L)

Urée (mmol/L)

Créatinine (ymol/L)

Acide urique (ymol/L)

209,80 + 100,93
53,40 + 8,38

83,80 + 15,63
16937,30 £ 6297,46
205,10 + 195,82
4,95+ 041

27,00 + 2,87

43,30 £7,13

170,00 432,38 t
47,00 £ 6,27

80,80 + 15,88
8682,20 £ 5998,93 **
337,10 + 355,56
560+0,72*

29,90 £ 3,28 %

46,20 £ 13,08

212,00 + 131,65
47,33 £ 6,44

84,44 + 19,38
8181,44 + 2536,00 *
395,56 + 649,078
557 £ 0,66 t

29,33 + 1,66

50,78 + 10,99

TABLEAU 30 — Dosage des parameétres sanguins des males FO a 19 semaines. Les données sont expri-
mées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées aux données du groupe controle. + 0,1<p-valeur; *
p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01. ALAT, alanine aminotransférase ; ASAT, aspartate aminotransférase ;
CPK, créatine phosphokinase.

& F119sem Contréle Low dose High dose
Cholestérol total (mmol /L) 1,78 + 0,30 2,02 + 0,37 1,87 £ 0,27
Triglycérides (mmol/L) 1,41 + 0,70 1,04 4+ 0,49 0,98 + 0,22

ASAT (UI/L)

ALAT (UI/L)

Phosphatase alcaline (UI/L)
CPK (UI/L)

Troponine I (ng/L)

Urée (mmol/L)

Créatinine (ymol/L)

Acide urique (ymol/L)

145,10 + 21,85
43,70 £ 6,53
76,20 15,21
6760,40 = 1790,85
211,30 + 250,69
5,38 + 0,60

29,30 £ 1,77

45,40 £9,75

155,80 + 21,11
45,00 £ 10,77
69,60 + 27,18
7567,70 £+ 1722,94
267,70 + 248,47
5,88 +0,73

29,80 + 2,94

44,50 £ 8,53

189,60 £ 41,91 **
44,50 £ 6,85
68,10 + 14,258
8465,30 + 4032,94
122,10 92,45
5,69 + 0,58

29,30 + 2,31

41,60 £ 6,75

TABLEAU 31 — Dosage des parametres sanguins des males F1 a 19 semaines. Les données sont expri-
mées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées aux données du groupe controdle. ** p-valeur<0,01.
ALAT, alanine aminotransférase ; ASAT, aspartate aminotransférase ; CPK, créatine phosphokinase.
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& F3 19sem Controle Low dose High dose
Cholestérol total (mmol/L) 1,68 0,52 1,96 0,36 1,78 0,27
Triglycérides (mmol/L) 1,03 + 0,55 0,90 + 0,36 1,01 +0,40

ASAT (UI/L)

ALAT (UI/L)

Phosphatase alcaline (UI/L)

CPK (UI/L)
Troponine I (ng/L)
Urée (mmol/L)
Créatinine (ymol/L)

Acide urique (ymol/L)

169,40 £ 21,14
45,60 + 4,67
86,50 + 18,23
7630,20 + 2278,09
242,80 + 218,20
593 + 0,83

31,40 + 3,63

53,30 + 14,97

177,60 £ 32,28

49,20 +7,32

98,50 + 45,02

7567,70 7251,90 & 3323,37
283,90 + 292,23

6,13 +1,24

29,90 + 3,63

54,00 + 10,96

192,50 £ 34,36

51,70 + 5,58 *

93,40 = 51,31
10657,00 £ 3815,79
184,70 + 128,48
5,95+ 0,88

28,20 £2,70 t

55,20 £ 11,31

TABLEAU 32 — Dosage des parametres sanguins des males F3 a 19 semaines. Les données sont expri-
mées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées aux données du groupe contrdle. + 0,1<p-valeur;
* p-valeur<(0,05. ALAT, alanine aminotransférase; ASAT, aspartate aminotransférase; CPK, créatine
phosphokinase.

7.4.3 Sur le tissu hépatique

Pour les males adultes de la génération FO, 'ensemble des lames possedent une
mauvaise homogénéité de coloration ne permettant pas une analyse des teintes des
hépatocytes et ce, peu importe les groupes (Figure 82). Pour tous les groupes, une
bonne organisation tissulaire est observée, avec des hépatocytes plus ou moins des-
sinés et des formes de noyaux différentes. Cependant, la présence de noyaux gly-
cogénés augmentent avec la concentration d’exposition (12 % des lames pour les
controles; 25 % des lames pour les LD ; 37 % des lames pour les HD) et sont présents
en faible 8 moyenne quantité. Aucune lame des groupes controle et LD ne possede
d’hépatocytes gras, cependant une grande quantité d’hépatocyte gras a été observée
chez un individu du groupe HD. La quantité de lymphocyte tissulaire est augmen-
tée chez les groupes LD et HD (12 % des lames contrdle versus 62 % des lames LD
et HD). Lorsqu’ils sont présents, les lymphocytes sont retrouvés en faibles quantités
dans les tissus.

Pour les males adultes de la génération F1, une bonne organisation du tissu est
observée pour tous les groupes avec des teintes moyennes d’hépatocytes plus ou
moins bien dessinées ainsi que des noyaux de formes différentes (Figure 82). Des

noyaux glycogénés sont observés dans tous les groupes (50 %, 62 % et 87 % des
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lames pour les groupes controles, LD et HD respectivement) en faible a moyenne
quantité. De méme, tous les tissus présentent une quantité faible de lymphocytes
tissulaires. Un individu du groupe HD présente une faible quantité d’hépatocytes
gras localisés dans le tissu.

Enfin, pour les males adultes de la génération F3, 1’organisation du tissu hépa-
tique est bonne pour les groupes controles et LD et plus ou moins organisé pour le
groupe HD (Figure 82). Pour le groupe controle, les hépatocytes sont plus ou moins
dessinés et de coloration moyenne a foncée, tandis que les hépatocytes sont de teinte
moyenne, bien dessinés et plus ou moins dessinés pour les groupes LD et HD res-
pectivement. La forme des noyaux de tous les tissus est différente et ce, peu importe
le groupe. Des noyaux glycogénés sont observés pour 50 % des lames LD et sont
retrouvés en quantités moyennes. Egalement, le groupe LD possédent plus de lym-
phocytes tissulaires que les autres groupes (25 %, 75 % et 50 % des lames pour les
groupes contrdles, LD et HD respectivement). Quelques hépatocytes gras localisés

sont retrouvés chez 12 % des individus de tous les groupes.

7.4.4 Sur la gestion des substrats énergétiques

7.4.4.1 Test de tolérance au glucose et a I'insuline

Aucune modification de la gestion du glucose n’a été observée pour les males FO
19 semaines exposés par rapport aux males du groupe controle (Figure 83). Cepen-
dant une diminution de l'aire au-dessus de la courbe est mesurée pour le groupe HD
FO 19 semaines lors du test de tolérance a I'insuline (5091 versus 4113 mg/dL.90min
en moyenne, p-valeur=0,04) avec une augmentation significative de la glycémie a
partir de 20 min et jusqu’a 120 min post-injection d’insuline.

Pour la génération F1 (Figure 84) aucune modification de la gestion de la gly-
cémie lors du test de tolérance au glucose et a I'insuline, ainsi que des aires sous et
au-dessus de la courbe respectivement ne sont observées pour les groupes LD et HD
par rapport au groupe controle.

Pour la génération F3 (Figure 85), seule la glycémie du groupe HD est retrouvé
augmenté a 60 min lors du test de tolérance a l'insuline, sans modification de l'aire

au dessus de la courbe.
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FIGURE 83 — Tests de tolérance au glucose (a gauche) et a I'insuline (a droite) ainsi que les représen-
tations des aires sous ou au dessus de la courbe chez les males FO 4gés de 19 semaines (n=12). Les
données sont exprimées en moyenne + l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe
contréle. Pour les courbes, en rouge sont exprimés les résultats statistiques contrdle versus “high dose”.

* p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01.
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tations des aires sous ou au dessus de la courbe chez les males F1 agés de 19 semaines (n=12). Les
données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe

controle.
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FIGURE 86 — Glycémie (n=12) et insulinémie (n=8) a jeun des males agés de 19 semaines pour les
générations FO, F1 et F3. Les données sont exprimées en moyenne =+ I’erreur type (SEM) et comparées
aux données du groupe contrdle. ** p-valeur<0,01.

7.4.4.2 Glycémie et insulinémie a jeun

Aucune modification de la glycémie a jeun n’est observée pour les groupes LD
et HD des génération FO, F1 et F3 par rapport aux groupes controles des générations
respectives (Figure 86). Aucune modification significative de l'insulinémie a jeun
n’est observée pour les générations FO (0,43, 0,42 et 0,60 ng/mL en moyenne pour
les groupes contrdles, LD et HD respectivement, p-valeurs=0,4 pour controle versus
HD) et F3 (0,43, 0,57 et 0,43 ng/mL en moyenne pour les groupes controles, LD et
HD respectivement, p-valeur=0,2 pour contréle versus LD). Seule une augmentation
significative de 'insulinémie a jeun est retrouvée pour le groupe F1 HD par rapport

au groupe controle (0,43 ng/mL versus 0,68 ng/mL en moyenne, p-valeur=0,004).

7.4.4.3 Dosage de I'insuline pancréatique

Aucune modification des réserves en insuline pancréatique n’est retrouvée pour

les groupes LD et HD de la génération FO par rapport au groupe controle (Figure 87).
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FIGURE 87 — Dosage de l'insuline pancréatique chez les males FO 4gés de 19 semaines (n=8). Les don-
nées sont exprimées en moyenne =+ 'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle.

7.4.4.4 Sensibilité des récepteurs a l'insuline

Auniveau hépatique, une augmentation significative de la phosphorylation d’AKT
apres stimulation a 'insuline et donc une plus grande sensibilité a 1'insuline au ni-
veau hépatique est retrouvée pour le groupe HD de la génération F1 (p-valeur=0,03)
(Figure 88). Aucune autre modification de la phosphorylation d’AKT dans le tissu
hépatique n’est retrouvée pour les générations F1 et F3.

Aucune modification de la phosphorylation d’AKT dans le tissu musculaire n’est
retrouvée pour les groupes LD et HD des générations F1 et F3 par rapport aux

groupes controles des générations respectives (Figure 89).

7.4.4.5 Dosage du glycogene hépatique et musculaire

Seule une tendance a 'augmentation de la quantité de glycogene musculaire est
retrouvée pour le groupe LD de la génération F1 (p-valeur=0,08) (Figure 90). Aucune
autre modification de la quantité de glycogene hépatique et intra-musculaire n’est
retrouvée pour les groupes LD et HD des générations FO, F1 et F3 par rapport aux

groupes contrdles des générations respectives.

7.4.4.6 Dosage des triglycérides hépatiques et musculaires

Une diminution significative de la quantité de TAG hépatiques ainsi qu'une aug-
mentation significative de la quantité de TAG musculaires ont été retrouvées pour
le groupe HD de la génération F1 par rapport au groupe contrdle (p-valeurs=0,04 et

0,03 respectivement) (Figure 91). Cependant, la quantité totale de TAG totale dans
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FIGURE 91 — Dosage des triglycérides hépatiques et musculaires chez les males 4gés de 19 semaines
comparées aux

des générations FO, F1 et F3 (n



192 Chapitre 7. Métabolisme énergétique - Résultats

les tissus reste significativement diminuée par rapport au groupe controle (18,47
nmol/mg versus 14,56 nmol/mg en moyenne, p-valeur=0,02). Aucune autre modi-
fication de la teneur en TAG dans le foie et le muscle n’a été retrouvée pour les
groupes LD et HD des générations F0, F1 et F3 par rapport aux groupes contrdles de

générations respectives.

7.4.5 Sur le fonctionnement mitochondrial hépatique et le stress oxydant

7.4.5.1 Densité mitochondriale

Aucune modification de la densité mitochondriale hépatique n’est retrouvée pour
les groupes LD et HD des générations F0, F1 et F3 par rapport aux groupes controles

des générations respectives (Figur 92).
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FIGURE 92 - Densité mitochondriale hépatique par mesure de 'activité de la citrate synthase des males
agés de 3 semaines pour les générations FO, F1 et F3 (n=10). Les données sont exprimées en moyenne
=+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controdle.

7.4.5.2 Respiration et production de ROS par la mitochondrie hépatique

Pour les males adultes de la génération FO, seule une augmentation significative
de la consommation d’O, a I'état 3 est observée en présence de glutamate-malate-
succinate pour le groupe LD (p-valeur=0,05), et plus particulierement une augmen-
tation significative de la consommation d’O; par le complexe IV (p-valeur=0,03) au
vu des résultats associant antimycine A et TMPD (Figure 93). Aucune modifica-
tion de la consommation d’O, par le groupe HD ni de modification du couplage

des mitochondries des groupes LD et HD ne sont observées par rapport au groupe
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contrdle. Une augmentation significative de la fuite d’électron et donc de la produc-
tion de ROS par les complexes I et III, ainsi que par “flux reverse”, est observée en
présence des substrats glutamate-malate et succinate pour le groupe LD par rapport
au groupe contrdle. Aucune modification de la production de ROS n’est observée
pour le groupe HD.

Pour les males adultes de la génération F1, une augmentation de la consomma-
tion d’O; a I'état 3 en présence du substrat glutamate-malate est observée pour le
groupe HD par rapport au groupe controle (p-valeur=0,01) (Figure 94). Aucune mo-
dification de la consommation d’O; par le groupe LD n’est observée. Une tendance a
la diminution, voir une diminution significative du couplage des mitochondries hé-
patiques en présence des substrats glutamate-malate et glutamate-malate-succinate
respectivement sont observés pour le groupe HD. Un meilleur couplage des mito-
chondries hépatiques du groupe LD par rapport au groupe controle est observée en
présence du substrat succinate (p-valeur=0,009). Une tendance a I'”augmentation de
la fuite d’électron et donc de la production de ROS par le complexe III est observée
pour les groupes LD et HD en présence des substrats glutamate-malate et succinate.

Pour les males adultes de la génération F3, aucune modification de la consomma-
tion d’O; n’est observée pour les groupes LD et HD par rapport au groupe controle.
Un meilleur couplage des mitochondries hépatiques du groupe HD est observé en
présence du substrat succinate pour le groupe HD (p-valeur=0,01) (Figure 95). Au-
cune modification de la production de ROS n’est observée pour les groupes LD et
HD par rapport au groupe controle, seule une tendance a la diminution de la pro-
duction de ROS par les complexes I et Il est observée pour le groupe HD en présence

de glutamate-malate-succinate.



194 Chapitre 7. Métabolisme énergétique - Résultats

1 Contréle
Il High Dose
60 __ 250
N‘s 3
€& 85 200
£ 2 a4 zg
o E o £
2 E E‘E 150
EE ]
E 5 £q
59 = g 1o
-] 3z
s I
o E &g 50
=1
o P . 0
O
(<) \,,0 é\Q
80
= 250
~ =
o2 °
T & 6o 85 20 *
e 2 x 2
s E o E
£ E TE 150
e :E *
£o "§oN 100
5 B
© £ gg 50
Qo
0 T p T =
& 0F & & ¥
Y B
%
80 __ 250
~F * °
S5 w 8a 200
c 2 3 E’
o £ o=
S s TE 150 *
EE 40 5 %
E = To 100
S o 3
52 25 s
O £ o £
= -
o 0
< R o ) o
N ¥ ® o € ¥
120
o'8 100
£ : (0,06)
§E % 8 1501 *
E£ 60 * o
< £3
€S 4w 58
€9 T2 1004
o 5 E
8 2 i
£ oE
o [
& &L & )
vﬁv S 9 TSI 504
5t
S8
EE)
3
25+ [ 0"
) 2 2
; 20: & «x°°q <~°°e
E 9
i & &S
® 154
2
o
104
o
&
g 5
.4
0+
N
» 39 0‘3‘9
O
%\)

FIGURE 93 — Respiration (a gauche) et production de ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) (a droite) par
la mitochondrie hépatique des males F0 agés de 19 semaines (n=10). Les données sont exprimées en
moyenne £ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controdle. Les tendances (0,1<p-
valeur<0,05) sont exprimées entre parentheéses; * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01. AA, antimycine A;
ADP, adénosine diphosphate; Asc, ascorbate; DNP, 2,4-dinitrophénol; GM, glutamate-malate; GMS,
glutamate-malate-succinate; Oligo, oligomycine; Rot, roténone; Succ, succinate; TMPD, N,N,N'N’-
tétraméthyl-1,4- phénylénediamine.
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FIGURE 94 — Respiration (a gauche) et production de ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) (a droite) par
la mitochondrie hépatique des males F1 dgés de 19 semaines (n=10). Les données sont exprimées en
moyenne =+ I'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. Les tendances (0,1<p-
valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses; * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01. AA, antimycine A ;
ADP, adénosine diphosphate; Asc, ascorbate; DNP, 2,4-dinitrophénol; GM, glutamate-malate; GMS,
glutamate-malate-succinate; Oligo, oligomycine; Rot, roténone; Succ, succinate; TMPD, N,N,N'N’-
tétraméthyl-1,4- phénylénediamine.
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FIGURE 95 — Respiration (a gauche) et production de ROS (dérivés réactifs de 'oxygene) (a droite) par
la mitochondrie hépatique des males F3 dgés de 19 semaines (n=10). Les données sont exprimées en
moyenne £ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controdle. Les tendances (0,1<p-
valeur<0,05) sont exprimées entre parenthéses; ** p-valeur<0,01. AA, antimycine A; ADP, adéno-
sine diphosphate; Asc, ascorbate; DNP, 2,4-dinitrophénol; GM, glutamate-malate; GMS, glutamate-
malate-succinate ; Oligo, oligomycine; Rot, roténone; Succ, succinate; TMPD, N,N,N'N’-tétraméthyl-
1,4- phénylenediamine.
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7.4.5.3 Expression des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale

Une augmentation significative de I'expression du complexe III de la chaine res-
piratoire mitochondriale hépatique est mesurée pour le groupe FO LD par rapport
au témoin (p-valeur=0,02) (Figure 96). De plus, une tendance a 'augmentation de ce
méme complexe est retrouvée pour le groupe F1 HD. Au niveau transgénérationnel,
une diminution significative de 1’expression du complexe I et III est retrouvée pour

le groupe F3 LD par rapport au groupe contrdle (p-valeurs=0,003 et 0,03 respective-

ment).
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FIGURE 96 — Expression des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale hépatique des males
agés de 19 semaines pour les générations FO, F1 et F3 (n=8). La figure de gauche représente 1'expres-
sion relative de chacun des complexes par rapport au complexe V. La figure de droite est une photo du
marquage des différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Les données sont expri-
mées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe contrdle. Les tendances
(0,1<p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses; * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01.
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FIGURE 97 — Dosage des parametres du stress oxydant hépatique des males 4gés de 19 semaines pour
les générations FO, F1 et F3 (n=10). Les données sont exprimées en moyenne =+ ’erreur type (SEM)
et comparées aux données du groupe contrdle. * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01. FRAP, “ferric ion
reducing antioxydant power” ; TBARS, "thiobarbituric acid reactive substances”.
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7.4.5.4 Dosage des parametres du stress oxydant

Aucune modification de la quantité de TBARS hépatiques n’est observée pour le
groupe LD des générations FO, F1 et F3 par rapport aux groupes controles des gé-
nérations respectives malgré une légere diminution du taux de TBARS mesurée no-
tamment pour les générations F1 et F3 (p-valeurs=0,9, 0,1 et 0,1 pour les générations
FO, F1 et F3 respectivement). Une diminution significative des TBARS hépatiques est
observée pour le groupe HD des générations F1 et F3 (p-valeurs=0,001 et 0,03 res-
pectivement), mais non pour la génération FO (p-valeur>0,9). Aucune modification
de la quantité de thiols, FRAP et GPx hépatiques des groupes LD et HD des généra-
tions FO, F1 et F3 n’est observée par rapport aux groupes controles des générations
respectives malgré une diminution dose dépendante de la quantité de thiols pour
la génération F1 (p-valeurs=0,8 et 0,1 pour les groupes LD et HD respectivement

lorsque comparés au groupe controle).

7.4.6 Surl’expression des génes hépatiques
7.4.6.1 Analyse générale des données

Pour le groupe LD, le nombre de genes totaux différentiellement transcrits semble
augmenter avec les générations. Le nombre de génes sur-transcrit reste stable au
cours des générations (82, 99 et 92 geénes sur-transcrits pour les générations FO, F1 et
F3 respectivement) contrairement au nombre de genes sous-transcrits qui, lui, aug-
mente avec les générations (98, 132 et 164 genes sous-transcrits pour les générations
FO, F1 et F3 respectivement) (Figure 98). Pour le groupe HD, une diminution du
nombre de genes totaux différentiellement transcrits est observée au fur et a mesure
des générations. La quantité de genes sur-transcrit est légerement augmentée pour la
génération F1 (211 génes sur-transcrits) par rapport a la génération FO (176 genes sur-
transcrits) et chute drastiquement pour la génération F3 (65 genes sur-transcrits). A
I'inverse, le nombre de genes sous-transcrit chute pour la génération F1 (126 genes
sous-transcrits) par rapport a la génération FO (288 génes sous-transcrits) et aug-
mente légerement pour la génération F3 (165 genes sous-transcrits) par rapport a la
génération F1. De maniere générale, une quantité supérieure de genes différentielle-

ment transcrits est retrouvée pour le groupe HD par rapport au groupe LD pour les
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générations FO (180 et 464 genes différentiellement transcrits pour les groupes LD
et HD respectivement) et F1 (231 et 337 genes différentiellement transcrits pour les
groupes LD et HD respectivement). Cette différence n’est plus visible pour la géné-
ration F3 (256 et 230 genes différentiellement transcrits pour les groupes LD et HD

respectivement).
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FIGURE 98 — Nombres de geénes hépatiques différentiellement transcrits chez les males agés de 19
semaines pour chaque groupe et générations FO, F1 et F3 (n=10).

7.4.6.2 Modification de 1’expression des voies biologiques

Pour le groupe LD, une surexpression des voies de I'inflammation est retrouvée

de maniere similaire pour les générations FO et F3 ("phagosome”, "HTLV-I infection”,

” on " on ” on

"herpes simplex infection”, "graft-versus-host disease”, " Epstein-Barr virus infection”, "an-
tigen processing and presentation”, "allograft rejection”). De plus, une surexpression des
voies métaboliques impactant la synthese lipidique est retrouvée pour la génération
E3 ("steroid hormone biosynthesis”, “metabolic pathways”, “glycerophospholipid metabo-

lism”, "glycerolipid metabolism”). Seule la voie "bile secretion” est retrouvée surexpri-

mée pour la génération F1.
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FIGURE 100 — Voies biologiques sous-transcrites pour le groupe “low dose” chez les males agés de 19 semaines pour les générations FO, F1 et F3 (n=10).
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Pour les LD de la génération FO, une sous-expression des voies du métabolisme

" on

lipidique est observée (“retinol metabolism”, “fatty acid metabolism”, "fatty acid degra-
dation”, "adipocytokine signaling pathway”). La génération F1 possede peu de voies

sous-transcrites a l'inverse de la génération F3 dont les voies sous-transcrites sont

2

principalement des voies de l'inflammation (“toxoplasmosis”, ”Staphylococcus aureus
infection”, "NF-kappa B signaling pathway”, “leishmaniasis”, "influenza A", "inflamma-
tory bowel diseas”, "HTLV-I infection”, "graft-versus-host disease”, "antigen processing
and presentation”).

Pour le groupe HD, une surexpression des voies d'inflammation sont retrouvées

" on

pour la génération FO ("NAFLD", ""herpex simplex virus”, "graft-versus-host disease”,
"Epstein-Barr virus”, "antigen processing and presentation”, "allograft rejection”) ainsi
que des voies associées au métabolisme énergétique (“valine leucine and isoleucine
biosynthesis”, "type I diabetes mellitus”, ”glycerine serine and threonine metabolism"”) alors
que peu de voies sont surexprimées pour les générations F1 et F3.

De nombreuses voies sont sous-exprimées pour toutes les générations du groupe
HD. Pour la génération FO, nombreuses sont les voies qui jouent un role dans le
métabolisme énergétique (“retinol metabolism”, "metabolic pathways”, "insulin resis-

" on I " on

tance”, "glycosphingolipid biosynthesis”, "glucagon signalin pathway”, "fatty acid metabo-

" n I ” on

lism”, "fatty acid degradation”, "cGMP-PKG signaling pathways”, "AMPK signaling pa-
thways”, "adipocytokine signaling pathway”) dont la voie metabolic pathways regroupe
plus de 30 genes sous-exprimés. Pour la génération F1, les voies sous-exprimées
sont encore, mais de maniere moins marquante, des voies du métabolisme éner-
gétique ("type I diabetes mellitus”, "retinol metabolism”, "metabolic pathways”, "fatty
acid degradation”). Egalement, de nombreuses voies 1'inflammation sont retrouvées
sous-exprimée pour cette génération (“herpes simplex infection”, ”graft-versus-host di-
sease”, "antigen processing and presentation”, "allograft rejection”). De méme, certaines
de ces voies continuent a étre sous-exprimées pour la génération F3 HD au niveau

”

des voies du métabolisme énergétique (“tyrosine metabolism”, "type I diabetes melli-
tus”, "tryptophan metabolism”, “steroid hormone biosynthesis”, "retinol metabolism”) et
de voies de l'inflammation (“tuberculosis”, “"toxoplasmosis”, “systemic lupus erythema-

tosus”, "Staphylococcus aureus infection”, “leishamniasis”, "intestinal immune network
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FIGURE 101 - Voies biologiques sur-transcrites pour le groupe “high dose” chez les males agés de 19 semaines pour les générations FO, F1 et F3 (n=10).
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for IgA production”, "inflammatory bowel”, "hematopoietic cell lineage”, “antigen pro-
cessing and presentation”, "allograft rejection”) dont certaines voies sont communes
a celles sous-transcrites en LD pour cette méme génération. A I'inverse, il apparait
une sous-expression des voies biologiques du métabolisme des xénobiotiques (“me-
tabolism of xenobiotics by cytochrome P450”, "drug metabolism - cytochrome P450"). La
sous-expression constante des voies biologiques retinol metabolism et prolactin si-
gnaling pathway au cours des générations est également observée.

De maniére générale, les voies surexprimées pour la génération FO sont assez
similaires entre les groupes LD et HD, cependant une diminution des voies surex-
primées est observée pour le groupe HD tandis quune augmentation du nombre
de voies sur et sous-exprimées avec les générations est observée pour le groupe LD

(Figure 103).

F Fo F1 F3 \

Inflammation

Inflammation
Meétabolisme lipidique

Low dose

Métabolisme lipidique Inflammation

FO F1 F3

N
AN
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Métabolisme énergétique
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" " " ” Inflammation
Meétabolisme énergétique - = = = Meétabolisme énergétique
Métabolisme énergétique

Métabolisme des xénobiotiques

FIGURE 103 — Schéma récapitulatif de la quantité de voies biologiques hépatiques sur (en rouge) ou

sous (en bleu) transcrites chez les males 4gés de 19 semaines pour les deux groupes et les générations
FO, F1 et F3.
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7.4.6.3 Modification de la transcription des génes associés aux diabetes

Le nombre de genes hépatiques différentiellement transcrits associés aux dia-
betes est globalement similaire entre les générations (32, 24 et 33 pour les générations
FO, F1 et F3 respectivement) (Figure 104). Cependant les genes différentiellement
transcrits sont différents d'une génération a l'autre et d’'un groupe d’exposition a
l'autre. De nombreux génes sont retrouvés associés aux diabetes de type 1 et 2; seul
un gene est associé au pré-diabete, RT1-DA (pour RT1 class II, locus Ba) codant pour
une protéine jouant un rdle dans la liaison des antigenes, et est retrouvé significati-
vement sous-transcrit pour les LD et HD de la génération F3.

Certains patterns intéressants sont cependant observés. C’est le cas de HSP90AA1
(pour “heat shock protein 90 alpha family class A member 1”) qui est différentiellement
transcrit pour tous les groupes d’expositions et toutes les générations. Il est cepen-
dant significativement sous-transcrit pour les générations FO et F1 puis significati-
vement sur-transcrit pour la génération F3. Ce gene code pour une protéine chape-
ronne évitant la dimérisation des récepteurs nucléaires ou cytoplasmique et donc
régulant la transcription de différents genes. Le gene NQO1 (pour "NADPH quinone
dehydrogenase 1”) est retrouvé sur-transcrit pour tous les groupes d’expositions et
toutes les générations excepté le groupe F1 LD. Ce gene code pour une protéine ré-
gulant le stress oxydant cellulaire. Elle joue également un role dans la biosynthese
de la vitamine K. De la méme maniére, le gene codant pour un récepteur aux estro-
genes, ESR1 (pour “estrogen receptor 1”), est retrouvé significativement sous-transcrit
pour tous les groupes d’exposition des générations FO et F3 et significativement sur-
transcrit pour les F1 LD uniquement.

I est également retrouvé des patterns similaires de transcription sur plusieurs
générations. C’est le cas de nombreux genes :

— ABCBI1B (pour "ATP-binding cassette subfamily B (MDR/TAP) member 1B"), co-
dant pour un transporteur actif, et plus précisément de type protéines d’efflux
des xénobiotiques, est significativement sous-transcrite pour les générations
FO et F3 LD.

— ABCC9 (pour "ATP-binding cassette subfamily C member 9”), codant pour une

sous unité des canaux potassiques sensibles a ’ATP, est significativement
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sous-transcrit pour les générations FO et F1 HD.

— CDKNI1A (pour “cyclin dependent kinase inhibitor 1A”), codant pour une pro-
téine nécessaire a la formation des microtubules du cytosquelette, est signifi-
cativement sous-transcrit pour les générations FO et F1 LD.

— HMGCR (pour “3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase”), codant pour une
protéine jouant un role dans 1’'homéostasie du cholestérol cellulaire, est signi-
ficativement sous-transcrit pour les générations FO et F1 HD.

— IGFBP1 (pour “insulin-like growth factor binding protein 1”), codant pour une
protéine fixant les IGF, est significativement sous-transcrit pour les généra-
tions FO et F3 LD.

— LPL (pour “lipoprotein lipase”), codant pour une enzyme du métabolisme lipi-
dique catalysant ’hydrolyse des TAG des chylomicrons et VLDL (pour “very
low density lipoprotein”), est significativement sous-transcrit pour les généra-
tions FO et F3 des groupes LD et HD

— MME (pour "membrane metalo-endopeptidase”), codant pour une protéine de la
protéolyse, est significativement sous-transcrit pour les générations F1 et F3
du groupes LD

— NAMPT (pour “nicotinamide phosphoribosyltransferase”), codant pour une pro-
téine jouant un role de cytokine immunomodulante mais également en tant
qu’adopkine aux propriétés anti-diabétiques, est significativement sous-transcrit
pour les générations FO, F1 et F3 du groupes HD

— NROB2 (pour "nuclear receptor subfamily 0 group B member 2”), codant pour
une protéine responsable du transport des acides biliaires, est retrouvé signi-
ficativement sur-transcrit pour les générations FO et F1 LD ainsi que FO et F3

HD.
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FIGURE 104 — "Heat map” de la modification de la transcription des genes associés aux diabetes par
rapport au groupe contréle chez les males 4gés de 19 semaines pour les générations FO, F1 et F3.
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7.4.6.4 Modification de la transcription des génes associés aux pathologies hépa-

tiques

Le nombre de génes hépatiques différentiellement transcrits associés aux patho-
logies hépatiques est globalement similaire entre les générations (55, 49 et 63 pour les
générations FO, F1 et F3 respectivement) (Figure 105). Cependant les genes différen-
tiellement transcrits sont différents d’une génération a 'autre et d'un groupe d’ex-
position a l'autre. De maniere générale, peu de genes différentiellement transcrits
semblent liés a une hépatite chronique ou une hépatite animale, ainsi qu’a une in-
suffisance hépatique. Seul 1 gene différentiellement transcrit est associé ala NAFLD,
c’est le gene NR1H4 (pour “nuclear receptor subfamily 1 group H member 4”) qui est si-
gnificativement sous-transcrit pour le groupe HD de la génération FO. Ce gene code
pour une protéine aux multiples fonctions allant de l'activité de facteur de trans-
cription a une activité de récepteur aux acides biliaires et dont les fonctions sont
liées a 'homéostasie lipidique. De méme, 1 seul gene est retrouvé différentiellement
transcrit et associé a la NASH, c’est le gene APOA1 (pour “apolipoprotein A1"), signi-
ficativement sur-transcrit pour le groupe LD de la génération FO. L'apolipoprotéine
Al est une protéine constituante des HDL (pour “high density lipoprotein”) et permet
I’absorption des lipides cellulaires par la lipoprotéine du méme nom.

Certains genes sont retrouvés différentiellement transcrits pour tous les groupes
de toutes les générations. C’est le cas de ESR1, HSP90AA1 et NQO1 qui sont de nou-
veau retrouvés comme étant des genes associés aux pathologies hépatiques. Mais
c’est aussi le cas d’autres genes tel que CSMD1 (pour "CUB and Sushi multiple do-
mains 1) qui sont retrouvés significativement sous-transcrits pour tous les groupes
d’expositions de toutes les générations. Ce gene code pour une protéine du systeme
du complément permettant au systéme immunitaire et aux cellules de s’identifier
entre-elles et d’éviter les réactions auto-immunes. Le gene PAQR9 (pour “progestin
and adipoQ receptor family member 9”) est retrouvé significativement sous-transcrit
pour tous les groupes de toutes les générations excepté F1 LD. Ce gene code pour
une protéine constituante d'un RCPG et semble jouer un role dans la cétogeneése.

Le gene PRLR (pour “prolactin receptor”), codant pour le récepteur a la prolactine,
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est retrouvé différentiellement transcrit pour tous les groupes et toutes les généra-
tions. Cependant, il est retrouvé sur-transcrit pour le groupe LD des générations FO
et F1 puis sous transcrit pour la génération F3 et sous transcrit pour le groupe HD
de toutes les générations. Le geéne SDS (pour “serine dehydratase”) est également re-
trouvé significativement sur-transcrit pour tous les groupes des générations FO et F1
puis sous-transcrit pour le groupe LD de la génération F3 uniquement. Ce gene code
pour une enzyme de la gluconéogeneése dégradant la sérine en pyruvate et NH3. En-
fin, le gene UBD (pour “ubiquitin D”) est retrouvé fortement sur-transcrit pour tous
les groupes d’expositions de toutes les générations. L'ubiquitine D est une protéine
se fixant a d’autres protéines permettant de les marquer et d’entrainer leur élimina-
tion.

I est également retrouvé des patterns similaires de transcription sur plusieurs
générations. Certains genes associés aux diabetes sont retrouvés également associés
aux pathologies hépatiques tel que les genes ABCB1B, CDKN1A, HMGCR, IGFBP1
et LPL. Cependant, d’autres genes présentent des patterns tout aussi intéressants :

— AADAT (pour “aminoadipate aminotransferase”), codant pour une transami-
nase localisée dans la mitochondrie hépatique et jouant un roéle dans la dé-
gradation de la lysine, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le
groupe HD des générations FO et F3.

— ALDHI1B1 (pour “aldehyde dehydrogenase 1 family member B1”), codant pour
une protéine jouant un role dans le métabolisme de 1’alcool et le métabolisme
lipidique, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le groupe HD des
générations F1 et F3.

— APOF (pour “apolipoprotein F”), codant pour 1’apolipoprotéine F associé prin-
cipalement aux LDL (pour low density lipoprotein) et permettant donc la
régulation du transport du cholestérol, est retrouvé significativement sur-
transcrit pour le groupe LD des générations FO et F1.

— BTG2 (pour "BTG anti-proliferative factor 2”), codant pour une protéine anti-
proliférative et jouant un role dans la dépolarisation mitochondriale, est re-
trouvé significativement sous-transcrit pour le groupe LD des générations FO

et F1.
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FIGURE 105 — "Heat map” de la modification de la transcription des génes associés aux pathologies
hépatiques par rapport au groupe controle chez les males agés de 19 semaines pour les générations FO,
F1 et F3.
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— C7 (pour “complement 7"), codant pour une protéine du systéme du complé-
ment et jouant donc un role au niveau immunitaire, est retrouvé significati-
vement sous-transcrit pour le groupe HD des générations F1 et F3.

— CD63, codant pour une protéine responsable de la formation de vésicule de
relargage, est retrouvé significativement sur-transcrit pour le groupe HD des
générations F1 et F3.

— CIDEA (pour “cell death-inducing DFFA-like effector A”), codant pour une pro-
téine se liant aux gouttelettes lipidiques et favorisant le stockage de lipide, est
retrouvé significativement sur-transcrit pour le groupe HD des générations
F1 et F3.

— CLDN1 (pour “claudin 1”), codant pour une protéine composant les jonctions
serrées, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le groupe HD des
générations FO et F3.

— CXCL1 (pour "C-X-C chemokine ligand 1”), codant pour une chemokine at-
tirant les cellules immunitaires, est retrouvé significativement sous-transcrit
pour le groupe HD des générations FO et F3.

— CYP7A1 (pour “cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1”), codant pour
une CYP450 jouant un role dans la dégradation du cholestérol afin de former
les acides biliaires, est retrouvé significativement sur-transcrit pour le groupe
LD des générations F1 et F3.

— EGR1 (pour “early growth response 1”), codant pour un régulateur de la trans-
cription et nécessaire a la prolifération des hépatocytes, est retrouvé signifi-
cativement sur-transcrit pour le groupe LD des générations F1 et F3.

— GPMB6A (pour “glycoprotein M6A”), codant pour une protéine dont le role au
niveau hépatique reste encore inexploré, est retrouvé significativement sous-
transcrit pour le groupe LD des générations FO et F1.

— GSTA2 (pour “glutathione S-transferase alpha 2”), codant pour un catalyseur
de la conjugaison du glutathion et jouant un role dans la dégradation des xé-
nobiotiques, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le groupe HD
des générations FO et F3 et sur-transcrite pour le méme groupe de la généra-
tion F1.

— HEBP2 (pour “heme binding protein 2”), codant pour une protéine régulant
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négativement le potentiel membranaire mitochondrial, est retrouvé significa-
tivement sous-transcrit pour le groupe LD des générations F0, F1 et F3.
HSD17B2 (pour "hydroxy(17-beta)dehydrogenase 2”), codant pour une enzyme
dégradant 'estradiol, la testostérone et la dihydrotestostérone, est retrouvé
significativement sous-transcrit pour le groupe LD des générations F1 et F3.
ICAM1 (pour “intercellular adhesion molecule 1”), codant pour une protéine
aussi appelée CD54 et permettant la migration des cellules immunitaires dans
les tissus, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le groupe LD des
générations FO et F3.

IGFBP2 (pour "insulin-like growth factor binding protein 2”), codant pour une
protéine fixant les IGF, est retrouvé significativement sur-transcrit pour le
groupe LD des générations F1 et F3.

MCM10 (pour “minichromosome maintenance replication 10 replication initiation
factor”), codant pour une protéine initiant la réplication de ’ADN, est re-
trouvé significativement sur-transcrit pour le groupe LD des générations FO
et F3.

RGD1307603 ou GSTP3 (pour “gluthathione S-transferase pi 3”), codant pour
un catalyseur de la conjugaison du glutathion et jouant un role dans la dégra-
dation des xénobiotiques, est retrouvé significativement sur-transcrit pour le
groupe HD des générations FO et F1.

RT1-BB (pour "RT1 class 1I locus Bb”), codant pour une protéine jouant un role
dans la présentation d’antigenes, est retrouvé significativement sous-transcrit
pour le groupe HD des générations F1 et F3.

SERPINH1 (pour “serpin family H member 1”), codant pour une protéine liant
le collagene et permettant la régulation des endopeptidases, est retrouvé si-
gnificativement sous-transcrit pour le groupe LD des générations FO et F3.
SOCS2 (pour “suppressor of cytokine signaling 2”), codant pour une protéine
jouant un rdle dans la modulation de la réponse des IGF, est retrouvé signifi-

cativement sous-transcrit pour le groupe HD des générations F1 et F3.

— SREBF1 (pour “sterol requlatory element binding transcription factor 1”), codant

pour une protéine chaperonne de récepteurs de transcription jouant un role
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dans la biosynthese de cholestérol et 1'homéostasie lipidique, est retrouvé si-
gnificativement sur-transcrit pour le groupe HD des générations FO et F3.

— ST8SIA1 (pour “ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1”),
codant pour une protéine jouant un role dans la glycosylation des glycos-
phingolipides, est retrouvé significativement sous-transcrit pour le groupe
HD des générations FO, F1 et F3.

— USP18 (pour “ubiquitin specific peptidase 18”"), codant pour une protéine per-
mettant de séparer 1'ubiquitine des protéines marquées, est retrouvé signifi-
cativement sous-transcrit pour le groupe LD des générations FO et F1.

— ZFP36 (pour “zinc finger protein 36”), codant pour un inhibiteur de la synthese
de cytokine inflammatoire, est retrouvé significativement sous-transcrit pour

le groupe LD des générations FO et F1.

7.4.6.5 Modification de la transcription des genes associés aux pathologies méta-

boliques

Comme précédemment, le nombre de genes hépatiques différentiellement trans-
crits associés aux pathologies métaboliques est globalement similaire entre les géné-
rations (22, 21 et 23 pour les générations F0, F1 et F3 respectivement) (Figure 106).
Cependant les génes différentiellement transcrits sont différents d'une génération
a l'autre et d’un groupe d’exposition a l'autre. De maniere générale de nombreux
genes différentiellement transcrits semblent étre retrouvés dans 1'insulino-résistance
et les troubles du stockage des lipides. Un seul gene est retrouvé différentiellement
transcrit pour quasiment tous les groupes de toutes les générations. C’est NQO1, de
nouveau retrouvé comme étant un gene associé aux troubles du stockage des lipides.

Il est également retrouvé des patterns similaires de transcription sur plusieurs
générations. Certains genes différentiellement transcrits et associés aux diabetes et/ou
aux pathologies hépatiques sont de nouveau retrouvés, mais cette fois sont asso-
ciés aux pathologies hépatiques. C’est le cas des genes ABCB1B, ALDH1B1, CLDN1,
HMGCR, ICAM]1, IGFBP2,1L7, LPL, NAMPT, NROB2 et SREBF1. Seul le géne NR4A1
(pour "nuclear receptor subfamily 4 group A member 1”) n’est retrouvé qu’associé aux

troubles métaboliques et plus précisément a la résistance a 1'insuline. Ce géne permet
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la production d"une protéine participant a ’homéostasie énergétique par la séques-
tration d’une kinase dans le noyau entrainant alors une diminution de l’activation
cytoplasmique de I’AMPK (“adenosine monophospate activated protein kinase”). Ce géne

est retrouvé significativement sur-exprimé pour le groupe HD des générations FO et

F1.

FIGURE 106 — "Heat map” de la modification de la transcription des geénes associés aux pathologies
métaboliques par rapport au groupe controle chez les males 4gés de 19 semaines pour les générations

FO, F1 et F3.
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Métabolisme énergétique - Discussion

L'impact des PE sur le métabolisme est de plus en plus étudié, notamment au-
tour de la thématique de 'obésité et du développement du tissu adipeux (Heindel
et al.,2015; Darbre, 2017 ; Hua et al., 2019; Boudalia et al., 2021) mais également, plus
récemment, sur la gestion des substrats énergétiques et I'apparition du diabete de
type 2 (Meng et al., 2018; Guo et al., 2021 ; Morimoto et al., 2022 ; Gong et al., 2023).
Notre étude nous a permis d’explorer I'impact des PE sur le métabolisme : 1’étude
de la génération FO a permis d’explorer 1’exposition chronique a un cocktail de PE
a dose environnementale, permettant une exploration plus proche de la réalité. De
plus, une exploration a 3 et 19 semaines a permis d’évaluer I'évolution des modifica-
tions métaboliques dues aux PE, mais également I'impact des PE sur I’allaitement et
le métabolisme des ratons sevrés, domaine peu étudié mais ayant des conséquences
importantes sur le développement (Quiclet et al., 2022). Enfin, I'impact transgéné-
rationnel des PE sur le métabolisme a pu étre étudié grace a la génération F3. Sur
toutes ces générations, une analyse poussée de la physiologie hépatique allant de
I'histologie, en passant par l'activité mitochondriale et le transcriptome, ainsi que
I'étude de la physiologie pancréatique et des différents parametres glycémiques ont
été faites. Cette évaluation de I'impact transgénérationnel des PE sur le métabolisme

du rongeur n’a, a notre connaissance, jamais été réalisée.

8.1 PE et prise de poids : pas de corrélation avec la prise ali-
mentaire
Certaines études semblent montrer un lien entre I'exposition aux PE et la prise de

poids (qui n’est qu'un indice global et qui ne reflete pas la composition corporelle)

notamment lors d’exposition péri-natale (Akingbemi et al., 2004; Hu et al., 2016a;
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Ahsan et al., 2018; Meng et al., 2018 ; Meng et al., 2019; Boudalia et al., 2021), tandis
que d’autres ne semblent montrer qu'un faible impact des PE sur la prise de poids et
de masse grasse chez le rongeur que ce soit pour le BPA ou BPS (Chitra et al., 2003;
Kabuto et al., 2004; Neigishi et al., 2004; Nikaido et al., 2004; Shi et al., 2017; Meng
et al., 2018; Shi et al., 2018; Tucker et al., 2018; Zhang et al., 2018a; Dai et al., 2021;
Jeminiwana et al., 2021; Kaimal et al., 2021 ; Darghouti et al., 2022) et le TCS (Kumar
et al., 2009; Zorilla et al., 2009; Cao et al., 2018; Huang et al., 2020; Ma et al., 2020;
Hao et al., 2022b ; Weber et al., 2022). Dans notre étude, lors du suivi des rats exposés
directement (FO) et indirectement (F1) aux PE, il a été observé une augmentation si-
gnificative de la consommation de nourriture sans modification de la prise de poids
chez les males et les femelles, et ce jusqu’a 1’dge adulte. Les PE semblent donc mo-
difier le comportement alimentaire sans prise de poids associée. Cette absence de
prise de poids pourrait étre due a une augmentation de l’activité. Il est intéressant
de noter qu'une augmentation de l’activité motrice chez les males avait été retrouvée
pour les groupes LD et HD de la génération FO lors des tests comportementaux, mais
pas pour la génération F1. Cependant, il serait intéressant de tester cette hypothese
al’aide de vidéo-tracking afin d’analyser 1’activité quotidienne des rats exposés aux
PE.

L'impact des PE sur la modification du comportement alimentaire a été jusqu’ici
peu étudié (Walley et al., 2018). Ce comportement spécifique est médié par le noyau
arqué situé au niveau de ’hypothalamus. Cette partie du cerveau est composée de
neurones a neuropeptides Y (NPY), a AgRP ("agouti-gene related peptide”), a POMC
et & CART (“cocaine and amphetamine regulated transcript”). Le noyau arqué projette
ses neurones vers le noyau hypothalamique dorsomédial, vers 1'aire périfornicale
ainsi que vers le noyau paraventriculaire. Des études ont récemment montré un im-
pact des PE sur l'expression des neurones a NPY et a POMC. Ainsi, Marraudino
et al. (2021) ont montré une diminution de 1’expression des neurones a NPY au ni-
veau du noyau arqué et des zones de projection dans I’hypothalamus chez la souris
adulte exposée a 5 ou 500 pg/kg de BPA. Hua et al. (2019) ont également montré
une diminution de I'expression des neurones a POMC au niveau du noyau arqué
chez des rats exposés a 8 mg/kg/j de TCS, ainsi qu'une hyperphagie et une prise de

poids. Dans notre étude, il est intéressant de noter que le volume de la matiére grise
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paraventriculaire, zone de projection des neurones du noyau arqué, a été retrouvé
augmentée de 15 % et 10 % pour les groupes FO LD et HD respectivement mais pas
pour la génération F1 (voir "Cerveau, neuroendocrinologie et comportement"). Une
modification de I'expression ou de l'activité des neurones a POMC et NPY apparait
étre une hypothese intéressante pour expliquer cette modification du comportement
alimentaire au moins pour la génération FO.

L’ensemble de ces neurones est sensible aux hormones, et notamment a la gh-
réline et la leptine qui ont pour role d’augmenter et de diminuer respectivement
la prise alimentaire. La ghréline est synthétisée notamment par I'antre de 1’estomac
(partie inférieure) et sa syntheése est stimulée en cas de jeline court, ainsi que par
la synthese de GHRH et de T4 notamment. Il est a noter qu’aucune modification
de la concentration sérique en Ty libre n’a été retrouvée pour les males des généra-
tions FO et F1 a 1’age adulte (voir "Cerveau, neuroendocrinologie et comportement").
A l'inverse, la ghréline est inhibée en présence d’insuline et d’augmentation de la
glycémie. Lors du dosage de l'insulinémie a jeun chez les males FO et F1 et des me-
sures de la glycémie a jeun chez les males et femelles FO et F1, aucune modification
n’a été retrouvée, excepté une augmentation significative de 1'insulinémie pour la
génération F1 adulte. Cette seule modification hormonale ne permet cependant pas
d’expliquer cette modification de la prise alimentaire sans prise de poids. Dans notre
étude, I'impact des PE sur le taux de ghréline circulante semble donc peu probable.
De plus, peu d’études rendent compte du taux de ghréline aprés exposition a des
PE. Ainsi, Ferguson et al. (2011) n’ont trouvé aucune modification de ce taux apres
exposition de rats in utero au BPA (2,5 et 25 ug/kg/j).

Une autre hormone pouvant étre responsable d’une modification du compor-
tement alimentaire est la leptine. Elle est synthétisée par le tissu adipeux blanc a
la suite d’un apport en nourriture afin d’inhiber la sensation de faim et donc per-
mettre un contréle du stockage des acides gras et du développement du tissu adi-
peux notamment (Norman & Henry, 2015). Il a été retrouvé dans la littérature une
augmentation de la concentration en leptine circulante liée a un développement du
tissu adipeux lors d’exposition in vitro (Hélies-Toussaint et al., 2014) ou in vivo aux
PE (Alonso-Magdalena et al., 2010; Hua et al., 2019). Ces résultats ne semblent pas

étre retrouvés dans toutes les études (Ferguson et al., 2011; Ramzkov Tetzlaff et al.,
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2020; Szkudelska et al., 2021). Ici, une tendance a la diminution de la quantité de
tissu adipeux a été retrouvée pour les générations FO et F1 a 1’age adulte. Dans le
cas de notre étude, il semble donc peu probable qu'une modification de la concen-
tration en leptine circulante soit responsable d’une modification du comportement
alimentaire.

D’autres récepteurs hormonaux sont également retrouvés sur le noyau arqué.
C’est le cas des récepteurs a la prolactine, une hormone sécrétée par I’adénohypo-
physe qui ne joue pas qu'un role dans le développement de la glande mammaire
comme en atteste des études récentes (Freeman et al., 2000 ; Ben-Jonathan et al., 2008;
Bernard et al., 2019 ; Lopez-Vicchi et al., 2020 ; Ceré et al., 2021) mais qui pourrait jouer
un role sur la prise alimentaire. Depuis plusieurs années déja, de nombreuses études
ont montré une augmentation de la prise alimentaire chez le rongeur de maniere
concentration dépendante a la prolactine (Gerardo-Gettens et al., 1989 ; Heil, 1999;
Naef et al., 2007). La présence de récepteurs a la prolactine et son role précis sur le
noyau arqué sont cependant toujours en cours d’étude, méme si une premiere étude
a permis d’établir le role important de la prolactine dans l'activation des neurones
du noyau arqué (Georgescu et al., 2020). De plus, la prolactine pourrait insensibili-
ser le noyau arqué a l'action de la leptine, c’est a dire annuler la diminution de la
prise alimentaire (Lopez-Vicchi et al., 2020). La question de I'impact des PE sur la
régulation de la prolactine pose donc question. Il a été montré que le DES, pertur-
bateur endocrinien médicamenteux retiré du marché dans les années 70, augmente
la synthese de prolactine mais chez les rats males uniquement (Maeda et al., 2019).
L’exposition au BPA semble également corrélée a une augmentation de la synthese
de prolactine chez les femmes dans le cas d’études épidémiologiques (Miao et al.,
2015). A l'inverse, le TCS semble induire une diminution concentration dépendante
de la prolactine synthétisée chez des rates enceintes a partir d’'une consommation
en TCS de 100 mg/kg/j (Feng et al., 2016). Dans le cas de notre étude, une expres-
sion différentielle des récepteurs a la prolactine (PRLR) a été observée pour tous
les groupes et toutes les générations de males adultes au niveau du tissu hépatique
ainsi qu'une diminution de I’enrichissement de la voie de signalisation de la pro-
lactine pour les F3 LD et FO a F3 HD représentée notamment par les genes IRF1,
IRS2, SOCS2 et STAT3 différentiellement transcrits. L'impact du mélange de PE a
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dose environnementale sur la synthése de prolactine de la génération FO male est
une hypothese intéressante en cours de vérification.

Un autre facteur non hormonal ayant un impact sur la prise alimentaire est le
microbiote. En effet, celui-ci semble impacter la prise alimentaire grace a la synthese
d’enzymes par les différentes souches bactériennes présentes dans l'intestin. C’est le
cas par exemple des souches Prevotella sp., Ruminococcus sp. et Bifidobacterium sp. qui
permettent d'inhiber la sensation de faim grace a la production de phosphate acétyl-
transférase et d’acétate kinase permettant d’activer les neurones du noyau arqué par
exemple (Anastasovska et al., 2012 ; Frost et al., 2014 ; Zhao et al., 2019 ; Romani-Pérez
et al., 2021). L'impact des PE sur le microbiote a montré que le BPA a 50 pg/kg en-
trainait une diminution de la présence des souches Bifidobacterium sp. au niveau du
microbiote chez la souris (Malaisé et al., 2017). Cet impact n’a cependant pas été re-
trouvé pour d’autres concentrations de BPA chez le rongeur (Géalvez-Ontiveros et
al., 2020; Hampl & Starka, 2020). Un mélange de diéthyl-phtalate, TCS et MP (0,1735
mg/kg, 0,05 mg/kg et 0,1050 mg/kg respectivement) a également entrainé une aug-
mentation de la présence du genre Prevotella sp. chez le rat (Hu et al., 2016b). De plus,
I'impact du triclosan sur le microbiote n’est pas négligeable au vu de son activité an-
tibactérienne par inhibition de I'ENR (voir introduction 1.3.4.) (Ma et al., 2020). Il a
été montré que le TCS entrainait une forte pression de sélection sur les souches bac-
tériennes résistantes au triclosan chez la souris, méme a de faibles concentrations de
l'ordre de 2 ppm (Gao et al., 2017). L'impact des PE sur le microbiote des générations
FO, F1 et F3 males et femelles est en cours d’analyse et pourra permettre de vérifier
notamment I’hypothése d"un impact sur le comportement alimentaire observé pour
les générations FO et F1.

Pour les générations suivantes, il a été observée une augmentation significative
de la prise de poids par rapport au groupe contrdle pour les males et femelles de
la génération F2 HD sans lien apparent avec la prise alimentaire. Cette génération,
pourtant indirectement exposée au stade gaméte, semble donc plus impactée que les
autres. Malheureusement, cette génération n’ayant pas été étudiée, il est difficile de
savoir si la prise de poids a continué jusqu’a 1’dge de 19 semaines et si le tissu adi-

peux y est bien plus développé. Pour la génération F3, le poids des femelles semble
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augmenter en milieu et en fin de croissance pour le groupe LD et HD respective-
ment avec une augmentation significative de la prise alimentaire pour le groupe LD.
Cependant, plus aucune modification du poids des femelles n’a été retrouvée a 'age
adulte a 19 semaines. De plus, aucune modification de la masse de tissu adipeux n’a
été retrouvée pour les males et femelles de la génération F3. L'impact important sur
la prise de poids retrouvé pour la génération F2 ne se retrouve qu’en partie chez la
génération F3, laissant entendre un impact multigénérationnel des PE sur la prise de

poids.

8.2 Diabete gestationnel et métabolisme post-partum : peu

d’impact des PE

Peu d’études ont été faites sur 'impact des PE de type BPA, BPS, TCS ou MP sur
I'apparition de diabete gestationnel. Seules des études épidémiologiques ont montré
des résultats contradictoires liant (ou non) une exposition en début de grossesse aux
PE et l'apparition de diabete gestationnel ou d’obésité gestationnelle (Robledo et al.,
2013; Shapiro et al., 2015; Philips et al., 2020; Rolfo et al., 2020). Chez la rate, aucun
impact sur la glycémie a 7 et 18 jours de gestation n’a été retrouvé par rapport au
groupe contrdle de la génération FO a F3 ni en post-partum. De plus, aucune modi-
fication du poids et de la quantité de tissu adipeux post-partum n’a été retrouvée.
Notre mélange de PE semblent donc avoir peu d'impact sur I'apparition de diabete

gestationnel et sur la prise de masse grasse post-partum.

8.3 PE et allaitement : prise de poids au moment du sevrage

L'impact des PE sur la prise de poids a été retrouvée majoritairement autour de
la naissance sur le modéle rongeur (Akingbemi et al., 2004; Ahsan et al., 2018 ; Meng
et al., 2018; Meng et al., 2019) mais de maniere tres irréguliere entre les publications
(Negishi et al., 2004 ; Ma et al., 2020 ; Kaimal et al., 2021 ; Morimoto et al., 2022 ; Weber
et al., 2022). Une des hypothéses envisagées par les différents auteurs pour expliquer
cette non-linéarité des résultats est le choix du type de rate allaitante. En effet, cer-

tains auteurs conservent un allaitement des petits étudiés grace aux meres exposées
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tandis que d’autres choisissent de ne pas exposer les meres aux PE afin de ne me-
surer que l'impact in utero. Les PE sont retrouvés dans le lait maternel (Okabayashi
et al., 2010; Mendonca et al., 2012; Priyanka et al., 2020; Weber et al., 2022) et pour-
raient étre transmis aux nourrissons et donc entrainer des effets déléteres sur le bon
fonctionnement de leur métabolisme et leur développement. Cette question reste ce-
pendant encore peu explorée. A notre connaissance, seule une publication fait 1’état
de I'impact des PE sur le fonctionnement du métabolisme apres le sevrage : Mori-
moto et al. (2022) observent notamment une augmentation de la prolifération des
cellules B des ilots de Langerhans du pancréas chez les ratons exposés in utero a 0,05
mg de BPS/kg/j.

Dans notre étude, il a été retrouvé au moment du sevrage un poids significati-
vement plus élevé de maniere concentration dépendante pour les males et femelles
de toutes les générations (F1 et F4), excepté pour la génération F3 ot une baisse
du poids au moment du sevrage est retrouvée pour le groupe HD. Cependant, le
poids des ratons males redevient similaire au groupe contrdle au bout de quelques
jours post-sevrage excepté pour le groupe LD de la génération F1 dont le poids est
toujours significativement augmenté. De méme, aucune modification de la sérolo-
gie ni de la composition corporelle, et notamment de la masse de tissu adipeux, n’a
été retrouvée pour les différentes générations a 3 semaines malgré une augmenta-
tion significative du taux de cholestérol dans le sang a jeun pour le groupe LD de
la génération F1. Seule une augmentation significative du poids du gastrocnémien
a été retrouvée pour ce méme groupe et pourrait expliquer cette modification du
poids. De maniere générale, ces données sont cohérentes avec les études montrant
une modification du poids des ratons au moment du sevrage lors d'un exposition
péri-natale aux PE mais ne le sont pas quant au développement du tissu adipeux
chez ces mémes ratons (Akingbemi et al., 2004; Somm et al., 2009 ; Ahsan et al., 2018 ;
Meng et al., 2018; Meng et al., 2019 ; Boudalia et al., 2021). De plus, un retour a la nor-
male post-sevrage pose question quant a la cause de cette modification du poids, a
savoir si cet impact est di aux PE et leurs métabolites excrétés dans le lait ou sil'im-
pact provient de la modification de la qualité du lait de la mere directement exposée.
En effet, la quantité en acides gras dans le lait semble étre diminuée et augmentée

apres exposition de rats a 0,6 et 52 ug/kg/j de BPA respectivement (Altaminaro et
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al., 2015). Il semblerait qu’une diminution des acides gras polyinsaturés soit retrou-
vée dans le lait des rates exposées a 0,6 ug/kg/j tandis qu'une augmentation de la
quantité en acides gras saturés soient retrouvée pour les rates exposées a la plus
forte dose. Selon ces auteurs, une augmentation de la quantité de lipides dans le
lait pourrait entrainer un développement plus important du tissu adipeux chez les
nouveaux nés allaités. Dans notre cas, la piste d"une modification du profil lipidique
du lait maternel est en cours d’exploration pour les différentes générations FO, F1
et F3. De plus, le lait est composé de nombreuses hormones telle que la prolactine
qui, lorsque sa concentration dans le lait est augmentée, peut entrainer une prise de
poids des descendants (Rios et al., 2018; Sobrinho et al., 2019). Cependant l'origine
de cette prise de poids n’est pas encore claire. Si une modification des taux de pro-
lactine sérique est retrouvée, il serait intéressant de doser le taux de prolactine dans

le lait des femelles afin de vérifier cette hypothese.

8.4 PE etinsulino-résistance : un impact direct et indirect tar-

dif?

Les conséquences d'une exposition aux PE sur la gestion de la glycémie sont en-
core peu étudiées. Certaines études retrouvent une augmentation de la sensibilité a
I'insuline et de la prolifération des cellules B des ilots pancréatiques lors d’exposi-
tion de rongeur a de faibles doses de BPS ou BPA (Manukyan et al., 2019; Guo et al.,
2021; Morimoto et al., 2022 ; Gong et al., 2023) tandis qu'une intolérance au glucose
a été retrouvée pour des doses de 50 mg/kg de TCS (Ma et al., 2020). Dans les 2 cas,
ces effets sont accentués avec 1’age des rongeurs.

Dans notre cas, une diminution de l’aire au-dessus de la courbe lors du test de
tolérance a l'insuline a été retrouvée pour les males HD de la génération FO a I'age
de 19 semaines sans modification de la glycémie et de I'insulinémie a jeun, ni du
contenu en insuline pancréatique et de la concentration en substrat énergétique dans
le foie et le muscle et ce, malgré une modification importante de 1’enrichissement
des voies de signalisations du métabolisme glucidique et lipidique au niveau du
tissu hépatique. Une insulino-résistance, signe d'un pré-diabete, semble donc étre

observée. L'exploration de I'impact a plus long terme du mélange de PE pour les 2
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groupes permettrait de confirmer que les PE entrainent une apparition de troubles
métaboliques dont les conséquences sont favorisées par ’age. Aucun impact n’a été
retrouvé sur les générations exposées indirectement et transgénérationnellement sur
les tests de tolérance au glucose et a I'insuline, I'impact en FO ne semble pas étre re-
trouvé sur les générations suivantes. Cependant, une diminution de la glycémie a
jeun a été observée pour le groupe F1 LD a 3 semaines sans impact a 19 semaines
malgré une augmentation significative de l'insulinémie a jeun pour la F1 HD 19 se-
maines, associée a une augmentation de la sensibilité des récepteurs a l'insuline au
niveau du foie. Ces effets interrogent quant a I'impact a plus long terme de telles
modifications sur les réserves d’insuline pancréatique et la gestion des réserves en
glycogene. L'impact des PE sur l'apparition de troubles métaboliques semble étre
retrouvé directement et indirectement avec des conséquences dépendantes de ’age.
Un tel effet age dépendant a été retrouvé sur des rats agés de 3, 6 et 9 mois indirec-
tement exposés a 4 pug/kg/j de BPS (Gong et al., 2023). Une étude de I'impact des PE
sur le métabolisme a des ages plus avancés serait nécessaire afin de confirmer cette
hypothese. De méme, il serait intéressant d’ajouter de nouveaux facteurs de risques,
tel qu'un régime gras, afin d’estimer si I'impact des PE pourrait étre accru dans des

conditions stressantes pour le métabolisme.

8.5 Impact des PE sur le muscle

Une augmentation significative du poids des muscles, et notamment du gastroc-
némien et du plantaire, a été observée pour les males et femelles du groupe LD de
la génération FO. Cet impact a été retrouvé a 3 et 19 semaines pour les males F1, no-
tamment sur le gastrocnémien, et semble disparaitre en F3. Cette augmentation du
poids des muscles pour le groupe LD pourrait étre dt a différents facteurs tel qu’une
augmentation de la quantité en glycogéne intra-musculaire, entrainant alors une
concentration en eau plus importante dans le muscle (Ferndndez-Elias et al., 2015).
Cela pourrait également étre di a une augmentation en lipides intra-musculaires ou
méme en protéines. Dans notre étude, aucune modification de la quantité en glyco-

gene et triglycérides intra-musculaire n’a été observée pour le groupe LD sur les 3
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générations. Le contenu protéique n’a pas été analysé mais une diminution signifi-
cative de la CPK circulante, marqueur de la dégradation du tissu musculaire, ainsi
qu'une augmentation significative de la créatinine sanguine, dont le taux augmente
avec la masse musculaire, et de 1'urée, dont la production dépend du métabolisme
protéique, ont été retrouvées pour les males FO LD. La prise de poids des muscles
semble donc étre liée a la teneur en protéine dans le muscle.

La question de 'impact des PE sur le métabolisme protéique, la teneur en pro-
téine intra-musculaire ainsi que la taille des fibres musculaires n’a pour le moment
été que peu étudiée. Seul Jing et al. (2019), font état d'une hypertrophie du muscle
squelettique lors d’exposition in utero d’agneau a des doses de 0,5 mg/kg/j de BPS
et BPA. Une augmentation de la taille des fibres musculaires a été observée pour
les males et les femelles, ainsi qu'une modification de 1’expression des myosines
des muscles avec notamment la prépondérance de myosine de type I par rapport
au groupe non exposé. La myosine de type I (ou dites “slow”) se contracte lente-
ment. Ces fibres ont une forte densité mitochondriale et des enzymes, orientant le
métabolisme vers de la glycolyse aérobie (voies oxydatives), et sont retrouvées prin-
cipalement dans les fibres dites "rouges", contrairement aux myosines de type Ila et
IIb (dites “fast twitch resistant” et "fast twitch fatigable” respectivement) qui sont re-
trouvées dans les fibres dites "blanches". Ces derniéres permettent une contraction
rapide et different de par leurs capacités métaboliques. En effet les fibres Ila s’orien-
teront vers un métabolisme oxydatif fort, tandis que les fibres IIb s’orienteront vers
un métabolisme essentiellement anaérobique (Carlson, 2021). Cet impact n’a pas été
étudié et les causes et conséquences relatives a ces modifications sont actuellement
inconnues. Des coupes histologiques des muscles squelettiques sont en cours d’ana-
lyse afin d’expliquer cette modification du poids des muscles pour le groupe LD.

De nombreuses hormones peuvent également agir sur le développement mus-
culaire : la testostérone, les hormones thyroidiennes, la GH et 'IGF-1 notamment
(Fink et al., 2018). A 19 semaines, aucune modification de la testostérone (voir la
partie "Systeme reproducteur”) ni des taux de T3 et Ty libres (voir la partie "Cer-
veau, neuroendocrinologie et comportement") n’ont été retrouvés de la génération

FO a F3, écartant donc I'hypothese d'un impact des hormones thyroidiennes ou de la
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testostérone sur la croissance musculaire. La GH, hormone synthétisée par 1’hypo-
thalamus, va permettre le développement du tissu musculaire par action directe sur
le muscle, mais également de maniere indirecte par action sur le foie entrainant alors
la libération d’IGF-1, hormone de croissance participant au développement du tissu
musculaire. Il est a noté qu'une augmentation du taux de GH entrainerait un effet
lipolytique sur le tissu adipeux (Kopchick et al., 2020), effet également retrouvé pour
le groupe LD FO et F1 male agés de 19 semaines mais pas chez les femelles. L'impact
des PE sur ces hormones reste peu étudié. Seule 1’expression ARN des facteurs de
croissance de type IGF dans différents tissus a été rapportée (Talia et al., 2021). Ici,
peu d’impacts sur la transcription des génes inclus dans les voies de signalisation de
la GH et d'IGF-1 ont été retrouvés, cependant une exploration de la production de
la GH et de I'IGF-1 chez les rats exposés aux PE permettrait de vérifier I'hypothese

d’un trouble de sécrétion de ces hormones.

8.6 PE et mitochondries hépatiques : une modification de la

structure mitochondriale

L’exploration de la respiration mitochondriale apres exposition aux PE n’a ja-
mais été explorée a notre connaissance. Seules des analyses des enzymes du stress
oxydant et de 'expression de ’ARN mitochondrial ont été effectuées, notamment
apres exposition au BPA (Jiang et al., 2014; Wang et al., 2019; Ahmed et al., 2020;
Zhou et al., 2020). De plus, les conclusions concernant I'impact des PE sur l’appari-
tion d"un stress oxydant sont différentes entres les publications : Ahmed et al. (2020)
ne semblent pas observer d'impact sur le stress oxydant lors d’expositions in vitro a
des doses de 1a 10 nM de BPA tandis que Mornagui et al. (2022) semblent retrouver
une augmentation du MDA ainsi que des enzymes anti-oxydantes lors d’expositions
chroniques a 100 ug de BPS/kg/j.

Pour la génération FO une augmentation de la consommation d’O, par la mi-
tochondrie a été observée a 1’état 3 en présence des substrats glutamate-malate-
succinate. Cette augmentation d’O, semble étre liée spécifiquement au complexe
IV au vu de l'augmentation significative de la consommation d’O; lors de I'ajoute

d’antimycine A /ascorbate et TMPD. Cette modification ne semble cependant pas
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étre liée a 'expression de ce complexe au vu des résultats sur western-blot. Cepen-
dant, une augmentation de 'activité enzymatique du complexe IV pourrait entrainer
cette augmentation de la consommation d’O,, il serait donc intéressant de mesurer
'activité du complexe IV spécifiquement afin de valider cette hypothese.

Egalement, une augmentation significative de la production de ROS au niveau
du complexe III (visible par I’augmentation significative de la production d’'H,O, en
présence de glutamate-malate; glutamate-malate + roténone+ antimycine A ; succi-
nate; succinate+ roténone+ antimycine A; glutamate-malate-succinate + roténone)
(pour plus d’explications se rapporter a la partie "Matériel et méthodes") et par "flux
reverse” a été observée pour le groupe LD de la génération FO. Une tendance a I'aug-
mentation de la production de ROS au niveau du complexe III est également retrou-
vée pour la génération F1 a I'dge de 19 semaines pour I'ensemble des groupes. Cette
modification de la production de ROS ne semble cependant pas entrainer un stress
oxydant car aucune modification des TBARS, thiols, FRAP et GPx n’a été observée
pour les 2 générations. Seule une diminution significative de la quantité de TBARS
(marqueur du stress oxydant) est retrouvée pour la F1 HD 19 semaines.

Plusieurs hypothéses existent afin d’expliquer cette fuite d’électrons autour du
complexe III. La premiere hypothese est une production accrue de radicaux libre par
le complexe III lui-méme et notamment au niveau du site dit Qg du cycle Q. Le cycle
Q est"ensemble des réactions du complexe III permettant le transfert des électrons le
long de la chaine respiratoire couplé a la pompe a proton vers l'espace intermembra-
naire nécessaire a la respiration mitochondriale. Le site Qp est la premiére réaction
du cycle Q permettant I’'oxydation du transporteur ubiquinol en ubiquinone afin de
transférer les électrons provenant du complexe I ou I au cytochrome c. Ce site Qg est
notamment connu pour étre une source de fuite d’électrons (Bleier & Drose, 2013;
Banerjee et al., 2022). Il est important de noter que, dans notre étude, une augmen-
tation significative de I’expression du complexe III est observée pouvant, de ce fait,
étre une des hypotheses expliquant ’augmentation de la production de ROS au ni-
veau du complexe III. La deuxiéme hypotheése est I'implication d"un transporteur
dans la fuite d’électrons, et notamment de 1'ubiquinone. En plus de jouer un role
au niveau du site Qg du cycle Q du complexe III, 'ubiquinone participe au “flux re-

verse” entre le complexe I et II (Wang et al., 2016). Au vu de 'augmentation de la fuite
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d’électron au niveau du “flux reverse”, il serait intéressant de mesurer 1’expression et
'activité de 'ubiquinone.

Pour le groupe LD de la génération FO, une modification de la structure mito-
chondriale ainsi que de l’activité de la chaine respiratoire est donc observée ce qui, a
notre connaissance, n’a jamais été rapportée dans la littérature sur les PE.

Pour la génération F1, et en particulier a I’age de 3 semaines, une augmentation
de la consommation d’oxygene a I'état basal est retrouvée pour le groupe HD sans
modification du couplage. A 19 semaines, un moins bon couplage des mitochondries
est observé pour ce méme groupe, c’est a dire que la consommation d’O; n’est pas
liée a la production d’ATP mais & un maintien du potentiel membranaire. Pour la
génération F3, ce mauvais couplage des mitochondries du groupe HD est également
retrouvé mais uniquement a 1'age de 3 semaines. Ces modifications de la respira-
tion a I'état basal et du couplage montrent que les mitochondries du groupe HD
des génération F1 et F3 ont besoin de consommer significativement plus d’O, que
celles du groupe controle pour maintenir un potentiel membranaire. Une des hypo-
theéses pouvant expliquer cette difficulté du maintien du potentiel membranaire est
la fuite de protons a travers la membrane mitochondriale. Cette perte de perméa-
bilité de la membrane pourrait étre liée a une modification de sa structure et donc
de sa composition en lipides. Afin de confirmer cette hypothese, il serait intéressant
de caractériser les lipides constituant les membranes des mitochondries hépatiques,
comme par exemple les phosphatidyl-cholines et les phosphatidyl-éthanolamines,
constituant a 37 % et 31 % respectivement la membrane mitochondriale (Casares et
al., 2019). De plus, lors de I’analyse des résultats de transcriptomique, il a été re-
trouvé que les voies du métabolisme lipidique hépatiques sont différentiellement
transcrites par rapport au groupe controle, et ce pour toutes les générations et tous
les groupes exposés. Une modification de la composition des membranes, et donc de
la perméabilité de celles-ci, pourrait découler d'un impact transgénérationnel sur le
métabolisme lipidique. De plus, ces modifications du profil lipidique hépatique ont
déja été observées dans la littérature lors d’expositions directes a différentes doses
de TCS ou lors d’exposition indirecte a différents types de bisphénols, dont le BPS
(Meng et al., 2018 ; Huang et al., 2020). L'impact multigénérationnel de telles modifi-

cations n’a cependant, a notre connaissance, jamais été exploré.
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A T'age de 3 semaines, aucune modification de la production de ROS n’a été re-
trouvée pour les groupes LD et HD des générations F1 et F3, tout comme pour la
F3 a 19 semaines. Seule une tendance a la diminution de la production de ROS par
"flux reverse” est observée, pouvant étre liée a une diminution significative de 1'ex-
pression du complexe II dosée par werstern-blot. Pour tous les ages et toutes les
générations, aucun impact sur le stress oxydant n’est observé. Seule une augmen-
tation significative de la GPx, enzyme anti-oxydante, est observée pour le groupe
F3 HD 3 semaines ainsi qu'une diminution significative des TBARS, marqueur du
stress oxydant, a I’age de 19 semaines.

De maniere générale, I'ensemble des modifications directes, indirectes et trans-
générationnelles que nous observons sur les mitochondries hépatiques n’ont, a notre
connaissance, jamais été décrites dans la littérature. Ces modifications fonctionnelles
et structurelles multigénérationnelles ne semblent cependant pas avoir d'impact sur
le stress oxydant jusqu’a 1’age de 19 semaines. Il serait intéressant de tester si ces
atteintes de la chaine respiratoire ne pourraient pas avoir des effets déléteres a plus
long terme sur des rats plus agés pour les générations FO et F1. En effet, une modi-
fication fonctionnelle ou structurelle de celles-ci pourrait a terme entrainer des dys-
fonctions métaboliques graves et donc ’apparition de troubles hépatiques tel que la
NAFLD et la NASH et avoir un effet sur le développement du diabete (Mansouri et
al., 2018)

8.7 Impact des PE sur la structure du tissu hépatique : effet

dose dépendant?

Les études ont mis en évidence des impacts divers des PE sur le tissu hépatique :
Zhang et al. (2018a) ne rapporte aucun impact du BPS sur le tissu hépatique de rats
exposés pendant 8 semaines a des doses de 5 a 500 pug/kg. Une inflammation et
dégradation du tissu a cependant été observée a 5000 ug/kg de BPS. De méme, pour
Meng et al. (2019), ou seules des expositions in utero au bisphénol de type A et F a
des doses de 100 ng/g/j ont entrainé 'apparition de gouttelettes lipidiques dans le
tissu. Le TCS induirait également une stéatose du foie des 100 mg/kg/j (Huang et

al., 2020). Les PE semblent donc induire a forte dose une accumulation de lipides
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dans le foie (Foulds et al., 2017 ; Trevifo et al., 2017 ; Zhang et al., 2018a; Meng et al.,
2019; Huang et al., 2020).

Ici, peu d’impact sur le tissu hépatique a été retrouvé de la FO a la F3 que ce
soit pour le groupe LD et HD. Seule une légere inflammation portale a été retrouvée
pour les groupes exposés de la FO. Ceci coincide avec les mesures sériques d’ALAT
et ASAT qui ne sont pas retrouvées augmentées mis a part pour le groupe HD de
la génération F1 et F3 (augmentation de I’ASAT et de I’ALAT respectivement). La
transcriptomique valide ce faible impact sur les pathologies hépatiques de type NA-
FLD, NASH et hépatite au vu du peu de genes différentiellement transcrits et ayant
un lien avec ces pathologies. De plus, peu de coupes histologiques ont montré la
présence d'hépatocytes gras, ce qui est confirmé par le dosage des triglycérides dans
le foie. Enfin, une forte sous-transcription des voies liées au métabolisme lipidique
a été retrouvée pour les 2 doses d’exposition au niveau du tissu hépatique et de
maniere dose dépendante de la génération FO a F3. Il serait cependant intéressant
de mesurer si ces modifications transcriptomiques ont un impact sur le profil lipi-
dique hépatique. En effet, un tel impact avait déja été mis en évidence par Meng et
al. (2018) et Huang et al. (2020) lors d’exposition a différents types de bisphénols et
au TCS. Une modification du profil lipidique hépatique pourrait entrainer a terme

I'apparition de NASH ou NAFLD (Ghadir et al., 2010).

8.8 Conclusion de I'impact des PE sur le métabolisme

De maniére générale, un impact des PE sur les tissus phares du métabolisme
énergétique a été mis en évidence. Cet impact est surtout retrouvé pour la génération
FO et semble disparaitre au fur et a mesure des générations. La question de I'impact
des PE sur le métabolisme est donc dépendante de 1'exposition.

Cet impact sur le métabolisme semble perturber principalement le métabolisme
hépatique des acides gras, nécessaire a la constitution et au bon fonctionnement de
toutes les cellules. Un tel impact semble avoir des conséquences aussi bien sur le
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale que sur la gestion des sub-

strats énergétiques par l'organisme. Cet effet pourrait donc avoir des conséquences
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déléteres en cas de stress plus important du systeme métabolique lors d"une exposi-
tion a une nourriture riche en graisse. En effet, de nombreuses études recensées par
Heindel et al. (2017) et Nadal et al. (2017) font état d"un impact accru des PE lors d’ex-
position a une nourriture dite “high fat”. Il serait donc intéressant de tester I'impact
de ce mélange de PE sur différentes générations avec un régime riche en graisse afin
de voir si une potentialisation des impacts métaboliques est observée.

Concernant I'impact des PE sur l'apparition de troubles métaboliques, un pré-
diabéte semble étre retrouvé pour les générations FO et F1 HD a partir de 19 se-
maines. Cependant, il serait intéressant de mesurer I’évolution de ces troubles méta-
boliques a différents dges du stade jeune adulte a 4gé (par exemple, des rats agés de
19 semaines a 18 mois) afin de vérifier si les PE potentialisent l'apparition de troubles
métaboliques avec 1'age.

Au vu de I'ensemble de ces résultats, I'impact des PE sur le métabolisme pour-
rait entrainer des troubles plus larges tels que des troubles endocriniens, du systéeme
cardio-vasculaire, du systeme reproducteur ou méme neurologiques. Ce dernier sys-
téme semble également impacté au vu des modifications du comportement alimen-

taire des rats exposés au PE.
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FIGURE 107 — Rappels des méthodes d’exploration du cerveau, de la neuroendocrinologie et du com-
portement pour les males et femelles des différentes générations et des différents dges. EPM, "elevated
plus maze” ; IRM, imagerie par résonance magnétique.
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Chapitre 9

Cerveau, neuroendocrinologie et comportement -

Résultats

9.1 Impacts des PE sur la surrénale et la thyroide

9.1.1 Poids des surrénales
9.1.1.1 Chez le raton

Une tendance a la diminution de la masse relative des surrénales droites est ob-
servée pour les ratons F1 des groupes LD et HD par rapport au groupe controle
(p-valeurs= 0,07 et 0,08 respectivement) (Figure 108). Cette modification n’est pas

retrouvées pour la génération F3.

9.1.1.2 Chez le rat adulte

Une diminution de la masse relative des surrénales droites de maniere dose dé-
pendante est observée pour les males adultes des 2 groupes d’expositions LD et HD
par rapport au groupe controle de la génération FO (p-valeurs= 0,06 et 0,03 respec-
tivement) (Figure 109). Cette modification de la masse relative n’est pas retrouvée
pour la génération F1 mais est retrouvée pour le groupe HD uniquement de la gé-
nération F3 (p-valeur=0,008). Cette diminution significative de la masse relative des
surrénales droites observée chez les males FO adultes de maniere concentration dé-
pendante est également observée chez les femelles (Figure 110) des groupes LD et
HD de la méme génération (p-valeurs=0,04 et 0,003 respectivement) mais n’est pas

retrouvée pour les générations F1 et F3.
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FIGURE 108 — Masse relative de la surrénale droite des males sevrés 4gés de 3 semaines pour les généra-
tions F1 et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux
données du groupe contrdle. Les tendances (0,1 <p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses.
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FIGURE 109 —Masse relative de la surrénale droite des méales agés de 19 semaines pour les générations
FO (n=34 a 46), F1(n=36) et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et
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FIGURE 110 — Masse relative de la surrénale droite des femelles agées de 19 semaines pour les géné-
rations FO (n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne =+
I'erreur type (SEM) et comparées aux données du groupe controle. * p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01.
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9.1.2 Dosages sanguins

9.1.2.1 Impact direct

Aucune modification de la quantité des hormones thyroidiennes et de I’ACTH
circulantes n’est observée chez les males adultes des groupes FO LD et HD par rap-

port au groupe contrdle (Tableau 33).

9.1.2.2 Impact indirect

Aucune modification de la quantité des hormones thyroidiennes et de ’ACTH
circulantes n’est observée chez les ratons (Tableau 34) et les méles adultes (Tableau 35)

des groupes F1 LD et HD par rapport au groupe controle.

9.1.2.3 Impact transgénérationnel

Une diminution significative de ’hormone thyroidienne Ty libre circulante est
retrouvée pour les ratons des groupes LD et HD par rapport au groupe controle
de la génération F3 (p-valeurs=0,03 et 0,02 respectivement) (Tableau 36). Aucune
modification de la quantité de T3 libre ni de ’ACTH circulantes n’est mesurée.

Chez le rat adulte, aucune modification de la quantité d’hormones thyroidiennes
circulantes n’est mesurée (Tableau 37). Cependant, une diminution significative de
I’ACTH circulante est mesurée pour le groupe HD de la génération F3 par rapport

au groupe controle (p-valeur=0,003).

J F0 19sem Controle Low dose High dose

T; libre (pmol/L) 5,23 + 0,77 4,92 + 0,95 5,43 + 0,84
T4 libre (pmol/L) 33,29 £3,40 3324 +£238 3398+4,14

ACTH (pmol/L) 10,79 £9,05 9,41 +£4,20 6,09 £ 3,30

TABLEAU 33 — Dosage des hormones thyroidiennes et de I’ACTH (hormone corticotrope) sériques des
males FO a 19 semaines. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées
aux données du groupe controle. T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.
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J F1 3sem Controle Low dose High dose

T; libre (pmol/L) 6,47 & 0,69 6,60 &= 0,46 6,57 + 0,84
T4 libre (pmol/L) 25,69 & 2,87 26,68 3,79 26,64 £ 3,59

ACTH (pmol/L) 17,24 £ 14,18 1429 +£7,08 10,93 £7,27

TABLEAU 34 — Dosage des hormones thyroidiennes et de I’ACTH (hormone corticotrope) sériques des
males F1 a 3 semaines. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées aux
données du groupe contrdle. T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.

" F119sem Controle Low dose High dose

T; libre (pmol/L) 5,13 + 0,82 4,64 + 0,53 501 £0,77
T4 libre (pmol/L) 33,60 3,27 32,05 £3,27 33,67 £2,71

ACTH (pmol/L) 13,71+ 7,14 11,94+ 8,47 11,34 +5,39

TABLEAU 35 — Dosage des hormones thyroidiennes et de I’ACTH (hormone corticotrope) sériques des
males F1 a 19 semaines. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées
aux données du groupe contrdle. T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.

" F3 3sem Controle Low dose High dose

T; libre (pmol/L) 6,23 + 0,57 5,69 + 0,31 6,16 = 0,96
T4 libre (pmol/L) 33,60 3,27 28,03 £351* 2749 +199*

ACTH (pmol/L) 13,71+ 7,14 2521 +2656 17,03 +8,73

TABLEAU 36 — Dosage des hormones thyroidiennes et de I’ACTH (hormone corticotrope) sériques des
males F3 a 3 semaines. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées aux
données du groupe contréle. * p-valeur<0,05. T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.

& F3 19sem Controle Low dose High dose

T; libre (pmol/L) 5,03 + 0,43 5,33 £ 0,76 5,44 + 0,53
T4 libre (pmol/L) 34,91 £ 2,61 36,93 £397 3587 +4,07

ACTH (pmol/L) 13,57 £16,75 8,77 £ 7,55 3,24 £1,28 **

TABLEAU 37 — Dosage des hormones thyroidiennes et de I’ACTH (hormone corticotrope) sériques des
males F3 a 19 semaines. Les données sont exprimées en moyenne =+ écart-type (n=10) et comparées
aux données du groupe contrdle. T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.
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9.2 Impact des PE sur le comportement

9.2.1 Impact sur l’activité locomotrice

La distance parcourue est significativement plus élevée pour les males des groupes
exposés en comparaison du groupe contrdle pour les 10 premieres minutes (Figure 111).
De maniere générale, une hyperactivité des rats exposés aux PE agés de 20 semaines
est observée. A l'inverse, pour les descendants F1 a 4 semaines, la distance parcou-
rue est significativement plus petite pour le groupe HD sur les 5 premiere minutes.
Globalement, on observe une légere hypoactivité des ratons F1 males des groupes
LD et HD par rapport au groupe controle. Cette modification de l'activité locomo-
trice n’est plus observée a I’age adulte. De méme, aucune modification de I'activité
locomotrice n’est observée pour les groupes LD et HD de la génération F3 a 4 et 20

semaines.

9.2.2 Impact sur ’anxiété

Les groupes LD et HD ne montrent aucun signe d’anxiété lors du test de I'EPM
pour toutes les générations et pour tous les ages (Figure 112). On observe cependant
pour tous les groupes (contrdle, LD et HD) une tendance a passer autant de temps
dans les bras ouverts et fermés pour la génération F3 a 1’dge de 4 et 20 semaines
contrairement aux autres générations.

9.2.3 Impact surla dépression

Les groupes LD et HD ne montrent aucun signe de dépression lors du test de

Porsolt pour toutes les générations et pour tous les ages (Figure 113).

9.3 Impacts des PE sur le cerveau

9.3.1 Poids du cerveau
9.3.1.1 Chez le raton

Une diminution significative de la masse relative du cerveau est observée a 3

semaines pour le groupe LD de la génération F1 par rapport au groupe controle
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FIGURE 111 — Mesure de I'impact des PE sur l’activité motrice chez les males agés de 4 (bleu ciel)
ou 20 semaines (bleu foncé) des générations FO, F1 et F3 (n=12). Les données sont exprimées en
moyenne =+ écart-type et comparées aux données du groupe controle. En noir sont exprimés les ré-
sultats statistiques controle versus “low dose” et en rouge contrdle versus “high dose”. + 0,1<p-valeur; *
p-valeur<0,05; ** p-valeur<0,01.
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FIGURE 112 —Mesure de I'impact des PE sur 'anxiété chez les males 4gés de 4 (bleu ciel) ou 20 semaines
(bleu foncé) des générations FO, F1 et F3 (n=12). La distribution des données est représentée autour de
la médiane sous forme de “box plot” et des barres d’erreurs représentant le maximum et minimum. Les
données des groupes exposés sont comparées aux données du groupe controle.



244 Chapitre 9. Cerveau, neuroendocrinologie et comportement - Résultats

800+

[ Controle
6004 E=3 Low Dose
D E= High Dose
2 4004
£ =]
\/@ = I:-:LI 505
200+
0 T T
S S
) ©
o S
<~ \6‘&
800~
[ Controle
6004 E=3 Low Dose

m E=1 High Dose
400 00
200+ [
0]

Temps (s)

N R
© ©
O (9
<« \&6‘
800~
[ Controle
6004 E31 Low Dose
D = High Dose
2 4004 1,
A g é T
- B
200+ “-
c T L]
N R
o ©
O (9
<« \&6‘
800 .
[ Controle
6004 E Low Dose
O ? % = High Dose
é 4004
e
200+
c T
S S
o >
O O
& «
800+
[ Controle
6004 E Low Dose
O EH High Dose
é 400- T
A a T
= W
200+ . |
c T L]
@ S
o o
O O
~ \&&

FIGURE 113 —Mesure de I'impact des PE sur I'apparition de symptome dépressif chez les males agés de
4 (bleu ciel) ou 20 semaines (bleu foncé) des générations FO, F1 et F3 (n=12). La distribution des données
est représentée autour de la médiane sous forme de “box plot” et des barres d’erreurs représentant le
maximum et minimum. Les données des groupes exposés sont comparées aux données du groupe
controle.
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(2,0.102 g/g versus 1,8.102 g/g en moyenne, p-valeur=0,003) (Figure 114). Cette
modification de la masse relative du cerveau n’est plus retrouvée pour la génération
F3 a 3 semaines. Aucune modification de la masse relative du cerveau n’est mesurée

pour le groupe HD a ces ages et générations.
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FIGURE 114 — Masse relative du cerveau des males sevrés dgés de 3 semaines pour les générations F1
et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ I’erreur type (SEM) et comparées aux données
du groupe controdle. ** p-valeur<0,01.

9.3.1.2 Chez le rat adulte

Aucune modification de la masse relative du cerveau a 19 semaine chez les males
(Figure 115) et les femelles (Figure 116) des générations FO, F1 et F3 pour les groupes
LD et HD n’est retrouvée par rapport aux groupes contrdles des générations respec-

tives.
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FIGURE 115 — Masse relative du cerveau des males sevrés agés de 19 semaines pour les générations FO
(n=34 a 46), F1(n=36) et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l’erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle.
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FIGURE 116 — Masse relative du cerveau des femelles agées de 19 semaines pour les générations FO
(n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type
(SEM) et comparées aux données du groupe controdle.

9.3.2 Volume du cerveau mesuré par IRM structurale
9.3.2.1 Chez le raton

Aucune modification du volume total du cerveau a 4 semaines des générations
FO, F1 et F3 pour les groupes LD et HD n’est retrouvé par rapport aux groupes

contrdles des générations respectives (Figure 117).
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FIGURE 117 — Volume total du cerveau des males dgés de 4 semaines pour les générations F1 (n=7 a 8)
et F3 (n=8). Les données sont exprimées en moyenne =+ I’erreur type (SEM) et comparées aux données
du groupe controdle.

9.3.2.2 Chez le rat adulte

Aucune modification du volume total du cerveau a 20 semaines des générations
FO, F1 et F3 pour les groupes LD et HD n’est retrouvée par rapport aux groupes

controles des générations respectives (Figure 118).
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FIGURE 118 - Volume total du cerveau des males dgés de 20 semaines pour les générations FO (n=8 &
10), F1 (n=8) et F3 (n=8). Les données sont exprimées en moyenne =+ 'erreur type (SEM) et comparées
aux données du groupe controle.

9.3.3 Volume des aires cérébrales
9.3.3.1 Impact direct

Plusieurs aires des zones cérébrales sont modifiées pour les males FO 20 semaines
exposés (Tableau 38). Certaines de ces zones voient leurs aires respectives modifiées
aplus de 10 % :

— L’aire du cortex visuel secondaire médio-latéral est significativement dimi-
nuée pour le groupe LD; c’est également le cas des HD mais cela ne repré-
sente qu’une modification de 7 % du volume. L"aire de la partie médio-médial
de ce cortex est également significativement diminuée de 8 % pour les rats du
groupe LD.

— L’aire de la matiere grise périventriculaire des groupes LD et HD est signifi-
cativement augmentée de 15 % et 10 % respectivement.

Une modification moins importante (x < 10 %) de ’aire de certaines zones céré-

brales a également été mesurée :

— L’aire du cortex insulaire est significativement diminuée pour les groupes LD
et HD de 5 % et 6 % respectivement.

— L’aire du cortex associatif latéro-pariétal voit son volume significativement
diminué de 6 % et 5 % pour les groupes LD et HD respectivement. Pour le
groupe LD, l'aire de la structure médio-latérale de ce méme cortex est égale-

ment significativement diminuée de 6 %.
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Volume moyen de

Modification du volume

% de modification

@ F019sem Nom de l'aire cérébrale I’aire cérébral / volume  Ecart type de l’aire cérébral par P-valeur du volume de l'aire
total moyen du cerveau rapport au groupe controle par rapport au contrdle
Cortex associatif latéro-pariétal 4,86.103 1,8.10* e 0,0041 6,17
Cortex associatif médio-pariétal 1,81.10° 4,4.10° + 0,0061 6,28
Cortex insulaire agranulaire dysgranulaire 1,59.102 6,9.10° 1 0,0229 4,88
Cortex moteur primaire 2,01.102 5,2.10* 1 0,027 3,21
Cortex primaire somato-sensoriel des membres antérieurs 1,03.102 3,2.10% 1 0,0038 4,11
Low dose Cortex primaire somato-sensoriel des membres postérieurs 4,91.103 1,7.10* 1 0,0011 5,57
Cortex primaire somato-sensoriel du tronc 1,75.10% 5,3.10° + 0,0388 4,92
Cortex primaire visuel 5,04.107 1,7.10* e 0,0116 6,58
Cortex visuel secondaire médio-latéral 3,41.10° 1,4.10% + 0,0005 10,73
Cortex visuel secondaire médio-médial 1,32.10° 6,9.10° 1 0,0159 8,07
Lemniscus médial 6,23.10* 3,3.10° 1 0,0215 6,84
Matiére grise périventriculaire 5,36.107 3,2.10% T 0,0002 15,69
Cortex associatif latéro-pariétal 4,91.10° 1,3.10* 1 0,0096 5,25
Cortex insulaire agranulaire dysgranulaire 1,57.102 7.3.10° 1 0,0045 5,83
High dose Cortex primaire somato-sensoriel des membres antérieurs 1,04.102 2,510 1 0,0117 3,35
Cortex primaire somato-sensoriel des membres postérieurs 4,98.107 1,2.10* e 0,0087 4,16
Cortex visuel médio-latéral secondaire 3,53.107° 1,7.10* + 0,0077 7,46
Matiére grise périventriculaire m\:po.w N\N.Ho& 1T 0,0071 10,21

TABLEAU 38 — Volumes des aires cérébrales significativement modifiées pour les males FO dgés de 20 semaines des groupes "low dose" et "high dose" (n=8 & 10).
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— L’aire du cortex visuel primaire est significativement diminué de 6 % pour le
groupe LD uniquement

— Les aires des cortex primaires somato-sensoriel des membres antérieurs et
postérieurs sont également significativement diminuées entre 3 et 5 % pour
les 2 groupes d’exposition. De plus, 1’aire du cortex primaire somato-sensoriel
du tronc est également diminuée d"un peu moins de 5 % uniquement pour le
groupe LD.

— L’aire du cortex moteur primaire est diminuée de 3 % pour le groupe LD

uniquement.

9.3.3.2 Impactindirect

9.3.3.2.1 Chez le raton

Une diminution significative de 14 % du volume de la commissure du colliculus
supérieur est retrouvée pour les males F1 agés de 4 semaines du groupe LD com-
paré au groupe controle (Tableau 39). C’est également le cas du corps calleux et de
la matiere blanche sous corticale qui jouent le rdle de connexion inter-hémisphere
et dont le volume est diminué de 3 %. L'aire amygdalo-hippocampique, région du

cortex péri-amygdalien est significativement diminuée de 9 % pour le groupe HD.

9.3.3.2.2 Chez le rat adulte
Aucune modification du volume des zones cérébrales n’a été observée par IRM
sur les rats F1 adultes agés de 20 semaines pour les groupes LD et HD par rapport

au groupe controle.

9.3.3.3 Impact transgénérationnel

9.3.3.3.1 Chez le raton

Pour les méles du groupe LD F3 agés de 4 semaines, une diminution de 5 %
du volume du cortex somatosensoriel primaire par rapport au groupe controle est
retrouvée (Tableau 41). De plus, pour le groupe HD, une diminution de 6 % du vo-
lume du cortex insulaire dysgranulaire ainsi quune diminution de 7% du volume

du cortex entorhinal ont été retrouvée.
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Volume moyen de

Modification du volume

% de modification

& F13sem Nom de l'aire cérébrale l’aire cérébral / volume  Ecart type de I'aire cérébral par P-valeur du volume de l'aire
total moyen du cerveau rapport au groupe contrdle par rapport au contréle
Low dose Commissure du colliculus supérieur 8,58.10 6,2.10°° 1 0,0067 14,68
Corps calleux et matiere blanche subcorticale associée 2,9.102 2,810 1 0,0126 3,60
Highdose  Aire amygdalo-hippocampique 8,18.10 7,4.10° 1 0,0244 9,42

TABLEAU 39 — Volumes des aires cérébrales significativement modifiées pour les males F1 dgés de 4 semaines des groupes "low dose" et "high dose" (n=7 a 8).
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9.3.3.3.2 Chez le rat adulte

De nombreuses modifications des volumes cérébraux ont été retrouvés chez les

males F3 agés de 20 semaines (Tableau 41). Pour le groupe LD, sont retrouvées :

— Une diminution significative de 23 % de l'aire du tractus mamillo-thalamique,
connectant I’amygdale, I’hippocampe et le thalamus.

— Une diminution significative de 15 % du volume de la couche glomérulaire
du bulbe olfactif accessoire.

— Une diminution de 11 % du volume de la région hypothalamique.

— Une diminution d’un peu moins de 11 % du volume de la partie postérieure
de la commissure antérieure, composée de matiére blanche et reliant les 2
lobes temporaux.

— Une augmentation significative de 8 % du volume de l'aire 35 de Brodmann.

— Une diminution significative de 5 % du volume du prosencéphale basal

— Une augmentation significative de 5 % du volume du striatum

— Une augmentation de 4 % de I’aire du fasciola cinereum, sous-région de 1'hip-
pocampe.

Pour le groupe HD, sont retrouvées :

— Une augmentation significative de 12 % du volume du bras du colliculus su-
périeur.

— Une augmentation significative de 6 % du volume de la région septale.

— Une diminution significative de 5 % du volume du cornu ammonis 2 de I'hip-
pocampe lié aux cornu ammonis 1, 3 et 4.

De maniere concomitante aux groupes LD et HD, sont retrouvées :

— Une diminution significative du volume de la partie antérieure de la commis-
sure antérieure de 6 % et 8 % respectivement.

— Une diminution significative du volume du cornu ammonis 3 de 1'hippo-

campe de 4 % et 5 % respectivement.
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Chapitre 10

Cerveau, neuroendocrinologie et comportement -

Discussion

Depuis peu, les études épidémiologiques ont évalué I'impact des PE autour de
la grossesse sur le comportement et le neurodéveloppement des enfants. Méme si
certaines études ne montrent pas de lien entre I’exposition aux PE, que sont le BPA
ou BPS, le TCS ou le MP, et des atteintes comportementales (Braun et al., 2017 ; Etzel
et al., 2018 ; Tanner et al., 2020), d’autres semblent montrer un lien entre 1’exposition
maternelle aux PE et les troubles du comportement ou du neurodéveloppement ob-
servés chez la descendance. C’est le cas de Jackson Brown et al. (2020), qui trouvent
un lien entre 1'exposition maternelle au TCS et la diminution du quotient intellectuel
(QI) chez I'enfant 4gé de 8 ans. De méme, Stacy et al. (2017) retrouvent des atteintes
comportementales (externalisation et troubles émotionnels) au méme age, liées a une
exposition maternelle au BPA, mais dont les conséquences semblent dépendantes du
moment d’exposition durant la grossesse. Lors de 1'étude épidémiologique EDEN,
sur laquelle notre modele s’appuie, des troubles du comportement ont été retrou-
vés chez les garcons a 3 et 5 ans sans modification du QI (Philippat et al., 2017;
Nakiwala et al., 2018) : une augmentation de 'exposition au TCS semble étre corré-
lée a une augmentation de l’apparition de symptdmes émotionnels (irritabilité, an-
xiété, dépression), des problemes de conduite et un comportement d’externalisation
(agressivité, impulsivité, ...) a 3 ans uniquement. Des doses croissantes en parabenes
semblent également liées a une diminution de la sociabilisation des enfants a 3 ans
uniquement, tandis que des doses croissantes en BPA semblent entrainer des pro-
blémes relationnels au méme age, ainsi qu’a des probléemes d’hyperactivité et a une
augmentation du comportement d’externalisation a 5 ans. De plus, Philippat et al.

(2014) retrouvent également sur cette cohorte une tendance a la diminution de la
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circonférence cranienne a la naissance due a 1’'exposition in utero au TCS.

Ces impacts retrouvés en épidémiologie posent question quant aux mécanismes
sous-jacents de la perturbation par les PE de certaines hormones liées au neurodéve-
loppement et au comportement. En effet, le systéme nerveux central synthétise des
hormones mais il est également influencé par la bonne sécrétion de celles-ci. Un des
exemples les plus connus est celui des hormones thyroidiennes et leur impact sur
le développement cérébral (Bernal, 2007; Norman & Henry, 2015). Au niveau épidé-
miologie, des modifications de la sécrétion de ces hormones semblent étre retrouvées
en lien avec une exposition au BPA (Rochester, 2013 ; Koutaki ef al., 2021). Seulement,
un modele in vivo est nécessaire afin de mieux évaluer I'impact des PE sur le com-
portement et le neurodéveloppement rapporté par les études épidémiologiques. La
plupart des études sur modéle rongeur ont analysé 'impact du BPA sur le compor-
tement et ont également retrouvé des modifications de 1’anxiété, de la mémoire, de
la locomotion ainsi que du comportement reproducteur (Della Setta et al., 2006 ; Fuji-
moto et al., 2006; Masuo et al., 2011; Jones et al., 2012 ; Keller et al., 2019). Cependant,
pour I'ensemble des études sur modele rongeur, seul un traitement périnatal a été
effectué. A notre connaissance peu d’études font état de I'impact chronique des PE a
une dose environnementale, en mélange et sur plusieurs générations, alors que des
modifications transgénérationnelles suite a une exposition a 50 ug/kg de BPA ont

été récemment retrouvées in vivo sur le comportement moteur (Nesan et al., 2021).

10.1 Impactdirect des PE sur les surrénales sans modification

du comportement anxieux

Le test comportemental EPM a permis de définir si un comportement anxieux
était présent chez les rats. En effet, un rat anxieux passera plus de temps dans un bras
fermé qu’un bras ouvert (Kraeuter et al., 2019). Aucune modification par rapport au
groupe contrdle n’a été observée lors de ce test et ce pour tous les ages et toutes les
générations de males. Dans la littérature, il a été retrouvé un comportement anxieux
chez le rat exposé au BPA in utero ou via le lait maternel a de fortes doses (0,4 ug/kg/j
a 40 mg/kg/j) chez les femelles et non chez les males (Xu et al., 2012). Cet effet sexe

dépendant est également retrouvé par Fan et al. (2018) chez des rats sevrés apres
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exposition des peres a de plus faibles doses de BPA (50 ug/kg/j), mais aussi par
Jones & Watson (2012), apres exposition in utero a 500 nug/kg/j. A l'inverse, Souza
Da Silva et al. (2019) retrouvent une augmentation de I’anxiété uniquement chez les
males exposés in utero a 10 ou 50 ug/kg/j de BPS. De méme, lors d’exposition de
rongeurs a de fortes doses de TCS, une augmentation de I’anxiété de rongeurs males
a été observée apres exposition in utero (Tran et al., 2020) ou a 'age adulte (Tabari
et al., 2019) (100 mg/kg/j et 1000, 2000, 4000 mg/kg/j respectivement). Dans notre
cas, nous ne retrouvons pas un changement dans le comportement anxieux chez
nos rats. Cependant, la dose environnementale utilisée dans notre étude, basée sur
une concentration réaliste, est bien plus faible que celle retrouvée dans les études
citées précédemment, ce qui pourrait expliquer les différences entre nos résultats et
ceux de la littérature et I’absence de comportement anxieux chez les males et sur
plusieurs générations. Il serait cependant intéressant, au vu des résultats différents
selon le sexe, d’évaluer le comportement anxieux chez les femelles.

L’anxiété est un trouble d’origine multiple mais dont de nombreux liens sont éta-
blis avec I’axe hypothalamo-surrénalien (Bandelow et al., 2016 et 2017). La communi-
cation sur cet axe se fait notamment grace a I’ACTH synthétisée par I’antéhypophyse
et dont la sécrétion est retrouvée augmentée chez les patients atteints de troubles de
I'anxiété. Dans notre étude, le taux d’ACTH n’est pas significativement différents
entre les groupes pour les générations FO et F1, excepté pour les HD de la génération
F3 agés de 19 semaines ol1 une diminution significative de ce taux est observée. Dans
la littérature, pour des expositions directes, Gbadebo Olukole et al. (2019) retrouvent
une augmentation significative des taux de corticostérone et ACTH pour des rats
males exposés directement pendant 14 jours a 10 mg de BPA /kg/j. Pour Medwid
et al. (2016), seule une augmentation de la corticostérone sans modification des taux
d’ACTH circulant a été retrouvée pour des souris exposées in utero a des doses de 5
mg de BPA /kg. Panagiotidou et al. (2014) retrouvent également une augmentation
du taux de corticostérone, mais uniquement chez les femelles exposées périnatale-
ment a 40 ug/kg/j de BPA, ce que retrouvent également Poimenova et al. (2010) et
Zhou et al. (2015) avec le méme modele. A l'inverse, Chen ef al. (2014) montrent une
augmentation du niveau de corticostérone et d’ACTH pour des males agés de 12

semaines ayant été indirectement exposés a 2 ug de BPA/kg sans apparition d'un
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comportement anxieux. Etant donné nos doses d’expositions bien plus faibles, nous
pouvons supposer que l'exposition directe ou indirecte au mélange de PE ne nous
permettent pas de retrouver de modification de la sécrétion d’ACTH et donc du
comportement anxieux. Nos données sont en accord avec les résultats retrouvés par
Repouskou et al. (2020) apres exposition in utero de souris a des doses environnemen-
tales d’un cocktail de 8 PE. Cependant, la diminution du taux d’ACTH pour la F3
HD pose question. A notre connaissance, aucune étude ne fait état d'une diminution
transgénérationnelle de I’ACTH induite par les PE.

Nous pouvons supposer qu'une diminution de cette hormone pourrait provenir
de troubles de I’axe hypothalamo-surrénalien. Une atteinte de cet axe peut avoir dif-
férentes origines : un dysfonctionnement surrénalien, par une augmentation de la
sécrétion de cortisol inhibant alors la synthese d’ACTH, ou une modification fonc-
tionnelle de I'axe hypothalamo-hypophysaire, par modification de la production de
CRH (ou CRF) par I'hypothalamus ou méme de I’ACTH produit par les neurones
POMC au niveau de 'hypophyse (Harvey & Sutcliffe, 2010; Higham et al., 2016;
Husebye et al., 2021). Au niveau de 'hypophyse et de I'hypothalamus, aucune mo-
dification de leur volume n’a été observée pour le groupe HD F3 a 20 semaines,
laissant donc entendre une intégrité structurelle de cette aire. Cependant, comme
expliqué ci-dessus, il est possible qu'un impact fonctionnel entraine une modifica-
tion de la sécrétion d’ACTH, dépendante de la production de la protéine POMC.
Dans la littérature, un impact direct du BPA lors d’expositions chroniques a 5 ou 500
ug/kg sur la production de POMC a été retrouvé (Marraudino et al., 2021). Hua et al.
(2019) ont également retrouvé cet impact pour une exposition indirecte de rongeurs
a des doses de 4 ou 8 mg de TCS/kg/j ainsi qu'une diminution de la transcription
de I’ARNm de POMC qui, selon les auteurs, serait due & une hyperméthylation du
promoteur du gene POMC. La possibilité d'un impact transgénérationnel du TCS
sur la modification de la sécrétion de POMC est donc possible et nécessite d’étre
évaluée par une analyse du méthylome de I'aire hypothalamo-hypophysaire.

L'impact des PE sur la sécrétion d’ACTH pourrait également entrainer un dys-
fonctionnement surrénalien. Au niveau de la surrénale, I'impact chronique du mé-
lange de PE que nous avons étudié entraine une diminution significative du poids

de la surrénale des males et femelles adultes exposés directement (F0). Cet impact
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est retrouvé pour les F1 a 3 semaines puis semble disparaitre au fur et a mesure
des générations, excepté pour le groupe HD de la génération F3 males agé de 19 se-
maines. La diminution d’ACTH entraine donc une diminution du poids relatif des
surrénales pour la F3 HD, comme retrouvé dans les cas d’atrophies surrénaliennes
(Harvey & Sutcliffe, 2010). Cependant, ’atrophie surrénalienne, observée de la gé-
nération FO a F1 3 semaines, ne semble pas liée a une modification de la sécrétion
d’ACTH et pose donc question.

L'étude de I'impact des PE, et principalement des bisphénols, sur la surrénale a
été largement étudiée sur le modele rongeur. Dans la littérature, cette atrophie sur-
rénalienne n’est pas retrouvée lors d’expositions aux PE. En effet plusieurs études
rapportent plutdt une augmentation du poids des surrénales lors d’exposition a de
fortes doses de BPA notamment : Panagiotidou et al. (2014) retrouve cette modifi-
cation sur des rates apres exposition in utero a 40 ug/kg/j de BPA. Medwid et al.
(2016) montre ce méme impact sur les males et femelles exposés in utero a 5 mg/kg
de BPA ainsi que Gbadebo Olukole et al. (2019) apres exposition directe a 10 mg/kg
de BPA. Nos résultats montrent qu’a faible dose et en mélange, les PE semblent donc
entrainer une atrophie des surrénales. L'origine de cette modification et 'impact sur
les fonctions surrénaliennes reste cependant a étre explorés avec par exemple un
dosage de la corticostérone pour I'ensemble des générations, afin d’étudier le fonc-

tionnement de la surrénale.

10.2 Absence d'impact des PE sur I’humeur et I’axe thyréo-

trope

Au niveau du test comportemental de Porsolt, aucune modification de '’humeur
n’a été observée pour I'ensemble des groupes et des générations. En effet, un rat dit
"déprimé" cherchera moins a se débattre et passera plus de temps a étre immobile
lors de ce test (Castagné et al., 2011). Nos résultats sont cohérents avec une étude
réalisée chez des souris exposées in utero a un cocktail de 8 PE a des doses environ-
nementales (Repouskou et al., 2020). Ces auteurs n’ont retrouvé une modification de
I'humeur qu’a partir de doses 10 fois supérieures. De méme, Hao et al. (2022b) re-

trouvent des troubles de ’humeur chez les souris males et femelles apres exposition
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via le lait maternel a 50 ou 100 mg/kg de TCS, doses supérieures a celles retrouvées
dans l’environnement, tout comme Nesan ef al. (2021) apres exposition in utero de
rats a des doses de 50 ug/kg de BPA. Nos résultats, associés a ceux des équipes pré-
cédemment citées, suggerent qu’a doses environnementales les PE ne semblent pas
avoir un impact sur '’humeur.

L’humeur est régulée par les hormones thyroidiennes (Norman & Henry, 2015)
et des changements brusques d’humeur peuvent étre liés a une mauvaise régulation
de l'axe thyroidien. Dans le cas de notre étude, aucun impact de 'exposition du mé-
lange de PE sur la sécrétion en hormones thyroidiennes libres n’a été observé pour
les rats males des générations FO a F1. Seule une diminution significative du taux de
T4 libre des groupes LD et HD de la génération F3 dgée de 3 semaines a été observée.
Cette modification n’est cependant pas retrouvée a 19 semaines pour les rats males
de la méme génération. Dans la littérature, peu d’études sur rongeur ont montré un
impact des PE sur le systéme thyroidien. Pour le TCS, seules 5 études référencées par
Marques et al. (2022), montrent une diminution des taux de T3 et/ou T4 aprés exposi-
tions courtes et directes de rats a des concentrations de 50 mg/kg a 200 mg/kg/jour
(Crofton et al., 2007 ; Zorilla et al., 2009 ; Axelstad et al., 2013 ; Zhang et al., 2018b ; Taha
etal., 2020). Pour le BPA et le BPS de nombreuses études principalement réalisées sur
les espéces aquatiques montrent une diminution de la concentration sérique en T;
et T4 (Faheem & Bhandari, 2021). A notre connaissance, peu d’études sur rongeur
montrent un impact des bisphénols sur les hormones thyroidiennes (Fernandez et
al., 2018).

Ainsi, a dose environnementale sur mammiferes, le mélange de PE ne semble pas
avoir d’impact direct ou indirect sur les hormones thyroidiennes. Cependant, notre
étude montre un effet transgénérationnel par la modification transitoire de la T4 libre
pour la génération F3 aI’age de 3 semaines. Cet effet, visible uniquement au sevrage,
a également été retrouvé dans I'étude de Xu et al. (2019) pour une exposition in utero
a 0,1 mg/L de BPA aussi bien pour la Ty libre que pour la T4 total : une diminution
de ces taux est retrouvée a 21 jours mais pas a 90 jours chez les males. Les auteurs ont
conclu a une suppression de l'effet di a une absence d’exposition. Dans notre cas,
cette modification intervient sur la génération F3 uniquement et n’est donc pas reliée

a l'exposition. Une étude plus approfondie est nécessaire afin de mieux comprendre
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cette modification transgénérationnelle avec notamment le dosage de la TSH. Sa-
chant que les hormones thyroidiennes sont également amenées par le lait maternel
(Norman & Henry, 2015), il serait intéressant de doser les hormones thyroidiennes
apportées par le lait afin d’évaluer si une diminution du taux en Ty libre pour la
génération F3 3 semaines est liée & une modification de la biodisponibilité de ces

hormones dans le lait maternel (Lawrence et al., 2011).

10.3 Exposition aux PE et hyperactivité

Au niveau des tests comportementaux effectués, une augmentation de l'activité
motrice lors de I'open field a été retrouvée pour les groupes LD et HD de la géné-
ration FO uniquement. A l'inverse, pour la descendance F1 agée de 3 semaines, une
tendance a la diminution de ’activité motrice a été retrouvée lors de ce méme test
pour les groupes LD et HD. De la méme maniere, lors de 1’étude épidémiologique
EDEN, des troubles du comportement ont été retrouvés chez les garcons a 3 et 5 ans
(Philippat et al., 2017 ; Nakiwala et al., 2018) et notamment des problemes d’hyperac-
tivité a 5 ans liés au BPA. Les modeles rongeurs sont peu nombreux a avoir exploré
cette induction de 1'hyperactivité par le BPA : par 2 fois Ishido et al. (2004 et 2011)
ont retrouvé une augmentation de l'activité motrice apres injection intracisternale
de fortes doses de BPA. De méme, Anderson et al. (2013) et Komada ef al. (2014) re-
trouvent une hyperactivité liée a un exposition des rongeurs au BPA par VO. Cette
hyperactivité a également été observée uniquement pour des souris males exposés
in utero a un cocktail de 8 PE mais a partir de doses 10 fois plus fortes que les doses
environnementales (Repouskou et al., 2020).

Schweitzer et al. (2012) rapportent des modifications structurales cérébrales chez
les patients hyperactifs, notamment une diminution du volume du cortex pré-frontal
droit, une diminution du volume de certains ganglions de la base (le noyau caudé
gauche et le pallidum) et une diminution du volume du cervelet. Dans notre étude,
aucune modification de ces structures n’a été retrouvée par IRM pour les générations
FO. Cependant, une diminution du volume du cortex moteur primaire est retrou-
vée mais uniquement pour le groupe LD suggérant donc une atteinte de cette aire

cérébrale. Egalement, une diminution du volume du cortex insulaire agranulaire
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dysgranulaire a été retrouvée pour les 2 groupes de la génération FO. Cet impact
sur l'insula a été retrouvée chez 'Homme dans les cas d’hyperactivité par Lopez-
Larson et al. (2012). Cependant cette modification reste encore peu étudiée. Un autre
impact structurel, pouvant entrainer une hyperactivité, est celui d'une modification
du profil lipidique du cerveau, notamment du cortex frontal (Vancassel et al., 2007;
Chen et al., 2020). Des modifications de la composition en acides gras polyinsaturés,
notamment en acide arachidonique et acide docosahexaéonique (DHA), nécessaires
aux membranes et structures fonctionnelles des neurones, entraineraient des modi-
fications du développement cérébrale et du comportement (Georgieff & Innis, 2005).
Nous pourrions envisager une modification du profil lipidique du cerveau au vu des
modifications du profil lipidique hépatique déja observées dans la littérature lors
d’expositions directes a différentes doses de TCS ou lors d’expositions indirectes a
différents types de bisphénols, dont le BPS (Meng et al., 2018; Huang et al., 2020).
De maniére générale, notre étude montre un impact sur 1’activité motrice induite
directement par les PE et pourrait étre lié a des atteintes de 1’organisation cérébrale.
Les causes de ces modifications restent a étre explorées, notamment grace aux don-
nées de connectivités en cours d’analyse. En effet, Komada et al. (2014) retrouvent
par exemple une diminution significative des projections neuronales dopaminer-
giques au niveau du néocortex chez des souriceaux exposés indirectement a 200 ug

de BPA /kg/j et chez lesquels un comportement hyperactif est retrouvé.

10.4 Impact transgénérationnel des PE sur les structures cé-

rébrales : quelles conséquences comportementales ?

Les perturbateurs endocriniens semblent impacter le développement normal du
cerveau. En effet, lors d’expositions périnatales de rats au BPA, il a notamment été
retrouvé une augmentation de la taille des ventricules latéraux (Santoro et al., 2021)
mais également des modifications de la prolifération et de la différenciation des neu-
rones de I'hippocampe (Masuo et al., 2011; Chen et al., 2018; Welch & Mulligan,
2022). Peu d’impacts du TCS sur le cerveau ont été observés in vivo mis a part a tres
fortes doses (Tabari et al., 2019). In vitro le TCS semble entrainer un stress oxydant et

une neurotoxicité des neurones néo-corticaux (Ruszkiewicz et al., 2017). Concernant
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le MP, a notre connaissance, aucune étude ne semble mettre en exergue un impact
de ce PE sur le cerveau. Afin d’étudier de maniere globale I'impact des PE sur le
développement des structures cérébrales, nous avons réalisé une analyse par IRM
3D haute résolution chez les males. Nos résultats montrent une modification des
volumes de plusieurs structures cérébrales pour les groupes LD et HD notamment
pour les générations FO et F3 mais pas du volume cérébral global.

Pour la génération FO, la majorité des modifications observées sont des diminu-
tions des volumes des aires corticales somato-sensorielles responsables du toucher et
des informations provenant des vibrisses mais également du cortex associatif latéro-
pariétal. De plus, pour cette méme génération FO, une autre zone cérébrale fortement
modifiée attire I’attention : il s’agit de 'augmentation du volume de la matiere grise
périventriculaire qui correspond au plancher du 4*™¢ ventricule (Paxinos, 2017). Ce
volume est retrouvé augmenté de 15,69 % et 10,21 % pour les groupes LD et HD
respectivement et joue notamment un role moteur au niveau des muscles de la téte
et des yeux et permet également la coordination des mouvements de la téte (Paxi-
nos, 2017). L'ensemble de ces données suggeére la possibilité d'un trouble du com-
portement autour du fonctionnement somato-sensoriel et du repérage spatial. Des
troubles du comportement associé a la reconnaissance spatiale ont été retrouvés dans
de nombreuses études in vivo sur rongeur aprés expositions a différentes doses de
BPA recensé par Welch & Mulligan (2022), mais également par les études de Tran et
al. (2020) et Chen et al. (2018) lors d’expositions de rongeurs au TCS et au BPA res-
pectivement. Ces 2 dernieres études discutent de I'impact des PE sur la structure de
I'hippocampe et notamment l'altération de connexions dendritiques. Il est a noter
que dans notre cas, aucune modification du volume de I'hippocampe n’a été retrou-
vée pour cette génération. Les analyses de connectivités en cours pourront permettre
d’explorer les connexions entre les différentes structures. De plus, afin de relier les
modifications structurelles observées au comportement des rats exposés, il serait in-
téressant de faire de nouveaux tests comportementaux, notamment ceux explorant
la reconnaissance spatiale tel que le "Morris water-maze” ou le test de reconnaissance
d’objet.

Concernant la génération F1, des modifications du volume du corps calleux et de

la zone limbique ont été retrouvées a I’age de 4 semaines pour les groupes LD et HD
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respectivement. Plus précisément, I’aire de la commissure du colliculus supérieur est
retrouvée significativement diminuée de 14,68 % pour le groupe LD. Cette structure
est composée de substance blanche et permet le relai des informations concernant
des comportements complexes tels que I’attention, la navigation dans I’espace et la
prise de décision et joue donc un role important dans la connectivité de différentes
structures (Tardif et al., 2002 ; Krauzlis et al., 2013 ; Benavidez et al., 2021). Une modifi-
cation transitoire de la structure de cette aire n’a, a notre connaissance, jamais été ob-
servée dans la littérature, bien qu’il serait intéressant d’évaluer si ces modifications
structurelles sont associées a des modifications de la connectivité chez le groupe LD
a 3 semaines. Pour le groupe HD, l'aire amygdalo-hippocampique, jouant un role
notamment dans le développement de la mémoire, la navigation dans 1'espace et les
émotions, est retrouvée significativement diminuée de 9,42 %. Cette aire, et notam-
ment la zone subgranulaire du gyrus denté, est connue pour contenir des cellules
souches neurales permettant une continuité du neurodéveloppement et ce, méme
apres la naissance (Eriksson et al., 1998 ; Spalding et al., 2013). Cependant ces modifi-
cations, bien qu'importantes, ne sont pas retrouvées a I’age de 20 semaines. Dans les
deux cas, ces données semblent indiquer que ces modifications transitoires chez la
génération F1 pourraient étre di a une altération du neurodéveloppement. En effet,
une modification de la prolifération des cellules souches neurales au niveau de 1'hip-
pocampe avaient été retrouvée par Tiwari ef al. (2015) lors d’exposition in utero a des
doses de 4 a 400 ug/kg/j de BPA ainsi que lors d’exposition in vitro. De méme, Agar-
wal et al. (2016) retrouvent une inhibition de la prolifération et de la différenciation
de ces cellules souches apreés exposition de rats in utero a 40 ug/kg/j de BPA.

Pour la génération F3 peu d’aires cérébrales voient leurs volumes modifiés a 1’age
de 4 semaines, ce qui n’est pas le cas a I’age de 20 semaines olt de nombreuses aires
cérébrales voient leur volume significativement augmenter ou diminuer pour les
groupes LD et HD et ce pour un méme volume cérébral : il est observé pour les
2 groupes une modification des volumes des aires somato-sensorielles et des aires
impliquées dans la mémoire. De telles modifications structurelles sur un modele
transgénérationnel n’ont, a notre connaissance, jamais été observées dans la littéra-
ture. L'impact de ces anomalies structurales doit étre testé en employant des tests

comportementaux appropriés de reconnaissance d’objet et de mémoire.
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10.5 Conclusion de l'impact des PE sur le cerveau, la neu-

roendocrinologie et le comportement

De maniére générale, les mélanges de PE a doses environnementales entrainent
des anomalies de 1'organisation cérébrale sur différentes structures et sur plusieurs
générations. Les tests comportementaux réalisés dans cette étude semblent mon-
trer que ces atteintes structurelles n’entrainent pas de modifications de '’humeur
ou de 'anxiété mais uniquement une hyperactivité pour la génération F0. Ces tests
ayant été réalisés avant de connaitre les modifications de structures dans un souci
éthique, il est donc nécessaire de mettre en place de nouveaux tests plus spécifiques
des fonctions portées par les structures impactées afin d’évaluer I'impact de I'exposi-
tion d’un mélange de PE sur d’autres fonctions essentielles comme la mémorisation,
le repérage dans 'espace, la reconnaissance d’objet et les atteintes de 1'intégration
somatosensorielle par exemple.

Au niveau neuroendocrinologique, une atrophie surrénalienne due a l'exposi-
tion aux PE a été observée. Les causes et conséquences de cette atteinte structurelle
des surrénales restent a étre évaluées. De plus, une atteinte de I’axe hypothalamo-
surrénalien semble étre retrouvée transgénérationnellement pour la plus forte dose
sans conséquence sur I’anxiété. Auniveau de la thyroide, seule une diminution de la
T4 libre a été observée chez les ratons F3 et sans conséquence sur I’humeur. Une ana-
lyse plus fine de la composition du lait maternel est nécessaire afin de comprendre

cette modification transitoire.
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Systeme reproducteur - Résultats

11.1 Impact des PE sur le développement des organes repro-

ducteurs

11.1.1 Impact des PE sur l’appareil reproducteur masculin
11.1.1.1 Impact sur le poids des testicules

Alage de 3 semaines aucune modification du poids des testicules n’est observée
pour les groupes LD et HD des générations FO, F1 et F3 par rapport aux groupes
controles des générations respectives (Figure 120).

Al'age de 19 semaines, aucune modification du poids des testicules droites n’est
observée pour les groupes LD et HD des générations FO, F1 et F3 par rapport aux

groupes contrdles des générations respectives (Figure 121).
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FIGURE 120 — Masse relative des testicules des males 4gés de 3 semaines pour les générations F1 et F3
(n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ 1’erreur type (SEM) et comparées aux données du
groupe controle.



272

Chapitre 11. Systeme reproducteur - Résultats

Masse relative de la testicule droite

(g/g de masse corporelle)

A

5%10+

4x10734

3x10-3

2%10-34

1x10-34

0

Masse relative de la testicule droite

(g/g de masse corporelle)

_ A

5%10-+

4x1074

3x%10-34

2%10-34

1x10-34

Masse relative de la testicule droite

(g/g de masse corporelle)

A

5%10+

—
4x1074
3x1 0-3-
2x1 0-3-
1x1 0-3-

T
o~ & &
O’
o&‘ .x\oo ‘(\oo
< S @Q

FIGURE 121 — Masse relative des testicules des males 4gés de 19 semaines pour les générations FO
(n=34 a 46), F1 (n=36) et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne + 'erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle.
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FIGURE 122 — Masse relative des épididymes des males dgés de 3 semaines pour les générations F1
et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne =+ l'erreur type (SEM) et comparées aux don-
nées du groupe controle. Les tendances (0,1 <p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses; * p-
valeur<0,05.
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FIGURE 123 — Masse relative des épididymes des males dgés de 19 semaines pour les générations FO
(n=34 a 46), F1 (n=36) et F3 (n=36). Les données sont exprimées en moyenne + l'erreur type (SEM) et
comparées aux données du groupe controle. Les tendances (0,1 <p-valeur<0,05) sont exprimées entre
parentheses.



11.1. Impact des PE sur le développement des organes reproducteurs 273

11.1.1.2 Impacts sur le poids de I'épididyme

A l'age de 3 semaines, une tendance a la diminution du poids des épididymes
droits et gauches est observée pour le groupe F1 LD uniquement par rapport au
groupe controle (p-valeur=0,06) (Figure 122). Une diminution significative du poids
de I'épididyme droit est observée a 1'age de 3 semaines pour le groupe F3 HD
uniquement par rapport au groupe controle (7,9.10° g/g versus 6,7.10° g/g en
moyenne, p-valeur=0,03). A 1'dge de 19 semaines, une tendance a la diminution du
poids de I'épididymes droit est observée pour le groupe F3 LD uniquement. Au-
cune autre modification du poids de 1'épididyme droite n’est observée a 1'age de

19 semaines pour les groupes LD et HD des générations FO et F1 par rapport aux

groupes contrdles des générations respectives (Figure 123).

11.1.2 Impact des PE surl’appareil reproducteur féminin : poids des ovaires

Aucune modification du poids de 1'ovaire droit n’a été mesurée entre le groupe
contrdle et les groupes LD et HD chez les femelles dgés de 19 semaines des généra-

tion FO, F1 et F3 (Figure 124).
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FIGURE 124 — Masse relative des ovaires droits des femelles dgées de 19 semaines pour les générations
FO (n=20 a 31), F1 (n=12 a 14) et F3 (n=16 a 17). Les données sont exprimées en moyenne =+ 1’erreur
type (SEM) et comparées aux données du groupe controle.
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11.2 Impact des PE sur la fertilité

11.2.1 Fertilité masculine
11.2.1.1 Dosage de la testostérone

Aucune modification de la quantité de testostérone totale circulante n’a été re-
trouvée a I'age adulte pour les groupes LD et HD des générations FO, F1 et F3 par
rapport aux groupes controles des générations respectives malgré une diminution
dose dépendante du taux de testostérone pour la génération F1 (p-valeur < 0,09

pour contrdle versus LD et p-valeur = 0,04 pour controle versus HD) (Figure 125).
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FIGURE 125 - Dosage de la testostérone totale circulante des males agés de 19 semaines pour les géné-
rations FO, F1 et F3 (n=10). Les données sont exprimées en moyenne =+ I'erreur type (SEM) et comparées
aux données du groupe controle.

11.2.1.2 Histologie des testicules

Due a une inclusion post-congélation, le tissu a été dégradé et une analyse fine de
la spermatogenése dans les tubes séminiféres n’a pas pu étre effectuée. Cependant,
des queues de spermatozoides ont été observées dans la lumiere des tubes sémini-
feres pour les méales 4gés de 19 semaines exposés aux différentes doses d’exposition

et pour toutes les générations (Figure 126).

11.2.2 Fertilité féminine

Une tendance a I'augmentation de la stérilité féminine du groupe HD de maniére
dose dépendante a été observée pour la génération FO (p-valeur=0,06) ; aucune autre
modification de la fertilité féminine n’a été mesurée pour les générations F1, F2 et F3

(Tableaux 42, 43, 44, 45).
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Contréle

Low Dose

High Dose

FIGURE 126 — Coupes histologiques des tubes séminiferes des méles agés de 19 semaines pour les
générations FO, F1 et F3 (n=3).

9 FO Controle Low dose High dose
Grossesse des le 1¢" cycle (?li;/g) (ﬁi;/;) (ﬁi;/gi)
Grossesse retardée (Z:/;) (1nz=0;0) (i:/;)
Stérile 0% (r31;%1)) 1(_1:/05;

TABLEAU 42 — Analyse du succes reproducteur pour les femelles FO. Les données sont exprimées en
pourcentage et sont comparées au groupe controle. t 0,1<p-valeur.

?F1 Contrdle Low dose High dose
Grossesse des le 1¢" cycle (ﬁii/;) (1r?=02(;0) (rgli;/;)
Grossesse retardée (12:/;) 0% 0%
Stérile (i:/ i) 0% (ﬂ;)

TABLEAU 43 — Analyse du succes reproducteur pour les femelles F1. Les données sont exprimées en
pourcentage et sont comparées au groupe controle.
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QF2 Controle Low dose High dose
Grossesse des le 1" cycle (1912;/;) (?1220/;) (ii;/g)
Grossesse retardée (i:/i) (31;%1)) 0%
Sterile Wy e s

TABLEAU 44 — Analyse du succes reproducteur pour les femelles F2. Les données sont exprimées en

pourcentage et sont comparées au groupe controle.

oF3 Contréle Lowdose High dose
Grossesse des le 1" cycle (ﬁi;/;) (181(;20/;) (ii;’/;)
Grossesse retardée (i:o/(l)) (Z:/;) (1;:(;:))
Stérile (Z:o/;) (ZZ;_) 0%

TABLEAU 45 — Analyse du succes reproducteur pour les femelles F3. Les données sont exprimées en
pourcentage et sont comparées au groupe controle.

11.3 Impact des PE sur la gestation

11.3.1 Temps de gestation

Une tendance a 'augmentation du temps de gestation d’1 a 2 jours en moyenne
est observée pour les groupes LD et HD de la génération F1 (p-valeurs=0,07 et 0,08
respectivement) (Figure 127). Cependant, aucune modification du temps de gesta-
tion n’est retrouvée pour les groupes LD et HD des générations FO et F3 par rapport

aux groupes controles des générations respectives.

11.3.2 Nombre de petits par portée et sexe-ratio

Le nombre de petits par portée est de 10 en moyenne par mere et le sexe-ratio (5
males et 5 femelles par mere) n’est pas modifié de la FO a la F3 (Figure 128). Seule
une tendance a la diminution du nombre de femelles F2 HD nées des meres F1 HD

est retrouvée.
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FIGURE 127 — Temps de gestation moyen des femelles pour les générations FO (n=19 a 28), F1 (n=11
a 13) et F3 (n=15 a 18). La distribution des données est représentée autour de la médiane sous forme
de "box plot” et des barres d’erreurs représentant le maximum et minimum. Les données des groupes
exposés sont comparées aux données du groupe controle. Les tendances (0,1<p-valeur<0,05) sont
exprimées entre parentheses.
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FIGURE 128 — Nombre total et sexe-ratio des portées des femelles FO (n=22 a 32), F1 (n=12 a 14), F2
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aux données du groupe controle. Les tendances (0,1<p-valeur<0,05) sont exprimées entre parentheses.
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Chapitre 12

Systeme reproducteur - Discussion

Du fait de leur action sur les hormones, la grande majorité des études sur les
perturbateurs endocriniens portent sur la thématique de la reproduction aussi bien
masculine que féminine. Il est cependant difficile de conclure quant a I'impact réel
des perturbateurs endocriniens sur la reproduction au vu des doses utilisées dans
ces études : de maniere générale, le BPA et le BPS entraineraient des modifications
de la qualité du sperme telles que des asthénospermies et oligospermies (Al-Hiyasat
et al., 2002; Shi et al., 2017 et 2018; Dai et al., 2021 ; Ullah et al., 2021; Wu et al., 2021 ;
Darghouthi et al., 2022) ainsi qu’une apparition précoce de la puberté féminine et
des troubles hormonaux selon différentes études (Honma et al., 2002 ; Nikaido et al.,
2004; Ryan et al., 2006) et ce uniquement a de fortes doses d’expositions. De méme le
TCS semble perturber le taux d’hormones stéroidiennes sexuelles circulantes a tres
forte dose (Kumar et al., 2009; Zorilla et al., 2009; Feng et al., 2016; Cao et al., 2018;
Pryianka et al., 2020). Peu d’étude sur le MP existe a notre connaissance et son impact
resterait tres limité (Vo et al., 2010). Malgré tout, il reste intéressant de vérifier ces
impacts dans le cas d'un modeéle utilisant cette fois une exposition chronique d’un
mélange de PE a des doses environnementales et réalistes et mesurant cet impact sur

plusieurs générations.

12.1 Impact des PE sur la fertilité masculine

Dans notre étude, aucune modification des organes reproducteurs n’a été retrou-
vée, exceptée une diminution du poids des épididymes pour la F3 HD a 1’age de 3
semaines; impact non retrouvé apres développement des organes reproducteurs a
19 semaines. Egalement aucune modification de la testostéronémie n’a été retrouvée

pour les males adultes des différentes générations. On remarque cependant pour la
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génération F1 une légere diminution de ce taux en fonction des doses d’exposition.
Cette absence de modification de la testostéronémie peut donc s’expliquer par les
doses environnementales utilisées. En effet, le BPS entrainerait des diminutions des
taux de testostérone sérique a tres forte dose uniquement (50 mg/kg de poids cor-
porelle), et ce aprés des expositions courtes ou chroniques (Ullah et al., 2016 ; Ullah et
al. 2018a; Ullah et al., 2018b ; Ullah et al., 2021). De méme, pour le TCS, aucun impact
sur la reproduction masculine n’a été retrouvé et ce jusqu’a 8 mg/kg de poids cor-
porel (Vandressa Pernoncini ef al., 2018) et ce sur plusieurs génération (Montagnini
et al., 2021).

Au niveau des coupes histologiques, la production de spermatozoides est bien
présente pour toutes les générations et tous les groupes. Il serait cependant intéres-
sant de vérifier les parametres spermatiques (tératospermie, oligospermie et asthé-
nospermie) dans une nouvelle étude en récupérant 'éjaculat des males exposés ainsi
que de définir les différents stades de la spermatogenese grace aux coupes des tubes
séminiferes. En effet, Shi et al. (2017) font état d'une augmentation de la testostéro-
némie lors d’expositions de souris a de forte dose de BPS (10mg/kg) associée a une
oligospermie et sans modification de la motilité des spermatozoides. De méme, Ul-
lah et al., (2018b) observent également cette oligospermie uniquement pour de fortes
de doses de différents types de bisphénols lors d’expositions chroniques. Riad et al.
(2018) retrouvent également une oligospermie et une asthénospermie apres une ex-
position de 8 semaines a 50 mg de TCS/kg de poids corporelle.

Ces résultats sont consistants avec la littérature puisque l'impact des PE sur la
fertilité masculine ne semble étre observé qu’a de fortes doses de PE comme exposé
précédemment (Ullah et al., 2016; Ullah et al., 2018a; Ullah et al., 2018b; Vandressa
Pernoncini et al., 2018 ; Montagnini et al., 2021 ; Ullah et al., 2021).

12.2 Impact des PE sur la fertilité féminine

Les études de I'impact des PE sur la fertilité féminine sur modéle rongeur existent
mais sont moins nombreuses que celles traitant de la fertilité masculine.
Du co6té de la reproduction féminine, aucune modification du poids de l'ovaire

droit n’a été retrouvée pour les femelles a I'dge de 19 semaines. Un léger impact
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sur la fertilité a cependant été retrouvé mais uniquement pour la génération FO :
une tendance a I'augmentation de la stérilité a été observée pour le groupe HD de
cette génération. Il est intéressant de noter que les femelles stériles du groupe HD ont
toutes été disséquées afin de vérifier si une grossesse avait bien eu lieu. Des reliquats
d’embryons atrophiés ont été retrouvés dans 1'utérus comme si le maintien des fcetus
dans l'utérus n’avait pas pu se faire correctement. Un tel symptome est observé chez
les rates qui ne conservent pas de stimulus copulatoire afin de permettre la synthese
de prolactine, hormone permettant le maintien du corps jaune et de la grossesse
chez le rat (Freeman et al., 2000; Maeda et al., 2000). Pourtant, ce parametre avait été
pris en compte lors de la reproduction. En effet les rates sont restées avec les males
pendant 2 semaines. Dans ce cas plusieurs possibilités existent.

La 1% option est que les rates ont été inséminées peu avant le retrait des rats
males des cages, c’est a dire apres 2 semaines de reproduction, ce qui revient a dire
que la grossesse a été retardée jusqu’au 4°™¢ cycle minimum. La question reste a
savoir pourquoi la grossesse pourrait-elle étre autant retardée. Plusieurs explications
peuvent exister comme un pool d’ovocytes diminué comme retrouvé par Ahsan et
al. (2018) lors d’exposition de rongeur a de fortes doses de BPA ou BPS (50 mg/kg/j).
Il serait donc intéressant de regarder histologiquement le pool de follicules dans les
ovaires. Cela pourrait également étre dti a des perturbations du bon fonctionnement
des hormones féminines permettant I’'ovulation comme retrouvé lors d’expositions
de rongeurs a de fortes doses de BPA, BPS (Ahsan et al., 2018) ou TCS (Feng et al.,
2016; Cao et al., 2018). Une nouvelle étude avec un dosage des hormones sexuelles
en complément d"un suivi du cycle serait nécessaire pour confirmer cette hypothese.

La 2°™¢ option, plus probable, est qu'une modification de la sécrétion de prolac-
tine pourrait étre retrouvée chez ces femelles. Un tel effet a été retrouvé lors d’exposi-
tions de femelles enceintes a de fortes doses de TCS (Feng et al., 2016). Une synthese
de prolactine diminuée pourrait entrainer un manque de progestérone synthétisée
par le corps jaune apres fécondation; production dépendante de la synthése de pro-
lactine chez le rat et non chez 'Homme (Freeman ef al., 2000; Maeda et al., 2000).
Afin de vérifier cette hypothese, il serait intéressant, a partir d'une nouvelle étude,

de suivre le taux de prolactine dans le sérum de femelles enceintes en parallele d'un
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suivi de cycle. Cette tendance a la diminution de la stérilité lors de 1’exposition di-
recte des femelles mériterait également d’étre explorée a de plus forte dose afin de
voir si cet effet est bel et bien dose-dépendant.

Pour les femelles gestantes, aucune modification du temps de gestation n’a été
observée. Seule une légere tendance a I’augmentation du temps de gestation a été re-
trouvée pour les groupes HD et LD de la génération F1. Cependant, cette seule modi-
fication ne permet pas de conclure a un trouble de la reproduction pour la génération
F1. Aucune modification du nombre de petits par mere ni du ratio males/femelles
n’a été retrouvée.

De maniére générale, les mesures n’ont pas permis de mettre en évidence des
troubles de la fertilité féminine importante lors d’expositions de rates a des doses
environnementales de PE. De la méme maniéere que précédemment, I’ensemble de
la littérature met en exergue des effets sur la fertilité féminine uniquement a de tres
fortes concentrations. Ahsan et al. (2018) font état d'une diminution du nombre de
petits par mére ainsi qu'une diminution de la concentration sanguine en LH et FSH
pour des femelles exposées a 50 mg/kg/j de BPS. A I'inverse, Feng et al. (2016) n’ob-
servent pas de modification de la sécrétion des hormones LH et FSH avec le TCS
mais plutot des diminutions des taux d’estradiol et progestérone circulant lors d’ex-
position a des doses allant de 100 a 600 mg/kg/j tout comme Cao et al. (2018). Une
seule étude étudie I'impact du bisphénol a faible concentration et de maniere trans-
générationnel a notre connaissance : Shi et al. (2019) ne montrent aucun impact trans-
générationnel du BPA et BPS (doses 0,5 et 50 ug/kg/j pour les 2 PE) sur la fertilité
féminine chez la souris a ’age de 3 mois. Seul un faible impact sur le succes de gros-
sesse a 1’age de 6 et 9 mois est observé. Nos résultats sont donc consistants avec la
littérature. Dans ce contexte, il serait tout de méme intéressant d’utiliser ce méme
cocktail a de plus fortes doses et sur des ages plus avancés afin de déterminer si des
impacts sur la fertilité féminine sont retrouvés et si ces impacts peuvent étre transmis

sur plusieurs générations.
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12.3 Conclusion de I'impact des PE sur la reproduction

De maniére générale, les impacts sur la reproduction rapportés par la littérature
ne sont observables qu’a fortes doses et n’ont pas été retrouvés ici lors d’expositions
de rats a des doses environnementales. Seule une faible augmentation de la stérilité
concentration dépendante a été observée pour la génération FO. Il pourrait étre inté-
ressant d’utiliser une dose bien plus forte afin de voir si la stérilité apparait et, si oui,
a partir de quelle concentration. Cependant ces doses seraient potentiellement ex-
trémes par rapport a celles auxquelles nous sommes réellement exposés. Dans le cas
de notre étude, I'exposition a un cocktail de PE & doses environnementales semble
n’avoir qu'un impact limité sur la fertilité aussi bien masculine que féminine et ce,

sur plusieurs générations.
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Males - Métabolisme

FO
19 sem

F1
3 sem

19 sem

3 sem

EF3

19 sem

Prise de poids (4 a 12 sem)

Prise alimentaire (4 a 12 sem)

1 (LD & HD)

1 (LD & HD)

Glycémie a jeun

| (LD)

Poids

Au sevrage (21j)
Lors de I’euthanasie

1 (LD & HD)

T(LD)

Masses relatives des organes

Foie

Pancréas

TA épididymal
TA mésentérique
TA rétropéritonéal
TA total
Gastrocnémien
Plantaire

Soléaire

Muscle total

1(LD)

T (HD)
1 (LD)
L (LD)

1(LD)

1(LD)

Parametres sanguins

Cholestérol total
Triglycérides

ASAT

ALAT

Phosphatase alcaline
CPK

Troponine I

Urée

Créatinine

Acide urique

! (LD:& HD)

1(LD)
1(LD)

T(LD)

! (LD_& HD)

1 (HD)

Test de tolérance

Glucose
Insuline

| (HD)

Insulinémie a jeun

Insuline intra-pancréatique

Sensibilité récepteurs insuline

Foie
Gastrocnémien

Glycogene tissulaire

Hépatique
Musculaire
Total

Triglycérides tissulaires

Hépatique
Musculaire
Total

Mitochondries hépatiques

Activité citrate synthase
Consommation d’O,
Couplage

Production de ROS
Expression du complexe I
Expression du complexe II
Expression du complexe III
Expression du complexe IV
Expression du complexe V

Stress oxydant hépatique

TBARS

Thiols

FRAP

Gluthation peroxydase

1(HD)

TABLEAU 46 — Tableau récapitulatif des résultats sur le métabolisme des males a I’age de 3 semaines
(sem) et a I’age adulte pour les groupes low dose (LD) et high dose (HD) par rapport au groupe
controle. ALAT, alanine aminotransférase; ASAT, aspartate aminotransférase ; CPK, créatine phospho-
kinase; FRAP, “ferric ion reducing antioxydant power” ; ROS, dérivés réactifs de ’oxygene; TA, tissu adi-
peux; TBARS, “thiobarbituric acid reactive substances”.
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Males FO F1 F3
19 sem 3sem 19 sem 3 sem 19 sem

Cerveau, neuroendocrinologie et comportement

Masse relatives des organes Surrénale J (HD) = = = J (HD)
Cerveau = J (LD) = = =

Volume total du cerveau (IRM) = = = = =
T; libre = = = = =

Parametres sanguins Ty libre = = = J (LD & HD) =
Activité motrice 1 (LD & HD) = = = =

Comportement Anxiété = = = = =
Dépression = = = = =

Systeme reproducteur
Masses relatives des organes Testicules - - - = =
8 Epididymes = = = J (HD)

Testostéronémie = = =

TABLEAU 47 — Tableau récapitulatif des résultats sur les systémes neuro-endocrinien et reproducteur
des males des males a I'age de 3 semaines (sem) et a 1’dge adulte pour les groupes low dose (LD)
et high dose (HD) par rapport au groupe contrdle. ACTH, hormone corticotrope; IRM, imagerie par
résonance magnétique; T3, triiodothyronine; Ty, thyroxine.
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Femelles Fo F1 F2 F3
Métabolisme
Prise de poids (4 a 12 sem) = = T (HD) 1 (LD)
Prise alimentaire (4 & 12 sem) = 1 (HD) = 1 (LD)

7j de gestation = = =

Glycémie gestationnelle 18j de gestation _ - =

Glycémie a jeun = = =

Au sevrage (21j) 1T (HD) 1(LD) | HD)

Poi .
oids Au moment de "’euthanasie = = =

Foie 1 (HD) = =
Pancréas = =

TA épididymal = =
TA mésentérique = =
TA rétropéritonéal = =

Masses relatives des organes

TA total = =
Gastrocnémien = = =
Plantaire 1 (LD) = =
Soléaire 1 (LD) = =
Muscle total 1 (LD) = =

Cerveau, neuroendocrinologie et comportement

Surrénale 1 (LD & HD) = =

Masses relatives des organes
Cerveau = = =

Systeme reproducteur

Masses relatives des ovaires = = =

Succes reproducteur 1 (HD) = = =
Temps de gestation = = =
Femelles = = = =
Nombre de petits par mere Males = = = =
Total = = = =

TABLEAU 48 — Tableau récapitulatif des résultats des femelles pour les groupes low dose (LD) et high
dose (HD) par rapport au groupe controle. TA, tissu adipeux.
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Chapitre 13

Discussion générale

13.1 Rappel des objectifs de la these

Depuis 2006, la question de l'impact des PE sur la santé a pris de I'ampleur
dans la recherche scientifique. Les nombreuses études menées semblent cependant
se heurter aux mémes problématiques afin de comprendre 1'impact réel de ces pro-
duits chimiques sur la santé. La premiere est la problématique de la dose. Comme
expliqué au début de ce manuscrit, la courbe effet-dose est remise en question par
une partie des scientifiques pour décrire I'impact des PE. La seconde est la problé-
matique du cocktail. En effet, notre environnement est constitué de nombreuses mo-
lécules synthétiques ou naturelles et I'impact des associations de ces molécules n’est
pas encore établi. Enfin, la question novatrice de I'impact a tres long terme, notam-
ment sur l'apparition de pathologies chez les générations suivantes, a vu le jour ces
derniéres années avec la théorie des DOHaD. Afin d’aider a répondre aux différentes
questions posées dans le contexte de I’étude des PE, notre étude a pris en comptes ces
3 problématiques Celle-ci s’est appuyée sur les concentrations d’expositions retrou-
vées chez les femmes enceintes dans les études épidémiologiques francaises EDEN
et SEPAGES et les a étudiées sur différents systemes que sont la reproduction, le

métabolisme énergétique, le comportement et les structures cérébrales chez le rat.

13.2 Rappels des résultats selon les problématiques abordées

13.2.1 Problématique de la dose

Sur 'ensemble des systemes physiologiques étudiés, il est possible d’observer

des effets-doses linéaires et non linéaires selon les facteurs étudiés. Au niveau du
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métabolisme, il est observé un "effet dose-dépendant” sur la prise de poids des pe-
tits lors du sevrage (F1, F3 et F4); lors des tests de tolérances au glucose (FO et F1
agés de 3 semaines); certains dosages sanguins tel que la CPK (F0), les ASAT (F1
19 semaines) et ALAT (F3 19 semaines), ainsi que l'insulinémie des F1 19 semaines;
certaines mesures de la consommation d’O; et la production de ROS par la mito-
chondrie hépatique pour les F1 19 semaines et F3 3 semaines ainsi que le dosage
des facteurs du stress oxydant de la génération F1 19 semaines et F3 aux ages de 3
et 19 semaines. De méme au niveau neurologique, avec les mesures du poids des
surrénales des males et femelles adultes; le dosage sanguin de la Ty libre des F3 3
semaines, de I’ACTH des F3 a 1'age de 19 semaines ainsi que la mesure de 1’acti-
vité motrice de la génération FO. Au niveau du systéeme reproducteur, cet effet est
également observé notamment avec l’apparition de troubles de la reproduction en
fonction des doses chez les femelles FO.

Mais il a également été observé un "effet-dose en U" notamment au niveau des
résultats sur le métabolisme avec une augmentation de la masse relative des muscles
jusqu’en F3, une augmentation de la production de ROS et la consommation d’O;
par les mitochondries hépatiques (FO LD), une diminution de la masse relative de
tissu adipeux, une prise de poids des petits lors du sevrage pour la F2 uniquement
et sur le dosage de la cholestérolémie. Au niveau neurologique, seule la diminution
de la masse relative du cerveau des F1 4gés de 3 semaines semble suivre un effet-
dose non-monotone. Aucun effet-dose non-monotone n’est observé au niveau de la
reproduction.

De maniére générale, on observe ici un effet-dose linéaire plutdt que sous forme
de U pour I'ensemble des compartiments et générations étudiés. Cependant, certains
effets semblent suivre une courbe en U. Afin de réellement définir la courbe effet-
dose suivie par les PE sur ces derniers résultats, il est nécessaire de tester a minima
une 3°™ dose, par exemple 100 fois plus importante que la HD. En effet, en utilisant
peu de concentrations il est possible d’observer parfois cette "courbe en U" mais
qui peut étre trompeuse. Des tests nécessitant au minimum 3 doses + 1 controle
sont donc requis pour des études toxicologiques permettant un suivi de 'effet-dose
du composé, comme expliqué dans les guidelines de "”European Medicines Agency”

(EMA) et I""European Chemical Agency” (ECHA) en accord avec les guidelines de
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I’Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE) (Combes

et al., 2004 ; European Medicines Agency, 2010).

Cet effet-dose dépendant est retrouvé dans de trés nombreux articles qui étu-
dient a minima 3 doses de PE + 1 controle sur rongeur, aussi bien au niveau du
métabolisme que du systéme reproducteur et neurologique. C’est par exemple le
cas de Zhang et al. (2018a) qui montrent un effet dose-dépendant du BPS sur les
marqueurs ALAT, ASAT, le stress oxydant hépatique ainsi que l'intégrité du tissu
hépatique chez la souris exposée directement. Ishido et al. (2004) montrent un effet
dose-dépendant du BPA sur 'augmentation de l’activité motrice du rat directement
exposé au BPA. Ahsan et al. (2018) observent également un effet dose-dépendant du
BPS et BPA sur la sécrétion des hormones féminines, sur le poids des ovaires et les
réserves ovocytaires chez le rat. Ces mémes résultats sont retrouvés par Al-Hiyasat
et al. (2002); Chitra et al. (2003); Dai et al. (2021) et Ullah et al. (2018a, 2018b et 2021)
qui ont également étudié I'impact du BPA sur la reproduction masculine et/ou fémi-
nine. De méme, pour le TCS, Cao et al. (2018) montrent un impact dose-dépendant de
ce PE sur la sécrétion des hormones féminines, sur le poids des ovaires et les réserves
ovocytaires chez la souris tout comme Feng et al. (2016) le retrouvent chez le rat. Ku-
mar et al. (2009) et Pryianka et al. (2020) montrent ce méme effet dose-dépendant du
TCS sur les hormones masculines, le poids des organes reproducteurs et la sperma-
togenese chez le rat directement et indirectement exposé. Enfin, Tabari et al. (2019)
observent cet effet dose-dépendant du TCS sur le comportement anxieux, la quantité
de neurones présents dans le cortex et I'hippocampe, tout comme Zorilla et al. (2009)
qui retrouvent des diminutions dose-dépendantes du taux de T4 total dans le sang
et sur l'activité des enzymes de détoxification du foie.

A notre connaissance, seuls 3 articles ne montrent pas cet effet-dose linéaire mais
un effet non-monotone ou dit "en U" avec un minimum de 3 doses de PE + 1 controle
in vivo sur rongeur : Jones et al. (2011) retrouvent un effet-dose non-monotone lors de
I'exploration du comportement sexuel des rats males aprés exposition directe ou in-
directe a 4 doses de BPA. De méme, Marmugi et al. (2012) ont retrouvé ce méme effet
sur l'insulinémie et la triglycéridémie de souris exposées au BPA. Enfin, Akingbemi

et al. (2004) retrouvent cette courbe en U du BPA sur les taux de LH et testostérone
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chez des rats males exposés directement.

Malgré tout, la théorie de cet effet-dose non-monotone des PE est tres présente
dans la littérature scientifique (Li et al., 2007; Vandenberg et al., 2009; Vandenberg
et al., 2012; Vandenberg, 2014; Beronius & Vandenberg, 2015) et dans les rapports
effectués par certaines instances comme 1’'OMS en 2012 (World Health Organization,
2012). Ces articles semblent s’appuyer sur les nombreuses publications utilisant 2
doses de PE + 1 controdle, considérés également comme une "dose" dans ce cas (De-
kant et al., 2013 ; Lagarde et al., 2015). Or il est difficile de définir I'effet-dose de cette
maniére comme expliqué précédemment. Mais les articles citant la non-monotonie
des courbes effet-dose s’appuient surtout sur les courbes retrouvées in vitro (Lagarde
et al., 2015). Un des exemples les plus cités par les scientifiques défendant 1’existence
d’un effet-dose non-monotone des PE (Vandenberg et al., 2009; Vandenberg et al.,
2012; Vandenberg, 2014; Beronius & Vandenberg, 2015) est I'étude menée par Wel-
shons et al. (2003). Cette étude montre une forme de "courbe en U" obtenue apres
expositions de cellules cancéreuses a différentes doses d’cestrogénes. Une proliféra-
tion des cellules cancéreuses est observée pour les faibles doses d’cestrogenes, suivi
d’un plateau et d’'une diminution du nombre de cellules dans le puits. Cette interpré-
tation de la courbe est cependant erronée comme beaucoup de scientifiques ’ont fait
remarquer (Ashby, 2003; Goodman et al., 2009; Dekant et al., 2013). On observe ici,
en fait, 2 courbes linéaires : une premiere courbe linéaire qui correspond a la crois-
sance cellulaire, puis une deuxieme courbe, également linéaire, qui correspond a la
cytotoxicité des cestrogenes. Cette mauvaise interprétation de la courbe peut donc
entrainer un biais de raisonnement concernant le fonctionnement pharmacologique
aussi bien des hormones, qui suivent la loi de Paracelse, que celui des PE (Rang,
2006 ; World Health Organization, 2012 ; Zoeller et al., 2012).

De ce fait, il existe aujourd’hui un débat tres important dans la communauté
scientifique autour de l'existence des effets-doses non-monotones des PE. De ma-
niere générale, la littérature scientifique autour des PE ne semble pas retrouver cette
courbe en U lorsque plus de 3 doses sont testées in vivo sur rongeur (Al-Hiyasat et
al., 2002; Ashby, 2003; Chitra et al., 2003; Ishido et al., 2004; Goodman et al., 2009;
Kumar et al., 2009; Feng et al., 2016; Dekant et al., 2013; Ahsan et al., 2018; Ullah et
al., 2018a et 2018b; Zhang et al., 2018; Tabari et al., 2019; Pryianka et al., 2020; Dai
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et al., 2021; Ullah et al., 2021). Il reste bien évidemment important de tester les PE
a différentes concentrations (et avec un minimum de 3 doses différentes) aussi bien
faibles que fortes afin d’aider les différentes instances de santé publique et environ-
nementale a identifier les composés toxiques, aussi bien pour 'Homme que pour la
faune sauvage. Cependant, il est aujourd’hui difficile d’affirmer avec certitude que

les PE ne suivent pas la loi de Paracelse.

13.2.2 Problématique de 1’effet cocktail

Certains effets cocktail de notre mélange de PE sont similaires a ceux rapportés
dans les publications n’étudiant qu'un seul des 3 PE, tandis que d’autres semblent
bien différents, voire completement opposés a ce qui est rapporté par la littérature
scientifique.

Au niveau du métabolisme, aucune prise de poids ni de masse grasse a 1'age
adulte n’a été observée pour les générations F0 et F1 males et femelles, ce qui semble
similaire aux données d’exposition directe ou indirecte au BPA ou BPS (Chitra et al.,
2003; Kabuto et al., 2004; Neigishi et al., 2004; Nikaido et al., 2004; Shi et al., 2017 ;
Meng et al., 2018; Shi et al., 2018; Tucker et al., 2018; Zhang et al., 2018a; Dali et al.,
2021; Jeminiwana et al., 2021; Kaimal et al., 2021; Darghouti et al., 2022) ou bien
méme au TCS (Kumar et al., 2009; Zorilla et al., 2009; Cao et al., 2018 ; Huang et al.,
2020; Ma et al., 2020; Hao et al., 2022b; Weber et al., 2022). Cependant, aucune de
ces études n’observent une modification de la consommation alimentaire. De méme,
une augmentation du poids des ratons est bien retrouvée au moment du sevrage,
ce qui est consistant avec les données de la littérature apres expositions indirectes
de ratons au BPA ou BPS. Cependant, nous ne retrouvons pas un développement du
tissu adipeux chez ces ratons avec l'effet cocktail (Akingbemi et al., 2004 ; Somm et al.,
2009; Ahsan et al., 2018 ; Meng et al., 2018 ; Meng et al., 2019 ; Boudalia et al., 2021). Au
niveau du foie, les effets de stéatoses du BPA, BPS ou TCS ne sont ici pas retrouvés
avec le mélange de PE. 1l est cependant difficile de définir, si le cocktail de PE en
est la raison ou si ce sont plutdt les doses qui ne nous permettent pas d’observer
cette atteinte hépatique. En effet, les publications rapportant une stéatose utilisent
des doses bien plus fortes que celles utilisées dans notre cocktail (Foulds et al., 2017;

Trevifio et al., 2017; Zhang et al., 2018a; Meng et al., 2019; Huang et al., 2020). De
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maniere générale, I'effet cocktail de PE semble entrainer des effets similaires a ceux
observés dans la littérature. Il est cependant important de noter que certains effets
n’ont été que tres peu étudiés voire sont novateurs. C’est le cas de 1’observation de
symptomes indiquant un début d’insulino-résistance, une augmentation du poids
des muscles ainsi que des impacts fonctionnels et structurels sur la mitochondrie
hépatique. Pour ces derniers, il est donc difficile de savoir si ces conséquences sont

liées ou non a l'effet cocktail.

Au niveau neuroendocrinien, I'effet cocktail a entrainé un effet inverse sur les
surrénales (diminution du poids) par rapport a ce qui est décrit dans la littérature,
c’est a dire une augmentation du poids des surrénales notamment apres exposition
de rongeurs au BPA (Poimenova et al., 2010; Panagiotidou et al., 2014; Zhou et al.,
2015; Medwid et al., 2016 ; Gbadebo Olukole et al., 2019). Il est cependant difficile de
savoir si cet effet pourrait étre lié & une exposition au TCS ou au MP, di au manque
d’études sur ce sujet, ou s’il est la résultante d’'un impact du mélange des 3 PE.
A l'inverse, le peu de résultats retrouvés sur les hormones thyroidiennes semblent
aller dans le sens des études sur modele rongeur exposés aux bisphénols et TCS
(Crofton et al., 2007 ; Zorilla et al., 2009; Axelstad et al., 2013; Zhang et al., 2018b;
Fernandez et al., 2018; Taha et al., 2020; Marques et al., 2022). De la méme maniere,
une augmentation de 'activité motrice pour la génération FO est retrouvée aussi bien
avec notre cocktail que lors d’exposition au BPA (Anderson et al., 2013; Komada
et al., 2014). Enfin, des modifications structurelles du cerveau ont été retrouvées et
n’ont, & notre connaissance, jamais été décrites. Il est donc difficile de savoir si ces

impacts sont liés ou non a l'effet cocktail de PE.

Enfin, au niveau de la reproduction, un effet moins important sur la fertilité fé-
minine semble étre observé par rapport aux observations faites suite a I’'exposition
de femelles au BPA, BPS (Honma et al., 2002; Nikaido et al., 2004 ; Ryan et al., 2006)
ou TCS (Kumar et al., 2009; Zorilla et al., 2009; Feng et al., 2016; Cao et al., 2018;
Pryianka et al., 2020). Ce moindre impact ne semble pas 1lié au cocktail mais plutot
aux doses d’expositions nettement plus faibles dans notre étude et il en est de méme

pour nos résultats sur la fertilité masculine (Al-Hiyasat et al., 2002; Shi et al., 2017
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et 2018; Dai et al., 2021; Ullah et al., 2021; Wu et al., 2021 ; Darghouthi et al., 2022).
L'impact des PE sur la reproduction ne semble pas étre modifié par I’effet cocktail.
De maniere général, I'impact du cocktail ne semble pas entrainer des effets diffé-
rents ou plus importants que ceux rapportés par les études n’étudiant qu'un seul des
PE de notre mélange. Seule une modification du comportement alimentaire semble
étre lié au cocktail. L'hypothese dun effet du cocktail sur les surrénales est égale-
ment possible au vu de l'effet inverse observé par rapport aux données de la littéra-

ture.

La question du cocktail est une question nouvelle en toxicologie. Celle-ci a no-
tamment été posée au vu du nombre important de molécules chimiques dans notre
environnement. Elle présuppose que des molécules, retrouvées en petite quantité et
pouvant avoir le méme effet, peuvent entrainer des effets plus conséquents en mé-
lange (Vandenberg et al., 2012). Cette question est d’autant plus intéressante qu’elle
nécessite de prendre en compte I’aspect pharmacologique des molécules, c’est a dire
une définition de la cible, une analyse pharmacochimique de la liaison, une défi-
nition du type de ligand (agoniste, antagoniste, ...), la description de la toxicociné-
tique de la molécule, etc ... (Nohynek et al., 2013). L'ensemble de ces éléments est
nécessaire pour pouvoir potentiellement prédire les effets des nombreux mélanges
pouvant étre retrouvés, comme exposé dans la partie "Introduction” de ce manus-
crit (McCallum et al., 2014; Smith, 2016; Lappas & Lappas, 2022). Or, pour les PE il
est extrémement difficile de trouver ’ensemble de ces informations, notamment au
niveau de la description des récepteurs et du potentiel d’action aussi bien pour le
BPA, interdit en France, que pour le BPS, le TCS ou le MP. En effet, peu d’études
cristallographiques ont été effectuées sur I'ensemble de ces molécules et le peu d’in-
formations mécanistiques ne permet pas aujourd’hui d’expliquer a lui seul les effets
retrouvés a tres fortes doses (Nohynek et al., 2013 ; Autrup et al., 2020). Par exemple,
pour le BPA, qui est un des PE les plus étudiés, il a été retrouvé que celui-ci se liait
1 000 fois moins aux récepteurs cestrogéniques B que l'estradiol et 2 000 fois moins
que le DES, dont les conséquences délétéres sur la santé ne sont plus a démontrer
(Kuiper et al., 1998). Cependant, son effet apres liaison a ce récepteur est encore trop

peu étudié. Or, comprendre les mécanismes pharmacologiques de ces molécules est
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aujourd’hui plus que nécessaire pour déterminer les cocktails potentiellement nocifs

pour la santé, aussi bien pour 'Homme que pour la faune sauvage.

13.2.3 Problématique de l'impact direct, multi et transgénérationnel

Le but de notre étude était également de mesurer si les impacts observés sur la
génération directement exposée pouvaient étre retrouvés sur les différentes généra-
tions suivantes, mais également si les PE pouvaient impacter la santé des descen-
dants spécifiquement. Plusieurs patterns d’effets sont observés sur les générations.

Le premier est un effet direct ou indirect (in utero ou via l'allaitement) de I'expo-
sition, c’est a dire que seule la FO et la F1 sont impactées. Au niveau du métabolisme,
un effet dépendant de I'exposition est retrouvé sur le comportement alimentaire des
FO et F1, modification qui n’est pas retrouvée pour les générations F2 et F3. De méme,
les impacts sur l'insulino-résistance sont retrouvés de fagon marquée pour la FO HD
et commencent a apparaitre pour la F1 HD 4agé de 19 semaines. Au niveau du trans-
criptome hépatique, ce pattern est également retrouvé pour les différents groupes.
Pour la LD, on observe une majorité de genes différentiellement transcrits en FO et
F1 codant pour le fonctionnement cellulaire (BTG2, CDKN1A, USP18) mais égale-
ment pour le transport des acides gras (APOF, NROB2). Pour le groupe HD, ce sont
plutdt des genes codant pour des protéines du métabolisme énergétique (GSTP3,
HMGCR, NR4A1, SDS). Ces dernieres modifications pourraient étre liées a I'appa-
rition de l'insulino-résistance pour la FO et F1 HD. Il est également important de
noter qu’aucun des genes différentiellement transcrits en FO et F1 n’est retrouvé en
commun pour les 2 groupes d’expositions. Au niveau du comportement, I’hyperac-
tivité observée pour les males FO n’est pas retrouvée sur les générations suivantes;
l'effet tend méme a étre inversé pour la génération F1 4gé de 3 semaines. Au ni-
veau du systéme reproducteur, les difficultés liées a la reproduction observées chez
la génération FO ne sont plus observées chez les générations suivantes. L'ensemble
de ces troubles ne semblent pas liés, cependant il est important de noter que des
hypotheses similaires ont été envisagées pour au moins 2 de ces modifications phy-
siologiques que sont les modifications du comportement alimentaire et les impacts
sur la reproduction féminine : une modification de la sécrétion de prolactine. Cette

hormone est en effet associée a des modifications de la satiété (Gerardo-Gettens et
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al., 1989; Heil, 1999 ; Naef et al., 2007 ; Georgescu et al., 2020), mais également a des
troubles de la reproduction spécifiquement chez le rongeur (Freeman et al., 2000;
Maeda et al., 2000). De plus, la prolactine semble jouer un role important dans le
métabolisme énergétique, notamment sur le développement des cellules B du pan-
créas, comme le montre les études recensées par Bernard et al. (2019). Il serait donc
intéressant de doser, notamment sur la génération FO0, la prolactine circulante afin de
définir si I’exposition aux PE induit une modification de la sécrétion de prolactine

chez le rat.

Un deuxiéme pattern est observé qui est celui d’un impact uniquement multi et
transgénérationnel, c’est a dire qu’il n'apparait que sur la F1, F2 et F3. Cet impact
est retrouvé notamment au niveau de la prise de poids des rats pendant la période
de croissance de 4 a 12 semaines uniquement pour les générations F2 et F3. Il en
est de méme au moment du sevrage, ou le poids des générations F1, F3 et F4 est
significativement augmenté notamment pour le groupe HD. Encore une fois, il est
possible d’observer ce méme pattern au niveau du transcriptome hépatique ou des
genes différentiellement transcrits sont retrouvés pour les générations F1 et F3 uni-
quement. Pour le groupe LD, les genes différentiellement transcrits codent princi-
palement pour des protéines du métabolisme lipidique (CYP7A1, HSD17B2) et de
la prolifération cellulaire (EGR1, IGFBP2). De méme, pour le groupe HD, les genes
différentiellement transcrits codent pour des protéines jouant un role dans I'immu-
nité (C7, RT1-BB), la croissance cellulaire (CD63, SOCS2) et le métabolisme lipidique
(ALDHI1B1, CIDEA). L'ensemble de ces résultats semblent montrer un impact multi
et transgénérationnel sur le métabolisme lipidique. Il serait intéressant, au vu des
résultats du transcriptome hépatique, de vérifier avec une nouvelle expérimentation
si cette augmentation du poids, aussi bien au sevrage qu’au cours de la croissance,
pourrait étre liée a des troubles du métabolisme lipidique en effectuant des suivis
sériques sur différents parameétres lipidiques telle que les TAG, le cholestérol ainsi

que la leptine.

Un troisieme pattern est celui d’un impact sur toutes les générations, c’est a dire

de la FO a la F3. Au niveau métabolique, une augmentation du poids des muscles,
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qui semble étre liée a une teneur en protéine différente, est retrouvée jusqu’a la gé-
nération F3 pour le groupe LD. Une analyse plus poussée, notamment une caracté-
risation des fibres musculaires est nécessaire pour mieux comprendre ces modifica-
tions. De plus, une analyse des génes liés a la régulation de la myogeneése, tels que
MYF5 (pour “myogenic factor 5”), MYOG (pour “myogenin”), MYOD (pour “myoblast
determination protein 1”) et MYF6 (pour “myogenic factor 6”), et au développement
des myotubes, tels que JUNB (pour “transcription factor jun-B”), MYD88 (pour “mye-
loid differentiation primary response 88”) et HMGBL1 (pour "high—mobility group box 1),
pourrait nous permettre de mieux comprendre I’origine épigénétique de ces modifi-
cations.

Au niveau mitochondrial, des modifications fonctionnelles et/ ou structurelles de
la chaine respiratoire mitochondriale semblent étre retrouvées transgénérationnelle-
ment sans atteinte des parametres du stress oxydant. Une analyse de l'activité des
différents complexes et transporteurs de la chaine respiratoire ainsi que du profil li-
pidique de la membrane mitochondriale semble nécessaire pour mieux comprendre
I’origine de ces modifications. Celles-ci pourraient étre liées aux modifications trans-
criptomiques du métabolisme lipidique présentées précédemment pour les généra-
tions F1 et F3.

Au niveau du transcriptome hépatique, de nombreux genes communs aux 2
doses ont été retrouvés différentiellement transcrits de la génération FO a F3. Pour
le groupe LD, une grande partie des génes différentiellement transcrits sont liés a la
régulation et la transcription de genes (ESR1, HSP90AA1, PRLR, UBD) tout comme
pour le groupe HD (HSP90AA1, PRLR, UBD). Egalement, de nombreux genes co-
dant pour des protéines jouant un réle dans I'immunité (CSM1, NAMPT) et le stress
oxydant (GSTA2, HEBP2, NQO1) sont retrouvés différentiellement transcrits pour le
groupe HD. Il est intéressant de noter que les génes HSP90AA1, PRLR et UBD sont
tous retrouvés différentiellement transcrits pour les 2 groupes d’exposition. Il serait
donc intéressant de visualiser si des modifications épigénétiques dues aux PE ont eu
lieu autour de ces genes. Egalement, il serait intéressant de faire une analyse protéo-
mique afin de voir si les modifications de transcription de ces genes sont régulées

par les mécanismes de traduction des génes.
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Enfin, une atrophie des surrénales de la génération FO a F3 est observée sans at-
teinte sur le comportement anxieux, notamment pour le groupe HD. Une analyse
plus fine du tissu surrénalien est nécessaire, notamment par coupes histologiques
dans un premier temps, afin de mieux comprendre 1’origine de I’atrophie observée.
Dans l’ensemble, ces résultats sur les différentes générations nécessitent plus d’in-
vestigations afin de mieux comprendre les facteurs responsables des troubles obser-

vés.

Pour finir, un dernier pattern est observé : il s’agit de 'impact direct et transgé-
nérationnel, c’est a dire que 1'effet est retrouvé en FO et F3 uniquement et semble
ne pas étre observé chez la génération F1 indirectement exposée. Un tel impact n’a
été retrouvé que sur les modifications des volumes des différentes aires cérébrales.
Cependant, aucune aire cérébrale commune entre la FO et la F3 n’a été retrouvée mo-
difiée. Les investigations en cours notamment sur la connectivité et le stress oxydant
permettrons de mieux comprendre l'origine des différentes modifications structu-
relles des aires cérébrales.

Au niveau du foie, aucune modification physiologique n’a été observée. Cepen-
dant, des modifications du transcriptome hépatique suivant ce pattern de saut du
multigénérationnel ont été mesurées. Pour le groupe LD, de nombreux genes dif-
férentiellement transcrits codent pour des protéines qui jouent un role dans le mé-
tabolisme énergétique (LPL, PAQR9, SERPINH1), la croissance cellulaire (IGFBP1,
MCM10) et du stress cellulaire (ICAM1, NQO1). Pour le groupe HD, les genes diffé-
rentiellement transcrit codent majoritairement des protéines jouant un role dans le
métabolisme lipidique (AADAT, LPL, NROB2, SREBF1). Il est de nouveau retrouvé
une modification du métabolisme énergétique voir lipidique comme observé pré-
cédemment. De plus, le gene LPL est commun au 2 groupes d’exposition et une
analyse des modifications épigénétiques autour de ce géne serait intéressante pour
mieux comprendre les modifications de transcriptions observées sur les générations

FO et F3.

De maniere générale, les impacts les plus importants sur la santé semblent plutot

en lien avec I’exposition directe ou indirecte (apparaissent en FO voir F1), cependant
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plusieurs effets sans conséquence notable sur la santé sont retrouvés sur les géné-
rations suivantes. Ces effets multi et transgénérationnels posent questions quant a
I'impact de nouveaux facteurs de stress environnementaux, tel que I'ajout d'un ré-
gime gras. Certaines études ont observé un impact accru des PE sur le métabolisme
en combinant I’exposition aux PE et la prise d"une nourriture dite “high fat” (Heindel
et al., 2017 ; Nadal et al., 2017). 1l serait intéressant de refaire un modele transgénéra-
tionnel ou seuls les descendants seraient exposés a un régime gras afin de voir si les
modifications multi et transgénérationnelles observées entrainent des effets consé-
quents sur la santé. Egalement, la question des mécanismes de ces modifications
reste a étre explorés. Afin de mieux comprendre les impacts observés sur plusieurs
générations, une analyse du méthylome de différents tissus est nécessaire. Cette ana-
lyse est en cours au niveau du tissu hépatique et placentaire. En parallele, une étude
de l'acétylation, la butyrylation et la crotonylation des lysines 5 et 8 de 'histone Hy
a été effectuée sur des hépatocytes provenant de notre expérimentation in vivo et
reproduit in vitro sur cellules HepG2. Cette étude fait 1'objet de la thése de Nour
Zeaiter, encadrée par Uwe Schlattner au LBFA (Grenoble, France), et qui sera soute-
nue prochainement. L'ensemble de ces résultats permettront de mieux comprendre

les modifications épigénétiques dii a notre cocktail de PE a dose environnementale.
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Chapitre 14

Perspectives de la thése

14.1 Métabolisme énergétique

Plusieurs résultats retrouvés sur le métabolisme restent actuellement inexpli-
qués. C’est le cas notamment de 1'augmentation de la masse musculaire relative
pour le groupe LD de la génération FO a F3. Les pistes d"une prise de masse a la suite
d’une accumulation de glycogene ou de triglycérides et d"une augmentation du dé-
veloppement musculaire d’origine hormonale ont été éliminées suite aux dosages
de ces parametres. La piste d'une augmentation du taux de protéine musculaire ou
d’une modification des fibres musculaires a donc été posée, au vu des dosages sé-
riques des marqueurs de la protéolyse (urée, CPK, créatinine). Cette analyse est le
sujet du stage d”Aliénor Coquereau au LECA (Grenoble, France). Une étude prélimi-
naire sera effectuée par histologie du plantaire droit des males FO & F3. Le diametre
des différentes fibres sera évalué sur ces coupes histologiques afin de définir si cette
hypertrophie musculaire a bien une origine similaire a ce que Jing et al. (2019) ont ob-
servé apres exposition au BPA in vivo sur mouton. L'impact des PE sur le muscle est
encore peu étudié dans la littérature et ces modifications restent donc actuellement
inexpliquées.

Au niveau mitochondrial, une augmentation de la consommation d’O, par le
complexe IV ainsi qu’une augmentation de la production de ROS par le complexe
III et en “flux reverse” pour la FO LD ont été observées. Ces modifications nécessitent
une analyse plus poussée de la mitochondrie et notamment de 'activité du com-
plexe III et IV ainsi que des transporteurs d’électrons sur les mitochondries isolées
récupérées. De méme, une modification structurelle de la membrane mitochondriale

semble étre mise en cause au vu du mauvais couplage et de 'augmentation de la
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consommation d’O, a I’état basal par les mitochondries du groupe HD des généra-
tions F1 et F3. L'hypothése d"une modification de la composition du profil lipidique
de la membrane a été amenée. Cette hypothese semble étre corrélée a la forte sous-
transcription des voies liées au métabolisme lipidique. Afin de visualiser si les PE ont
eu une conséquence sur la composition des membranes, il semble donc nécessaire
d’établir un profil lipidique des hépatocytes pour I'ensemble des males de la généra-
tion FO a F3. Cette étude sera menée en partenariat avec le Docteur Martine Armand
du Centre de Résonnance Magnétique en Biologie et Médecine (Marseille, France) et
vient s’ajouter au profil lipidique du lait maternel échantillonné au 18éme jour d’al-
laitement sur I'ensemble des femelles FO, F1 et F3. Le profil lipidique du lait a déja
été lancé et est en cours d’analyse. Cette étude permettra notamment d’expliquer si
les modifications du poids au sevrage des générations F1 a F4 sont dépendantes de
la qualité du lait. Une telle modification du profil lipidique du lait maternel avait
notamment été retrouvée par Altaminaro et al. (2015) a la suite d"une exposition au

BPA sur rongeur.

14.2 Neurodéveloppement

En parallele des images structurelles du cerveau, des images de diffusion ont été
acquises grace a la séquence IRM DTI-EPI 3D (TR/TE = 1000/22 msec, FOV = 20 x
16 x 29 mm?2, matrice = 96 x 76 x 140, taille voxel = 210 x 210 x 210 ym3, 24 directions
de diffusion utilisant un gradient de diffusion bipolaire et des b-valeurs de 0 a 1000
sec/mm?) sur une période d’acquisition de 57 min et 36 sec. Ces images vont nous
permettre de visualiser les connexions neuronales entre les différentes structures cé-
rébrales et donc de visualiser si des différences de neurodéveloppement sont obser-
vées entre les groupes. Ces données pourront peut étre permettre de comprendre
les modifications du comportement alimentaire observées pour les générations FO et
F1 mais aussi les modifications de 1’activité motrice pour la FO lors des tests com-
portementaux. Enfin, I’étude de la connectivité neuronale permettra de comprendre
plus finement si les différences structurelles observées pour la FO et F3 adultes pour-

raient potentiellement étre liées a des modifications des connexions neuronales. Ceci
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pourra nous amener a émettre des hypothéses concernant des modifications com-
portementales non explorées, notamment des modifications de la mémoire et de
I'intégration des informations somato-sensorielles. L'ensemble de ces analyses sont
en cours grace a I’aide du Docteur Isabelle Guillemain, d’Olivier Montigon et la pla-
teforme IRMaGe au laboratoire du GIN (Grenoble, France).

En plus de I’analyse des connexions neuronales, une analyse du stress oxydant
des hémispheres droits des rats (FO, F1, F3 agés de 3 ou 19 semaines) collectés lors
des dissections est en cours d’évaluation. Cette étude est composée d'un dosage des
thiols, du gluthation (GSH), de la GPx, des FRAP et des TBARS. Ces résultats per-
mettront d’apporter des informations complémentaires a 1’étude des impacts des PE
sur le neurodéveloppement et les modifications des structures observées par IRM.
L’ensemble de cette étude est possible grace a ’aide du Docteur Isabelle Hininger-
Favier et a Amel Achouri au LBFA (Grenoble, France).

L’ensemble des résultats menés sur le systeme neurologique n’a jamais été fait a
notre connaissance et est donc novateur dans la compréhension de I'impact des PE

sur le neurodéveloppement.

14.3 Systeme reproducteur

Une étude plus poussée sur les causes des problémes de fertilité observés est en
cours et menée par le Docteur Emeline Fontaine de I'TAB (Grenoble, France). Les épi-
didymes récoltés ont été sectionnés et le sperme est en cours d’analyse par comptage
du nombre total de spermatozoides. Egalement, une analyse des anomalies morpho-
logiques de la queue et de la téte est en cours d’évaluation. Pour compléter cette ana-
lyse, un marquage des coupes histologiques au PNA (pour “peanut agglutinin”) et au
DAPI (4,6-diamidino-2-phénylindole) est en cours d’analyse comme décrit par Fon-
taine et al. (2022). Le PNA permet un immunomarquage de la lectine, une protéine
de l’acrosome qui est une partie de la téte du spermatozoide entourant le noyau et
comprenant des enzymes protéolytiques qui ont pour role la traversée des couches
péri-ovocytaires. Le DAPI est un fluorochrome capable de lier les adénines et thy-
mines de I’ADN. Le marquage de ces deux parties permet une visualisation de 1'éti-

rement de I'acrosome et donc de la formation de la téte du spermatozoide au cours
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de la spermatogenese.

14.4 Perspectives générales

Plusieurs perspectives ont été définies autour des troubles observés sur les diffé-
rents systémes physiologiques et permettront une meilleure compréhension des at-

teintes de 'ensemble de ces systémes et des atteintes multi et transgénérationnelles.

14.4.1 Microbiote intestinal et PE

Un de ces indicateurs est le microbiote qui semble étre lié au métabolisme et au
fonctionnement cérébrale selon les dernieres études recensées par Romani-Pérez et
al. (2021). Les PE que sont le TCS et le MP jouent majoritairement un rdle d’antisep-
tique bactériostatique dans les produits du quotidien. Il semble donc nécessaire de
définir si cet effet peut impacter le microbiote intestinal et donc si cet impact pourrait
expliquer les différents troubles du comportement et du métabolisme observés pour
les générations FO et F1. Pour cela, les bactéries Gram+ et Gram- des intestins des
temelles (post-partum) et males (4gés de 19 semaines et 3 semaines) ont été collectées
le long de l'intestin gréle et séquencées. Une attention particuliére sera portée a la
présence ou non des souches Prevotella sp., Ruminococcus sp. et Bifidobacterium sp. qui
semblent jouer un role dans la modification de la satiété comme retrouvé dans la lit-
térature (Anastasovska et al., 2012 ; Frost et al., 2014 ; Zhao et al., 2019 ; Romani-Pérez
et al., 2021). L'extraction ainsi que le séquengage des données a été possible grace au
travail de Delphine Rioux, Christian Miquel et Clément Lionnet au LECA (Grenoble,

France). L'ensemble des résultats est en cours d’analyse.

14.4.2 Prolactine, métabolisme osseux et PE

Les modifications retrouvées notamment sur le comportement alimentaire, la
prise de poids au sevrage et la reproduction féminine ont permis de poser 1’hypo-
thése d"une modification de la sécrétion de prolactine. Il semble donc nécessaire de
doser cette hormone grace aux échantillons de sang collectés. Ce dosage ne sera
possible que sur les males car aucun suivi du cycle des femelles n’a été fait et des

modifications de la quantité de prolactine au cours du cycle menstruel peuvent étre



14.4. Perspectives générales 307

observées chez les rates (Ben-Jonathan et al., 2008). Le dosage est prévu prochaine-
ment sur le plasma des males adultes afin de définir si une modification de cette
hormone pourrait étre liée a une exposition aux PE. Ce dosage permettra de mieux
comprendre si les troubles du comportement et de la reproduction sont liés a cette
hormone (Bernard et al., 2019). De plus la prolactine semble jouer un role plus large
notamment au niveau pancréatique ot elle favoriserait le développement des cel-
lules B des ilots de Langerhans, la sensibilité a 1'insuline et jouerait également un
role dans le développement du tissu adipeux (Freeman et al., 2000; Ben-Jonathan et
al., 2008; Bernard et al., 2019; Lopez-Vicchi et al., 2020 ; Ceré et al., 2021).

Cette hormone jouerait également un réle au niveau du métabolisme osseux
mais dont le mécanisme précis est encore débattu (Bernard et al., 2019). Cette der-
niére piste est d’autant plus intéressante qu'une pousse anormale des incisives a été
observée pour la génération F3 du groupe LD chez les males dgés de 17 a 19 se-
maines. De telles manifestations peuvent étre observées sur les rongeurs, mais plus
souvent a un age avancé. Cette pousse a été extrémement rapide (1 a 2 jours) et re-
trouvée sur différentes portées. Afin de comprendre et d’investiguer I'impact des
PE sur le métabolisme osseux, il est prévu d’effectuer une analyse des cranes et des
dents récupérées lors des IRM grace a 1’aide d"une collaboration avec le Professeur
Sylvie Babajko et le Professeur Frédéric Lézot de I'Université Paris Cité (France). Les
impacts des PE et notamment du BPA semblent entrainer un retard de la minéralisa-
tion des os apres exposition de rats in utero a de tres fortes doses allant de 100 a 800
mg/kg/j selon Kim et al. (2001), effets non retrouvés par Pelch et al. (2012) sur des
souris jeunes exposées a 10 ng/kg/j. Cependant I'impact du BPA ou méme du TCS
et MP sur le métabolisme osseux reste encore peu étudié (World Health Organization,
2012; Agas et al., 2013). De maniere générale, 'impact des PE sur la prolactine reste
peu étudié in vivo, et de nombreux indicateurs semblent pointer vers une perturba-

tion de cette hormone dans le cas de notre étude.

14.4.3 Méthylome et PE

Enfin, afin de mieux comprendre les impacts multi et transgénérationnels des PE,
une analyse du méthylome par technique RRBS (pour “reduced representation bisul-

fite sequencing”) a été faite sur ’ADN du tissu hépatique des males, mais également
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au niveau du placenta collecté par césarienne sur les femelles des générations FO,
F1 et F3. Cette analyse a été possible grace au Docteur Florent Chuffart de 'IAB
(Grenoble, France) et la plateforme MGX (Montpellier, France). Ces données sont
en cours d’analyse. Elles permettront de comprendre si les modifications transcrip-
tionnelles observées au niveau hépatique sont liées a une modification de la méthy-
lation des différents promoteurs des genes retrouvés différentiellement transcrits.
Une attention plus particuliere sera faite autour des genes HSP90AA1, LPL, PRLR
et UBD. Du coté du placenta, I'analyse du méthylome permettra de comparer les
données des rates avec le méthylome placentaire des femmes de la cohorte EDEN
(Jedynak et al., 2021) et donc de savoir si les modifications épigénétiques observées
chez I'Homme pourraient également étre retrouvées chez un modéle rongeur pour

de mémes concentrations d’exposition aux PE.
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Conclusion

Cette these a permis d’étudier la toxicité des PE sur différents systemes physio-
logiques que sont le métabolisme énergétique, le systéme nerveux central ainsi que
la reproduction. Une étude aussi technique, abordant des thématiques aussi larges
et prenant en compte autant de problématiques que sont les doses environnemen-
tales, les effets cocktails et les impacts transgénérationnels n’a, a notre connaissance,
jamais été faite.

De manieére générale, nous observons que I'impact des PE sur I'organisme semble
dépendant de l'exposition, de 1’dge mais également de la dose. Comme le montre
cette thése, nos données semblent cohérentes avec la littérature scientifique, notam-
ment sur les questions d’effet-doses. Pourtant, I’effet-dose "non-monotone" a notam-
ment permis de classer les PE dans une catégorie séparée des autres molécules, de
par leur impact toxicologique différent. Les PE semblent cependant agir de la méme
maniere que les autres composés chimiques synthétiques ou naturels dont la toxi-
cité a été établie, comme le démontre notre revue exhaustive de la bibliographie et
I’analyse de nos résultats. Il est donc légitime de questionner la réelle nécessité d"une
toxicologie spécifique aux PE, qu’ils soient d’origine naturelle ou synthétique, ainsi
que 'utilité de classer toxicologiquement les PE dans une catégorie a part des autres
molécules.

Enfin, il reste important de noter que des effets multi et transgénérationnels ont
été observés, sans conséquences notables sur la santé du modéle rongeur. Notre
étude a été faite dans un environnement contrdlé dont le seul facteur stressant pour
I'organisme est 1’exposition aux polluants. Il serait donc intéressant d’ajouter des
facteurs de stress environnementaux pour visualiser si ces modifications multi et
transgénérationnelles pourraient étre des facteurs de risque dans le développement
de pathologies chroniques tel que le diabéte par exemple. Cependant, la toxicité
d’une substance est aujourd hui établie par test in vitro et in vivo a 1’aide de plusieurs
concentrations croissantes dans un environnement controlé. Cet apport de stress en-

vironnemental, par 1'ajout de parametres connus pour leurs impacts conséquents
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sur le développement de pathologies chroniques (tels qu'un régime gras, 1’'exposi-
tion a d’autres composés dont la toxicité a été prouvée, une augmentation des doses
ou bien la prise d’age), pose question quant a la "particularité” de la mesure de la
toxicité des PE, ou des autres composés non-PE, qu’ils soient d’origine synthétique
ou naturelle : la toxicologie doit-elle, au vu des connaissances scientifiques actuelles,
prendre en compte I'impact des facteurs de stress ou de risque dans les études toxi-

cologiques?
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Gene Nom du gene RT P-valeur
Abca8a ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 8a 1,35 3,50.107
Abcb1b ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), member 1B 067  1,00.10*
Abhd3 abhydrolase domain containing 3, phospholipase 042  5,00.10°
Acaalb acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 064 500107
Ackr3 atypical chemokine receptor 3 0555  4,00.10*
Acnatl acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 017  5,00.10°
Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 2,32 5,00.10°
Acotl acyl-CoA thioesterase 1 0,48 5,00.107°
Acsf2 acyl-CoA synthetase family member 2 1,54  5,00.10°
Acsl3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 0,65 2,50.10%
Ahr aryl hydrocarbon receptor 071  1,00.10*
Akrlb7 aldo-keto reductase family 1, member B7 3,43 1,00.10*
Aldhlal aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al 071  2,00.10*
Apoal apolipoprotein Al 1,50 6,50.10%
Apoc4 apolipoprotein C4 1,59  5,00.10°
Apof apolipoprotein F 2,77 5,00.10°
Apol3 apolipoprotein L, 3 0,70  1,00.10*
Asmtl acetylserotonin O-methyltransferase-like 1,40 6,50.10%
Atp2b2 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2 0,70  8,00.10*
Bhlhal5 basic helix-loop-helix family, member a15 0,44 5,00.10°°
Bmyc brain expressed myelocytomatosis oncogene 1,79  1,50.10*
Btg2 BTG anti-proliferation factor 2 0,67 5,00.10°°
Cadm4 cell adhesion molecule 4 1,78 5,00.107
Carl carbonic anhydrase 1 0,50 1,00.10%
Cd14 CD14 molecule 0,68 5,00.10°°
Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 0,44 5,00.10°°
Ceacam4 CEA cell adhesion molecule 4 inf 5,00.107°
Celal chymotrypsin like elastase 1 1,35 3,00.10*
Ces2e carboxylesterase 2E 1,52 1,50.10*
Cfap126 cilia and flagella associated protein 126 1,55 1,00.10%
Chrna2 cholinergic receptor nicotinic alpha 2 subunit 057  5,00.10°
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Cib2 calcium and integrin binding family member 2 0,24 5,00.10°
Cptlb carnitine palmitoyltransferase 1B 062 500107
Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,56 5,00.10°
Cxcll C-X-C motif chemokine ligand 1 0,18  5,00.10°
Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 044  2,00.10*
Cyp2d5 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 5 141 1,50.10*
Cyp3a23/3al - 0,07 500107
Cyp3a62 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 62 063  1,00.10*
Cyp4a8 cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 8 048  5,00.10°
Duoxal dual oxidase maturation factor 1 3,71 5,00.10°
Edeml ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein 1 0,72  250.10*
Ehhadh enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 068 35010
Ehmt2 euchromatic histone lysine methyltransferase 2 1,33 6,00.10%
Encl ectodermal-neural cortex 1 0,64 1,00.10*
Esrl estrogen receptor 1 0,58 5,00.10'5
Fads6 fatty acid desaturase 6 1,44 5,00.10°
Fam169b family with sequence similarity 169, member B 3,80 5,00.10°
Fance FA complementation group E 1,51 2,00.10'4
Fdxr ferredoxin reductase 1,41 2,50.10%
Ficd FIC domain protein adenylyltransferase 068  4,00.10*
Fkbp8 FKBP prolyl isomerase 8 1,37  4,00.10*
Foxa3 forkhead box A3 143 5,00.10°
Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 0,43 5,00.10°
Gbp5 guanylate binding protein 5 054 500107
Gdnf glial cell derived neurotrophic factor 4,75 5,00.10°
Glyatl2 glycine-N-acyltransferase-like 2 0,75 6,00.10%
Gnb2 G protein subunit beta 2 1,36 4,00.10*
Gpméa glycoprotein méa 061 500107
Gsta2 glutathione S-transferase alpha 2 0,44 5,00.10°
Hcen2 hyperpolarization activated cyclic nucleotide gated K Na channel 2 2,77 5,00.10°
Hebp2 heme binding protein 2 027 500107
Hist1h2bh - 072  1,00.10*
Hmgcsl 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 056  5,00.10°
Hnrnpc heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C 0,59  3,550.10*
Hpsl HPSI1, biogenesis of lysosomal organelles complex 3 subunit 1 148  7,50.10*
Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 021  5,00.10°
Hyi hydroxypyruvate isomerase 1,40  7,50.10*
Icam1 intercellular adhesion molecule 1 0,72 4,50.10*
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Igtbpl insulin-like growth factor binding protein 1 0,37 5,00.10°°
Inmt indolethylamine N-methyltransferase 1,54  500.10°
Insigl insulin induced gene 1 0,66 5,00.10°°
Irf7 interferon regulatory factor 7 066  500.10°
Irs2 insulin receptor substrate 2 0,63 5,00.10°°
Junb JunB proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 049  5,00.10°
Khk ketohexokinase 1,36 5,00.107
Krt10 keratin 10 2,09 2,00.10%
LOC100125598 metallothionein la pseudogene 1,76 5,00.107°
LOC100134871  beta globin minor gene 1,44 6,50.10%
LOC100910877  cytochrome P450 3A1-like 052  2,50.10%
LOC100911558  serine protease inhibitor Kazal-type 3-like 0,03 5,00.107°
LOC103689992 - 0,05  5,00.10°
LOC103690108  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 401  5,00.10°
LOC103692273  zinc finger protein 431-like 0,54 1,00.10%
LOC108348077 major urinary protein-like 0,53 5,00.107°
LOC108353237  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 2,53 1,00.10*
LOC298111 alpha2u globulin 1,58 5,00.107°
LOC305639 similar to heat shock protein 8 0,35 5,50.107
LOC688489 similar to alpha2u globulin 2,61 5,00.107°
LOC691153 - 320  5,00.10°
Lpl lipoprotein lipase 055  5,00.10°
Marco macrophage receptor with collagenous structure 046  5,00.10°
Marveld1 MARVEL domain containing 1 0,73 5,50.10%
Mcm10 minichromosome maintenance 10 replication initiation factor 2,35 5,00.10’5
Mdcl mediator of DNA damage checkpoint 1 1,68 6,50.10%
Mgmt O-6-methylguanine-DNA methyltransferase 0,70  2,00.10*
Mk1 Mk1 protein 072  5,00.10°
Mmd2 monocyte to macrophage differentiation-associated 2 3,19  5,00.10°
Mocos molybdenum cofactor sulfurase 056  5,00.10°
Mpnd MPN domain containing 1,34 7,50.10%
Mrpll mitochondrial ribosomal protein L1 0,28 2,50.10
Msrbl methionine sulfoxide reductase B1 2,19 5,00.10°
Mtl metallothionein 1 1,74  5,00.10°
Mt2A metallothionein 2A 146  500.10°
Mx2 MX dynamin like GTPase 2 0,64 2,50.107
Mybl1 MYB proto-oncogene like 1 046  500.10°

Nampt nicotinamide phosphoribosyltransferase 0,70 5,00.107°
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Ncehl neutral cholesterol ester hydrolase 1 0,68  1,50.10*
Neul neuraminidase 1 1,47  5,00.10°
Nfkbiz NFKB inhibitor zeta 070  5,50.10*
Nim1k NIM1 serine/threonine protein kinase 057  5,00.10°
Nqol NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 2,27 5,00.10°
Nr(0b2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 201  5,00.10°
Nudtll nudix hydrolase 11 0,04 5,00.10°
Nup210 nucleoporin 210 068  4,00.10*
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member 9 0,73  450.10*
Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 044  1,00.10*
Pex1la peroxisomal biogenesis factor 11 alpha 064 500107
Pfkfb1 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 064  1,00.10*
Plcel phospholipase C, epsilon 1 0,67  2,00.10*
Plxnb1 plexin B1 1,61  500.10°
Ppplrlda protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14A 1,54  1,00.10*
Ppplr3g protein phosphatase 1, regulatory subunit 3G 0,18 5,00.10°
Prlr prolactin receptor 2,18 5,00.10°
Ptms parathymosin 1,60 5,00.10°
Rasgeflb RasGEF domain family, member 1B 0,64 5,00.10°
Rcan2 regulator of calcineurin 2 1,54 5,00.10°
RGD1305733 - 024  5,00.10°
RGD1559960 similar to Sulfotransferase K1 (rfSULT1C2) 1,41 8,00.10%
RGD1561849 - 0,53  5,00.10°
RGD1562652 similar I histocompatibility antigen « chain - cotton-top tamarin 2,94 5,00.10°
RGD1566085 similar to pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase 062 500107
Rgsl6 regulator of G-protein signaling 16 0,22 5,00.10°
Rhob ras homolog family member B 0,58 5,00.10°
Rhou ras homolog family member U 0,70 5,00.10°
Rnf186 ring finger protein 186 2,17 5,00.10°
RT1-A1 RT1 class Ia, locus Al 303  500.10°
RT1-A2 RT1 class Ia, locus A2 1,56 5,00.10°
RT1-Bb RT1 class I, locus Bb 1,64  500.10°
RT1-CE10 RT1 class I, locus CE10 1,67  5,00.10°
RT1-CE2 RT1 class I, locus CE2 1,83 5,00.10°
RT1-CE7 RT1 class I, locus CE7 299 500107
RT1-P2-psl RT1 class I, locus P2, pseudogene 1 0,14 5,00.10°
Rtell regulator of telomere elongation helicase 1 1,71  5,00.10°
Rtn4 reticulon 4 0,67  500.10°
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Rtp4 receptor (chemosensory) transporter protein 4 0,74  7,50.10%
Sccpdh saccharopine dehydrogenase (putative) 11,96  4,00.10*
Scd stearoyl-CoA desaturase 1,51 5,00.10°°
Sds serine dehydratase 1,74  5,00.10°
Serpina6 serpin family A member 6 1,39 7,50.104
Serpinhl serpin family H member 1 061 500107
Sgkl serum/glucocorticoid regulated kinase 1 1,94  5,00.10°
Shf Src homology 2 domain containing F 1,50  5,00.10°
Slcl6all solute carrier family 16, member 11 1,94 5,00.10°°
Slc22al17 solute carrier family 22, member 17 1,41 5,50.10%
Slc26a8 solute carrier family 26 member 8 0,69 5,00.107°
Slc39a13 solute carrier family 39 member 13 1,70 1,00.10*
Slc41a3 solute carrier family 41, member 3 1,92 5,00.107
Slc43al solute carrier family 43 member 1 1,42 5,00.107°
Slc6ab solute carrier family 6 member 6 0,50 5,00.107°
Sox12 SRY-box transcription factor 12 2,33 6,00.10%
Spsb4 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 4 2,15 3,50.10*
Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 0,67 5,00.10°
Tceb2 - 141  5,00.10°
Tex36 testis expressed 36 052  1,00.10*
Tmem56 - 071  1,50.10*
Tp53inpl tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 0,58  5,00.10°
Tysndl trypsin like peroxisomal matrix peptidase 1 1,48  5,00.10°
Uap1l1l UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase 1 like 1 1,44  6,00.10*
Ubd ubiquitin D 28,50 5,00.10°
Ugt2a3 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A3 062 500107
Upp2 uridine phosphorylase 2 064  1,00.10*
Usp18 ubiquitin specific peptidase 18 066  1,00.10*
Vnnl vanin 1 072 35010
Vsigl0 V-set and immunoglobulin domain containing 10 0,49 5,00.107°
XAF1 XIAP associated factor 1 0,57 5,00.107°
Zbtb16 zinc finger and BTB domain containing 16 0,45 5,00.10°°
Zfp189 zinc finger protein 189 1,46  2,00.10*
Zfp36 zinc finger protein 36 0,74 7,50.104

Zfp771 zinc finger protein 771 151  5,00.10°
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Alcf APOBEC1 complementation factor 0,69 1,00.104
A2mll alpha-2-macroglobulin-like 1 063 150.10°
Aadat aminoadipate aminotransferase 0,69 5,00.10°
Abcab ATP binding cassette subfamily A member 6 075 195.10°
Abcb1b ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), member 1B 0,36 5,00.10°
Abccb ATP binding cassette subfamily C member 6 1,36 9,00.10*
Abcc9 ATP binding cassette subfamily C member 9 0,70 2,05.1073
Abcgb ATP binding cassette subfamily G member 5 1,51 5,00.10°
Abhd3 abhydrolase domain containing 3, phospholipase 0,19  5,00.10°
Acaalb acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 0,61 5,00.10°
Acacb acetyl-CoA carboxylase beta 1,49 5,00.10°
Ackr3 atypical chemokine receptor 3 0,52 3,00.10%
Acnatl acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 059 500107
Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 1,53 1,00.10*
Acot2 acyl-CoA thioesterase 2 0,72 6,00.10*
Acoxl1 acyl-CoA oxidase 1 0,70 3,50.10%
Acsl3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 064  6,00.10*
Acsl4 acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 0,71 5,50.10%
Acsm2a - 048  500.10°
Acss3 acyl-CoA synthetase short-chain family member 3 0,69  5,00.10°
Acy3 aminoacylase 3 1,69 5,00.10°
Adamts7 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 7 1,53 5,00.10°
Adcy10 adenylate cyclase 10 062 115103
Adh7 alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide 0,60 5,00.10°
Adoral adenosine Al receptor 0,64 1,75.10°3
Aigl androgen-induced 1 0,69 4,00.10%
Akap8l A-kinase anchoring protein 8 like 1,40  5,00.10*
Akrlcl aldo-keto reductase family 1, member C1 0,66 5,00.10°
Aldhlal aldehyde dehydrogenase 1 family, member A1l 070  4,50.10*
Alkbh2 alkB homolog 2, alpha-ketoglutarate-dependent dioxygenase 1,53 1,00.104
Als2 alsin Rho guanine nucleotide exchange factor ALS2 076  2,00.10°
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Amdhd2 amidohydrolase domain containing 2 1,51 3,50.10
Ammecrll AMMECRI1 like 075 1,75.10°
Angptl4 angiopoietin-like 4 0,66 5,00.107°
Aplgl adaptor related protein complex 1 subunit gamma 1 071  2,00.10*
Apba3 amyloid beta precursor protein binding family A member 3 1,42 4,00.10
Apoc2 apolipoprotein C2 1,49  1,50.10*
Apoc apolipoprotein C4 1,79  500.10°
Apof apolipoprotein F 298  5,00.10°
Apollla apolipoprotein L 11a 056  150.10%
Arfip2 ADP-ribosylation factor interacting protein 2 1,37  1,95.10°
Arhgap29 Rho GTPase activating protein 29 0,73  8,00.10*
Arhgap5 Rho GTPase activating protein 5 0,72 5,00.10%
Arhgef19 Rho guanine nucleotide exchange factor 19 1,37  1,25.10°
Arhgef3 Rho guanine nucleotide exchange factor 3 0,63 7.50.10%
Arl5b ADP-ribosylation factor like GTPase 5B 0,76 1,95.103
Asmtl acetylserotonin O-methyltransferase-like 1,38 1,85.107°
Aspdh aspartate dehydrogenase domain containing 1,33 1,70.10°
Aspg asparaginase 1,44 1,00.10'4
Atic inosine monophosphate synthase 070  1,20.10°3
Atl3 atlastin GTPase 3 0,69 5,00.10°
Atp2a2 ATPase sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca2+ transporting2 0,72 6,50.10™*
Atp2b2 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2 0,55 5,00.10°
Atp2cl ATPase secretory pathway Ca2+ transporting 1 075  1,60.10°
Atrn attractin 073  1,20.108
Atxnl ataxin 1 057 25010
Azinl antizyme inhibitor 1 0,69 5,00.10°°
B3galtl Beta-1,3-galactosyltransferase 1 0,67 5,00.107°
Banp Btg3 associated nuclear protein 056  6,00.10*
Bcl6 BCLS6, transcription repressor 1,79 5,00.107°
Bgn biglycan 074  850.10*
Bicdll BICD family like cargo adaptor 1 1,82 1,00.10*
Birc2 baculoviral IAP repeat-containing 2 0,70 3,00.10
Blocls1 biogenesis of lysosomal organelles complex-1, subunit 1 1,49  1,00.10*
Clgaltl core 1 $1,3-galactosyltransferase 1 0,74 7,00.104
Clqgtnf3 Clq and TNF related 3 235  5,00.10°
C5-2 - 061  500.10°
C7 complement C7 0,63  2,00.10*
Cabpl calcium binding protein 1 1,46 7,00.104
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Cabp2 calcium binding protein 2 1,34  1,70.103
Calcrl calcitonin receptor like receptor 070  2,50.10*
Carl carbonic anhydrase 1 0,42 5,00.10°
Cavl caveolin 1 056  1,00.10%
Cbx3 chromobox 3 0,63 1,55.103
Cbx6 chromobox 6 061  200.10%
Cedc120 coiled-coil domain containing 120 2,37 3,00.10%
Ccdc124 coiled-coil domain containing 124 1,37  1,25.108
Cengl cyclin G1 0,71  2,00.10*
Cdc42epl CDC42 effector protein 1 144  950.10*
Cdc73 cell division cycle 73 0,67 1,05.103
Cdh1 cadherin 1 1,36  1,00.10°
Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 0,48 5,00.10°
Celal chymotrypsin like elastase 1 1,43 5,00.10°
Cep350 centrosomal protein 350 0,72 1,20.103
Cers6b ceramide synthase 6 0,64 5,00.10°
Cfap126 cilia and flagella associated protein 126 1,67  5,00.10°
Cfap70 cilia and flagella associated protein 70 2,07 3,50.10%
Chmp4c charged multivesicular body protein 4C 063  750.10%
Chordcl cysteine and histidine rich domain containing 1 0,70 1,50.10*
Chpl calcineurin-like EF-hand protein 1 0,71 1,50.104
Chrna2 cholinergic receptor nicotinic alpha 2 subunit 0,43 5,00.10°
Cib2 calcium and integrin binding family member 2 028 500107
Clca5 chloride channel accessory 5 057 125103
Clefl cardiotrophin-like cytokine factor 1 1,85 1,90.10°3
Cldn1 claudin 1 0,70  5,00.10°
Cmtmé6 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 6 0,68 5,00.10°
Coll4al collagen type XIV alpha 1 chain 0,62 5,00.10°
Col5a2 collagen type V alpha 2 chain 0,66 1651073
Colecl0 collectin subfamily member 10 0,73 8,00.10%
Coxé6al cytochrome c oxidase subunit 6A1 1,38 1,00.10*
Cptlb carnitine palmitoyltransferase 1B 0,59 5,00.10°
Creb3I2 cAMP responsive element binding protein 3-like 2 072  1,75.10°
Crif2 cytokine receptor-like factor 2 1,53 1,25.103
Crot carnitine O-octanoyltransferase 059  5,00.10°
Cry2 cryptochrome circadian regulator 2 1,38 1,35.103
Csad cysteine sulfinic acid decarboxylase 064 20010
Csf2ra colony stimulating factor 2 receptor subunit alpha 1,50  1,15.103
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Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,34 5,00.10°°
Ctpsl CTP synthase 1 064 55010
Cxcll C-X-C motif chemokine ligand 1 0,25 5,00.107°
Cyfip2 cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 016  500.10°
Cypl7al cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1 0,70 4,50.10
Cyp2f4 cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 4 1,33 1,25.10°
Cyp3a23/3al - 0,07  5,00.10°
Cyp4al cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 1 070  4,00.10*
Cyp4a8 cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 8 044  5,00.10°
Cyp7bl cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 0,60 5,00.107°
Dab1l DAB adaptor protein 1 0,59 5,00.107°
Dbp D-box binding PAR bZIP transcription factor 1,93 5,00.10°
Dcxr dicarbonyl and L-xylulose reductase 1,35 1,60.103
Dennd1b DENN domain containing 1B 0,73 9,50.10%
Dennd5b DENN domain containing 5B 0,74 1,40.103
Dexi Dexi homolog 1,36 115108
Dhrsx dehydrogenase/reductase X-linked 1,42 8,00.10*
Dkcl dyskerin pseudouridine synthase 1 1,40 2,50.10%
Dmd dystrophin 074  1,65.10°
Dmtn dematin actin binding protein 1,95  5,00.10°
DmxI2 Dmx-like 2 0,68  2,50.10*
Dnajb9 Dna] heat shock protein family (Hsp40) member B9 0,62  5,00.10°
Dpysl2 dihydropyrimidinase-like 2 067  1,80.10°
Dtx1 deltex E3 ubiquitin ligase 1 0,10 3,50.10%
Duspl dual specificity phosphatase 1 1,97  5,00.10°
Edeml ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein 1 0,71 3,00.10%
Edem3 ER degradation enhancing alpha-mannosidase like protein 3 071  7,00.10*
Ednrb endothelin receptor type B 0,70 9,50.107
Egfr epidermal growth factor receptor 071  4,00.10*
Ehhadh enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 058  5,00.10°
Ehmt2 euchromatic histone lysine methyltransferase 2 1,34 1,75.103
Eifla eukaryotic translation initiation factor 1A 0,68 1,50.10%
Encl ectodermal-neural cortex 1 0,71 9,00.10*
Enpep glutamyl aminopeptidase 0,70 1,00.10%
Enpp4 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 4 061  2,00.10*
Esrl estrogen receptor 1 0,61 5,00.107°
Etnk2 ethanolamine kinase 2 1,56  5,00.10°
Fam173a - 1,38 2,05.108
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Fam193b family with sequence similarity 193, member B 1,62 5,00.10°
Fam98c family with sequence similarity 98, member C 1,73 1,00.10*
Fance FA complementation group E 1,66 5,00.10°
Fancm FA complementation group M 064  8,00.10™
Farsb phenylalanyl-tRNA synthetase subunit beta 0,72 9,00.10*
Fatl FAT atypical cadherin 1 0,70  5,00.10°
Fau FAU, ubiquitin like and ribosomal protein S30 fusion 1,33 1,20.103
Fdxl1l - 143 9,50.10*
Fdxr ferredoxin reductase 1,48 5,00.107°
Fgd4 FYVE, RhoGEF and PH domain containing 4 0,70 9,50.10
Ficed FIC domain protein adenylyltransferase 065 250.10*
Fkbp2 FKBP prolyl isomerase 2 1,39 2,00.10*
Fkbp8 FKBP prolyl isomerase 8 1,47  5,00.10°
Fktn fukutin 069  1,00.10%
Flywch2 FLYWCH family member 2 2,31 1,00.104
Fndc3b fibronectin type Il domain containing 3B 0,75 1,05.10
Fnip1 folliculin interacting protein 1 0,70  1,550.10*
Fnip2 folliculin interacting protein 2 0,75 1,30.10
Foxa3 forkhead box A3 146  5,00.107°
Foxn3 forkhead box N3 075 135103
Foxol forkhead box O1 070  1,90.10°
Frk fyn-related Src family tyrosine kinase 0,74 1,60.107
Fxyd1 FXYD domain-containing ion transport regulator 1 1,35  1,35.10°
Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 0,52 1,50.10%
Gadd45g growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 223 500107
Gbp2 guanylate binding protein 2 064  650.10*
Gbp5 guanylate binding protein 5 053  250.10*
Gda guanine deaminase 0,63 5,00.10°
Gimd1 GIMAP family P-loop NTPase domain containing 1 033 500107
Gltscr2 - 1,35  1,05.107
Gnb2 G protein subunit beta 2 1,38 5,00.10%
Gnmt glycine N-methyltransferase 1,42 1,00.104
Gpc3 glypican 3 050  4,50.10*
Gpmoéa glycoprotein méa 040  5,00.10°
Gsta2 glutathione S-transferase alpha 2 051  5,00.10°
Gucyla3 - 0,72 1,85.103
Hba-al hemoglobin alpha, adult chain 1 2,03 5,00.10°
Hbal - 1,89  5,00.10°
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Hba2 - 1,85  5,00.10°
Hbb hemoglobin subunit beta 1,92 5,00.10°
Hdgfrp3 - 019  5,00.10°
Hdhd3 haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 3 1,33 1,60.10°
Hes6 hes family bHLH transcription factor 6 1,62 5,00.107°
Hegf hepatocyte growth factor 054  500.10°
Hipk2 homeodomain interacting protein kinase 2 0,66 1,00.10%
Hmg20b high mobility group 20 B 1,36  2,05.10°
Hmger 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 072  7,50.10*
Hmgcsl 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 065  500.10°
Hsdl2 hydroxysteroid dehydrogenase like 2 074  1,85.10°
Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 012  5,00.10°
Hspal3 heat shock protein family A (Hsp70) member 13 073  1,95.10°
Hsphl heat shock protein family H (Hsp110) member 1 0,65 5,00.10°
Hyi hydroxypyruvate isomerase 1,53 5,00.10°
Idi1 isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1 0,61 1,20.10°
Ter2 immediate early response 2 1,83 5,00.10'5
Iffol intermediate filament family orphan 1 1,42 1,05.10°
Igfbpl insulin-like growth factor binding protein 1 050  5,00.10°
Igtbp2 insulin-like growth factor binding protein 2 1,65 1,00.10*
Igfbp3 insulin-like growth factor binding protein 3 0,70  5,00.10°
Thh Indian hedgehog signaling molecule 1,54 1,95.10°
I13ra interleukin 3 receptor subunit alpha 1,60 1,95.103
Il6st interleukin 6 signal transducer 0,66 5,00.10°
Inafm1 InaF-motif containing 1 1,60 3,00.107
Inf2 inverted formin 2 0,68  1,05.10°
Inmt indolethylamine N-methyltransferase 1,92 5,00.107°
Inpp5b inositol polyphosphate-5-phosphatase B 057  3,50.10%
Irsl insulin receptor substrate 1 0,67 5,00.107°
Irs2 insulin receptor substrate 2 0,59 5,00.107°
Irs3 insulin receptor substrate 3 1,64 1,30.103
Itgav integrin subunit alpha V 0,73 9,50.107
Itprl inositol 1,4,5-trisphosphate receptor, type 1 067  1,00.10*
Junb JunB proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 0,62  5,00.10°
Kank2 KN motif and ankyrin repeat domains 2 1,42 3,00.10*
Khk ketohexokinase 1,39 4,00.10
Kifc2 kinesin family member C2 1,95  5,00.10°
Kifc3 kinesin family member C3 1,55 9,50.107
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Klc4 kinesin light chain 4 1,33 1,90.103
Lamb1 laminin subunit beta 1 065 135107
Larp4 La ribonucleoprotein 4 0,62 5,00.10°
Lenl2 lipocalin 12 1,54  1,50.10*
Lifr LIF receptor subunit alpha 059  5,00.10°
Lilrb3 leukocyte immunoglobulin like receptor B3 063 500107
Lims2 LIM zinc finger domain containing 2 1,49 1,00.104
Llgl2 LLGL scribble cell polarity complex component 2 1,36  7,50.10*
LOC100364500 RT1 class I, locus CE11-like 1,94 1,50.103
LOC100909561 nuclease-sensitive element-binding protein 1-like 271 125.10°
LOC100910385 peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1-like 064 500107
LOC100910877  cytochrome P450 3A1-like 026  5,00.10°
LOC100911558  serine protease inhibitor Kazal-type 3-like 0,06  1,50.10*
LOC100911847  40S ribosomal protein S14-like 1,38 6,00.10%
LOC102553917  putative zinc finger protein 724-like 055 500107
LOC102554194  zinc finger protein 709-like 0,61 1,95.103
LOC102554977  complement factor H-related protein 1-like 0,61 5,00.10°
LOC102555634 interferon-inducible GTPase 1-like 0,64 1,00.10*
LOC103690108  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 290 500107
LOC103692273  zinc finger protein 431-like 0,37 5,00.10°
LOC103694328 alanine and glycine-rich protein-like 0,74  1,05.10°
LOC108348077 major urinary protein-like 0,59 5,00.10°
LOC108349760  dentin sialophosphoprotein-like 046  5,00.10°
LOC305639 similar to heat shock protein 8 033  2,00.10*
LOC366355 similar to L-lactate dehydrogenase A chain 1,79 3,00.10%
LOC501038 Ab2-060 052 500107
LOC501116 similar to Eif4g2 protein 0,62 3,00.10%
LOC680875 similar to dystonin isoform 1 1,32 2,00.103
LOC685067 similar to guanylate binding protein family, member 6 047  5,00.10°
LOC688530 similar to esterase D/formylglutathione hydrolase 2,17 500107
LOC688655 similar to heat shock protein 8 0,69 1,00.10°3
Lpl lipoprotein lipase 0,38 5,00.10°
Lrba LPS responsive beige-like anchor protein 074  2,50.10*
Lrgl leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1 1,56 5,00.10°
Lrp6 LDL receptor related protein 6 061  6,00.10*
Lrrc58 leucine rich repeat containing 58 0,64 8,00.10*
Ltbp1 latent transforming growth factor beta binding protein 1 060  1,00.10*
Lzts2 leucine zipper tumor suppressor 2 1,62 7,00.10'4
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Mapk14 mitogen activated protein kinase 14 0,74  9,50.10*
Marchf6 membrane associated ring-CH-type finger 6 072  5,00.10*
Marveldl MARVEL domain containing 1 0,74 1,30.103
Mdk midkine 2,65  6,00.10%
Mfsd8 major facilitator superfamily domain containing 8 0,70 1,00.103
Mgat2 mannoside acetylglucosaminyltransferase 2 073  750.10*
MGC105567 similar to cDNA sequence BC023105 0,45 5,00.107°
Mib1 MIB E3 ubiquitin protein ligase 1 069 85010
Mk1 Mk1 protein 075  1,55.103
Mmd2 monocyte to macrophage differentiation-associated 2 1,85 2,50.10%
Mme membrane metallo-endopeptidase 0,49 5,00.107°
Mocos molybdenum cofactor sulfurase 0,58 5,00.10°
Mpegl macrophage expressed 1 0,72 5,00.10*
Mpnd MPN domain containing 1,38 1,50.10*
Mpp1l membrane palmitoylated protein 1 1,43 5,00.10°
Mrpll mitochondrial ribosomal protein L1 0,13 1,50.10*
Mrpl14 mitochondrial ribosomal protein L14 1,46 5,00.107°
Msmol methylsterol monooxygenase 1 0,73 1,75.107
Mitl metallothionein 1 1,43 2,50.107
Mthfr methylenetetrahydrofolate reductase 059  5,00.10°
Mybll MYB proto-oncogene like 1 056  5,00.10°
Mybl2 MYB proto-oncogene like 2 047  6,00.10*
Myhl14 myosin heavy chain 14 1,58  7,50.104
Myh9 myosin, heavy chain 9 0,58 2,00.10°3
Nampt nicotinamide phosphoribosyltransferase 056  5,00.10°
Nbn nibrin 073  450.10%
Ndufb10 NADH :ubiquinone oxidoreductase subunit B10 1,32 1,35.103
Ndufb8 NADH :ubiquinone oxidoreductase subunit B8 1,32 2,00.10°3
Nfkbiz NFKB inhibitor zeta 0,66  1,50.10*
Nid1 nidogen 1 069 15010
Nim1lk NIM1 serine/threonine protein kinase 0,66 5,00.107°
Ninj1 ninjurin 1 1,37 3,00.10*
Nipal2 NIPA-like domain containing 2 0,49 5,00.107°
Nqol NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 1,83 5,00.10°
Nr(0b2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 257 5,00.10°
Nr1h4 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4 0,73 3,00.10
Nr2c2 nuclear receptor subfamily 2, group C, member 2 064 25010
Nr4al nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 416 5,00.107°
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Nrep neuronal regeneration related protein 0,66 1,55.103
Nrgl neuregulin 1 039 1,65.10°
Nrp2 neuropilin 2 0,43 5,00.10°
Nudt14 nudix hydrolase 14 147  8,00.10*
Oaf out at first homolog 1,34 1,45.103
Ocell occludin/ELL domain containing 1 1,51  1,50.10*
Onecut2 one cut homeobox 2 071  5,00.10°
Orail ORAI calcium release-activated calcium modulator 1 1,39  1,35.103
Osbpl7 oxysterol binding protein-like 7 1,73 1,00.10*
P4hal prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 1 066  2,00.10*
Papssl 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulfate synthase 1 059  450.10*
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member 9 061 500107
Parp14 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 14 0,69 500107
Pcdhi8 protocadherin 18 059  5,00.10°
Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 052 500107
Pcsk5 proprotein convertase subtilisin/kexin type 5 0,64 6,00.10%
Pdgfra platelet derived growth factor receptor alpha 0,67  2,00.10*
Pdk4 pyruvate dehydrogenase kinase 4 0,55 5,00.10°
Per2 period circadian regulator 2 1,46 1,70.103
Pex16 peroxisomal biogenesis factor 16 1,34 1,75.103
Ptkfb1 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 056  5,00.10°
Pgpepl pyroglutamyl-peptidase I 075  1,60.10°
Phfl PHD finger protein 1 1,42 4,00.10*
Phf19 PHD finger protein 19 1,64 2,50.10%
Phldb3 pleckstrin homology-like domain, family B, member 3 1,60 1,25.10°3
Pign phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class N 0,72 1,60.1073
Pld6 phospholipase D family, member 6 2,00  4,00.10*
Polrmt RNA polymerase mitochondrial 1,42 4,00.10%
Ppplrléa protein phosphatase 1, regulatory subunit 16A 1,44  1,50.10*
Ppplr3g protein phosphatase 1, regulatory subunit 3G 0,27 5,00.10°
Ppp2r2b protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 039 500107
Prelid2 PRELI domain containing 2 0,69 4,00.104
Prkaa2 protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 2 073  4,50.10*
Prir prolactin receptor 0,59 5,00.10°
Prnp prion protein 045  5,00.10°
Prodh2 proline dehydrogenase 2 1,34 1,05.103
Prpf40b pre-mRNA processing factor 40 homolog B 1,40 2,00.103
Prps2 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2 071  1,75.103
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Prrg4 proline rich and Gla domain 4 0,57 5,00.10°°
Prss36 serine protease 36 1,85  1,50.10*
Psd3 pleckstrin and Sec7 domain containing 3 0,75  1,55.103
Pten phosphatase and tensin homolog 075  2,05.10°
Ptgfr prostaglandin F receptor 0,68 5,50.107
Ptgis prostaglandin I2 synthase 050  850.10*
Ptms parathymosin 1,70  5,00.10°
Ptprh protein tyrosine phosphatase, receptor type, H 2,79 5,00.10°
Rab30 RAB30, member RAS oncogene family 056  5,00.10°
Rasd1 ras related dexamethasone induced 1 1,74 2,00.10%
Rasgeflb RasGEF domain family, member 1B 0,57 5,00.107°
Rb1l RB transcriptional corepressor 1 0,57 2,00.10%
Rcan2 regulator of calcineurin 2 0,66 1,50.10%
Reln reelin 070  2,00.10%
Reps2 RALBP1 associated Eps domain containing 2 0,70  2,00.10*
RGD1305347 similar to RIKEN cDNA 2610528]J11 1,40  6,00.10*
RGD1305938 similar to expressed sequence AW549877 0,72 1,45.103
RGD1307603 similar to hypothetical protein MGC37914 1,39 9,00.10%
RGD1309079 - 0,72  6,50.10*
RGD1309621 - 073  1,10.103
RGD1309821 - 0,71  2,00.10*
RGD1560242 similar to RIKEN cDNA 1700028P14 inf 5,00.10°
RGD1561849 - 051  5,00.10°
RGD1563091 - 064 115103
RGD1563941 similar to hypothetical protein FLJ20010 1,46  1,50.10*
RGD1564131 similar to solute carrier family 25, member 5 1,65 1,15.103
RGD1564804 similar to chromosome 1 open reading frame 50 1,37 6,50.10%
RGD1566085 similar to pyridoxal (pyridoxine, vitamin B6) kinase 0,56 5,00.10°°
Rgs16 regulator of G-protein signaling 16 0,14  5,00.10°
Rnd2 Rho family GTPase 2 143 500.10°
Rnf144b ring finger protein 144B 074  4,50.10™
Rnf19a ring finger protein 19A, RBR E3 ubiquitin protein ligase 0,76 1,95.103
Rpl18a ribosomal protein L18A 1,39  2,00.10*
RT1-A1 RT1 class Ia, locus Al 1,94  5,00.10°
RT1-CE10 RT1 class I, locus CE10 1,38 1,05.10°3
RT1-CE7 RT1 class I, locus CE7 1,53 6,00.104
RT1-N2 RT1 class Ib, locus N2 499  5,00.10°
RT1-N3 RT1 class Ib, locus N3 1,94  5,00.10°
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RT1-P2-psl RT1 class I, locus P2, pseudogene 1 0,46 4,50.10%
Rtell regulator of telomere elongation helicase 1 1,75  5,00.10°
Rin4 reticulon 4 0,60 5,00.10°
Rtn4ipl reticulon 4 interacting protein 1 068  1,30.10°
Rusc2 RUN and SH3 domain containing 2 1,47 5,00.10°
Rybp RING1 and YY1 binding protein 074  1,80.10°
Sarml sterile alpha and TIR motif containing 1 0,52 2,50.10%
Scrn2 secernin 2 1,38 9,50.10*
Sds serine dehydratase 1,99 5,00.107°
Sdsl serine dehydratase-like 1,45 9,00.10*
Sec23b Sec23 homolog B, COPII coat complex component 0,75 1,70.103
Sec24a SEC24 homolog A, COPII coat complex component 0,73 6,50.10
Seli - 075 1,25.10°
Sema3d semaphorin 3D 0,60 6,00.10*
Sf3b5 splicing factor 3b, subunit 5 1,38 5,00.10*
Sirt7 sirtuin 7 1,44  6,00.10*
Slc12al solute carrier family 12 member 1 0,44 5,00.10°
Slcl6all solute carrier family 16, member 11 1,69 5,00.10°
Slc17al solute carrier family 17 member 1 0,72 3,00.10%
Slc25a10 solute carrier family 25 member 10 1,45 1,00.10*
Slc25a48 solute carrier family 25, member 48 1,47 3,00.10*
Slc2al2 solute carrier family 2 member 12 0,45 5,00.10°
Slc39a3 solute carrier family 39 member 3 1,37 1,65.103
Sle39a5 solute carrier family 39 member 5 1,53  1,80.103
Slc4ad solute carrier family 4 member 4 0,71 1,50.10%
Slc9a7 solute carrier family 9 member A7 0,33 5,00.10°
Smdtl single-pass membrane protein with aspartate-rich tail 1 1,33 1,15.10°
Snrnp70 small nuclear ribonucleoprotein U1 subunit 70 1,50 5,00.10°
Sorbs3 sorbin and SH3 domain containing 3 1,51 3,00.10%
Sp3 Sp3 transcription factor 0,67  2,00.10*
Spcs3 signal peptidase complex subunit 3 074  1,70.10°°
Sptbn1 spectrin, beta, non-erythrocytic 1 0,75 1,35.103
Sqle squalene epoxidase 058  5,00.10°
Srebfl sterol regulatory element binding transcription factor 1 1,63 5,00.10°
St3gall ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1 070  1,50.10*
St3gal5 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5 0,65 2,00.10*
St8sial ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1 029  5,00.10°
Stat3 signal transducer and activator of transcription 3 0,73  6,00.10*
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Steap4 STEAP4 metalloreductase 0,71 5,00.10°°
Suco SUN domain containing ossification factor 0,69 5,00.107°
Synm synemin 068  5,00.10*
Tbck TBC1 domain containing kinase 068 55010
Tepl1ll t-complex 11 like 1 060  500.10°
Tead1l TEA domain transcription factor 1 0,68 5,00.107°
Tle2 TLE family member 2, transcriptional corepressor 1,51 5,00.107
Tmed3 transmembrane p24 trafficking protein 3 051  500.10°
Tmed5 transmembrane p24 trafficking protein 5 074  1,40.10°3
Tmem106b transmembrane protein 106B 0,74 1,15.10°
Tmem144 transmembrane protein 144 0,73 1,50.103
Tmem160 transmembrane protein 160 1,43 4,00.10'4
Tmem30b transmembrane protein 30B 0,68 1,95.103
Tmem38b transmembrane protein 38B 0,72 1,50.10*
Tnfrsf11b TNF receptor superfamily member 11B 054  5,00.10°
Tnpol transportin 1 0,73 4,00.10%
Tommé6 translocase of outer mitochondrial membrane 6 1,37 6,00.10
Tp53i13 tumor protein p53 inducible protein 13 1,48 2,00.10%
Tp53inpl tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 061  1,50.10*
Tpcn2 two pore segment channel 2 1,39 450.10%
Trappc6a trafficking protein particle complex 6A 1,45  1,50.10*
Trhde thyrotropin-releasing hormone degrading enzyme 0,71 6,50.10%
Trip6 thyroid hormone receptor interactor 6 1,83 5,00.10°
Tsc22d1 TSC22 domain family, member 1 1,54 5,00.10°
Tstd1 thiosulfate sulfurtransferase like domain containing 1 1,38 1,15.103
Tysnd1 trypsin like peroxisomal matrix peptidase 1 1,33 2,05.10°3
Ubd ubiquitin D 3748 5,00.10°
Ubxnl UBX domain protein 1 1,33 1,50.103
Uggtl UDP-glucose glycoprotein glucosyltransferase 1 073  8,00.10*
Ugt2a3 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A3 063 500107
Unchd unc-5 netrin receptor D 0,49 5,00.10’5
Uqer10 ubiquinol-cytochrome c reductase, complex III subunit X 1,30 2,00.10°
Usel unconventional SNARE in the ER 1 1,34 1,65.10°
Usp2 ubiquitin specific peptidase 2 1,49 1,90.10°
Usp25 ubiquitin specific peptidase 25 069  6,00.10*
UST4r integral membrane transport protein UST4r 0,64 5,00.107°
Vpsl3a vacuolar protein sorting 13 homolog A 071  250.10*
Vpsl13c vacuolar protein sorting 13 homolog C 0,73  5,50.10*
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Vsigl0 V-set and immunoglobulin domain containing 10 0,42 5,00.10°
Widc2 WAP four-disulfide core domain 2 1,49  5,00.10°
XAF1 XIAP associated factor 1 062  6,00.10%
Xk X-linked Kx blood group 069 1,10.10°
Xrecl X-ray repair cross complementing 1 1,71 5,00.10'5
Zbtb16 zinc finger and BTB domain containing 16 064  950.10™
Zbtb22 zinc finger and BTB domain containing 22 1,40 1,75.103
Zdhhc23 zinc finger DHHC-type palmitoyltransferase 23 074 115103
Zfp46 zinc finger protein 46 0,70  550.10*
Zfp503 zinc finger protein 503 058  3,00.10*
Zfp513 zinc finger protein 513 1,51  5,00.10°
Zfp771 zinc finger protein 771 1,69 5,00.10°
Zhx3 zinc fingers and homeoboxes 3 0,72 4,00.10*
Zmat3 zinc finger, matrin type 3 0,67 1,15.10'3
Zygllb zyg-11 family member B, cell cycle regulator 0,74  1,40.103
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A2mll alpha-2-macroglobulin-like 1 1,89 5,00.10°
Aass aminoadipate-semialdehyde synthase 1,35  3,50.10*
Abca8a ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 8a 1,57 5,00.10°
Abcgb ATP binding cassette subfamily G member 5 074  550.10*
Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 063  1,00.10*
Acaalb acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 0,70  5,00.10°
Acad9 acyl-CoA dehydrogenase family, member 9 1,31 550.10*
Acnatl acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 0,71 2,00.10*
Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 1,60  5,00.10°
Acotb acyl-CoA thioesterase 5 1,35 7,00.107
Acta2 actin alpha 2, smooth muscle 2,20 3,50.10%
Adh4 alcohol dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide 1,58 5,00.10°
Agxt2 alanine-glyoxylate aminotransferase 2 1,63  5,00.10°
Ahr aryl hydrocarbon receptor 1,62 5,00.10°
Ajuba ajuba LIM protein 0,66  3,00.10*
Akap2 A-kinase anchoring protein 2 1,42 5,00.10°
Akap8l A-kinase anchoring protein 8 like 1,30  1,00.10°
Akrlb7 aldo-keto reductase family 1, member B7 13,93 1,50.10*
Akrlcl aldo-keto reductase family 1, member C1 1,34 7 50.104
Ammecrll AMMECRT like 0,67  500.10°
Apol3 apolipoprotein L, 3 0,75  8,00.10*
Ar androgen receptor 0,52 1,50.104
Arhgap29 Rho GTPase activating protein 29 071  5,00.10°
Atf3 activating transcription factor 3 058  6,00.10*
Atplbl ATPase Na+/K+ transporting subunit beta 1 1,42 5,00.10°
Atp5fl - 038 25010
B3gnt2 UDP-GIcNACc :betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2 071  1,00.10*
Bclb BCLS6, transcription repressor 7,43 5,00.10°
Beol beta-carotene oxygenase 1 027  5,00.10°
Bhlhe40 basic helix-loop-helix family, member e40 0,49 5,00.10°
Birc2 baculoviral IAP repeat-containing 2 072  1,00.10*
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Btbd11 BTB domain containing 11 0,72 1,50.10%
Btg2 BTG anti-proliferation factor 2 0,67  500.10°
Clqgtnf3 Clq and TNF related 3 2,10 5,00.107°
C6 complement C6 1,61  500.10°
Carl carbonic anhydrase 1 0,53 2,50.107
Cav2 caveolin 2 0,69 500105
Cenf cyclin F 052  500.10°
Cd274 CD274 molecule 060  1,50.10*
Cd3001f Cd300 molecule-like family member F 1,60 5,00.107°
Cd36 CD36 molecule 1,45 3,50.10%
Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 0,52 5,00.107°
Cebpb CCAAT /enhancer binding protein beta 0,66 5,00.10°
Ces2 carboxylesterase 2 3,56 5,00.107°
Cfap126 cilia and flagella associated protein 126 1,42 5,50.10%
Chacl ChaC glutathione-specific gamma-glutamylcyclotransferase 1 051  5,00.10°
Chrna2 cholinergic receptor nicotinic alpha 2 subunit 0,56 5,00.10°
Cish cytokine inducible SH2-containing protein 031  5,00.10°
Clk1 CDC-like kinase 1 1,32 3,50.10*
Clstn1l calsyntenin 1 1,48  1,50.10*
Clybl citramalyl-CoA lyase 1,92  5,00.10%
Cpeb2 cytoplasmic polyadenylation element binding protein 2 1,66  5,00.10°
Cryll crystallin, lambda 1 072  1,50.10*
Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,65 3,00.10
Ctcfl CCCTC-binding factor like 0,41 1,50.10%
Cyfip2 cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 1,67  8,50.10*
Cyp2b2 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 2 0,48 5,00.107°
Cyp2c12 cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 12 2,17 5,00.10°
Cyp2ul cytochrome P450, family 2, subfamily u, polypeptide 1 0,55 5,00.10°°
Cyp3a23/3al - 0,06  5,00.10°
Cyp7al cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 1,99 5,00.107°
Dockl1 dedicator of cytokinesis 11 0,53 5,00.107°
Dpp6 dipeptidyl peptidase like 6 052  1,00.10*
Dstnl1 destrin-like 1 2,13 5,00.10°
Duspl dual specificity phosphatase 1 043  5,00.10°
Dusp4 dual specificity phosphatase 4 021  7,00.10*
Efna5 ephrin A5 1,60  6,00.10*
Egrl early growth response 1 1,68  500.10°
Eif4ebp3 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 3 1,42 2,00.107
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Ell elongation factor for RNA polymerase II 0,74 3,50.10%
Errfil ERBB receptor feedback inhibitor 1 064 45010
Esrl estrogen receptor 1 1,35 8,00.10*
Etnppl ethanolamine-phosphate phospho-lyase 1,58  5,00.10°
Fam89a family with sequence similarity 89, member A 0,65 5,00.10°
Foxal forkhead box A1l 072  3,00.10%
Foxa2 forkhead box A2 0,66  500.10°
Foxo3 forkhead box O3 0,60 50010
Frmd4b FERM domain containing 4B 1,54 5,00.10°
Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 061  5,00.10°
Gadd45g growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 065 500107
Gck glucokinase 043  5,00.10°
Gdnf glial cell derived neurotrophic factor 5,64 5,00.10°
Gne glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase 1,40  5,00.10°
Gpmoéa glycoprotein méa 063 500107
Grem?2 gremlin 2, DAN family BMP antagonist 0,60 5,00.10°
Grpel2 GrpE-like 2, mitochondrial 1,43 8,50.10%
Gstm4 glutathione S-transferase mu 4 1,39 5,00.10°
Hdc histidine decarboxylase 0,66 7.50.104
Hebp2 heme binding protein 2 0,31 5,00.10°
Helz2 helicase with zinc finger 2 0,64 5,00.10°
Hhex hematopoietically expressed homeobox 057  5,00.10°
Histlhlc - 071  4,00.10*
Hmgnl high mobility group nucleosome binding domain 1 0,56 5,00.10°
Homerl homer scaffold protein 1 1,46 5,00.10°
Hrasls - 151 3,50.10%
Hsd17b2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 064 500107
Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 0,62  7,00.10%
Ter2 immediate early response 2 0,69 5,00.10°
Ifitm3 interferon induced transmembrane protein 3 1,49 5,00.10°
Igtbp2 insulin-like growth factor binding protein 2 1,43 5,50.10*
1133 interleukin 33 1,38 5,00.10°
n7 interleukin 7 053  2,00.10*
Irf2bpl interferon regulatory factor 2 binding protein-like 0,72 2,50.10%
Jun Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 059  5,00.10°
Jund JunD proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit 0,75  3,50.10*
Kenk5 potassium two pore domain channel subfamily K member 5 140  6,00.10*
KI1f9 Kruppel-like factor 9 062  5,00.10°
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K1h125 kelch-like family member 25 0,69  5,00.10°
L3hypdh trans-L-3-hydroxyproline dehydratase 1,46  850.10*
LOC100134871 beta globin minor gene 1,73 5,00.107°
LOC100362027  ribosomal protein L30-like 027  500.10°
LOC100362104 mitochondrial ribosomal protein L30 inf 5,00.107°
LOC100910877  cytochrome P450 3A1-like 0,16 5,00.10°°
LOC102553917  putative zinc finger protein 724-like 0,54 5,00.107°
LOC102554194  zinc finger protein 709-like 0,54 1,50.10*
LOC102555634 interferon-inducible GTPase 1-like 1,84 5,00.107°
LOC102555850  60S ribosomal protein L10-like 0,63 5,00.10°
LOC103689983 hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase Ainf  5,00.10°
LOC103690095 protein TFG-like inf 5,00.10
LOC103690099  proteasome subunit beta type-8-like inf 5,00.10"°
LOC103690108  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 1,32 6,00.10%
LOC103694328 alanine and glycine-rich protein-like 074  1,50.10™
LOC108349217  60S ribosomal protein L19 pseudogene 2,03 5,50.10%
LOC108353237  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 058  1,50.10*
LOC298111 alpha2u globulin 30,34 5,00.10°
LOC307495 similar to biliverdin reductase B (flavin reductase (NADPH)) 0,56  5,00.10°
LOC367746 similar to Spindlin-like protein 2 (SPIN-2) 0,04 5,00.10°
LOC500300 - 1,52 5,00.10°
LOC680200 similar to zinc finger protein 455 054  5,00.10°
LOC685067 similar to guanylate binding protein family, member 6 054  5,00.10°
LOC688489 similar to alpha2u globulin 8,12 5,00.10°
LOC688530 similar to esterase D/formylglutathione hydrolase 2,19 5,00.10°
LOC691170 similar to zinc finger protein 84 (HPF2) 1,35  3,50.10*
Mab2113 mab-21 like 3 0,72 4,00.10*
Mad2l1bp MAD2L1 binding protein 0,67 2,50.10%
Mafb MAF bZIP transcription factor B 0,57 5,00.107°
Mme membrane metallo-endopeptidase 0,63  5,00.10°
Mocos molybdenum cofactor sulfurase 0,51 5,00.107°
MpzI2 myelin protein zero-like 2 0,63 5,50.107
Msln mesothelin 049  500.10°
Msrb1 methionine sulfoxide reductase B1 1,71 5,00.10°°
Mstlr macrophage stimulating 1 receptor 037  500.10°
Myh14 myosin heavy chain 14 3,90 5,00.107°
Nedd9 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 0,56  5,00.10°
Netl neuroepithelial cell transforming 1 0,72 5,00.107°
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Nim1lk NIM1 serine/threonine protein kinase 0,67 5,00.10°
Nr0b2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 1,70  5,00.10°
Nudt12 nudix hydrolase 12 1,32 8,00.10*
Nudt19 nudix hydrolase 19 071  1,50.10*
OIr59 olfactory receptor 59 0,73  7,00.10*
Pcdhi8 protocadherin 18 1,39 9,00.10*
Pdedb phosphodiesterase 4B 1,53 1,00.104
Pdiab protein disulfide isomerase family A, member 5 1,32 7,50.10*
Pdzrn3 PDZ domain containing RING finger 3 0,72 1,00.104
Pex5 peroxisomal biogenesis factor 5 066 85010
Pppl1r10 protein phosphatase 1, regulatory subunit 10 072 250.10*
Ppp2ca protein phosphatase 2 catalytic subunit alpha 1,52 3,00.10*
Pricklel prickle planar cell polarity protein 1 1,83  5,00.10°
Prkab1 protein kinase AMP-activated non-catalytic subunit beta 1 071  5,00.10°
Prlr prolactin receptor 1,88 5,00.10'5
Prph peripherin 052  9,50.10*
Ptgfr prostaglandin F receptor 1,45  3,00.10*
Ptgrl prostaglandin reductase 1 1,58 5,00.10°
Rad5412 RAD54 like 2 046  5,00.10°
Raphl Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1 1,32 5,00.10*
Rcanl regulator of calcineurin 1 0,55 5,00.10°
Rdh16 retinol dehydrogenase 16 0,71 1,00.104
RGD1305733 - 051  5,00.10°
RGD1307603 similar to hypothetical protein MGC37914 1,42 5,00.10°
RGD1309621 - 069 500107
RGD1309821 - 0,76  8,00.10*
RGD1310209 - 063 500107
RGD1561849 - 0,61  500.10°
Rgs16 regulator of G-protein signaling 16 290 500107
Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 0,55 5,00.10°
Rhob ras homolog family member B 0,74 7 50.104
Rhpn2 rhophilin, Rho GTPase binding protein 2 1,52 1,50.104
Rin2 Ras and Rab interactor 2 1,58  5,00.10°
Rnf186 ring finger protein 186 1,97 2,50.10%
Rpl101 ribosomal protein L10-like 058  1,00.10*
Rrsl ribosome biogenesis regulator 1 homolog 0,73 1,50.104
RT1-N2 RT1 class Ib, locus N2 220 5,00.10°
Rtn4rl2 reticulon 4 receptor-like 2 0,44 5,00.10°
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Rtp3 receptor (chemosensory) transporter protein 3 0,61 5,00.10°
Rusc2 RUN and SH3 domain containing 2 1,65  500.10°
Slpr2 sphingosine-1-phosphate receptor 2 054  5,00.10°
Salll spalt-like transcription factor 1 1,76  5,00.10°
Sccpdh saccharopine dehydrogenase (putative) 0,04  5,00.10°
Sds serine dehydratase 1,44 1,50.10*
Sertadl SERTA domain containing 1 0,64 1,50.10%
Skil SKI-like proto-oncogene 0,69 5,00.10°
Slc13a5 solute carrier family 13 member 5 1,65 4,00.104
Slc25a30 solute carrier family 25, member 30 0,27 5,00.10°
Slc28a2 solute carrier family 28 member 2 1,33 6,00.10*
Slc2al2 solute carrier family 2 member 12 0,62 5,00.10°
Slc2a9 solute carrier family 2 member 9 0,77 1,05.103
Slc30a3 solute carrier family 30 member 3 2,24 1,50.10*
Slc35¢2 solute carrier family 35 member C2 0,59 5,00.107°
Snai2 snail family transcriptional repressor 2 1,98 1,50.10*
Socs2 suppressor of cytokine signaling 2 025  5,00.10°
Sqrdl - 142 5,00.10%
Srsf3 serine and arginine rich splicing factor 3 0,76  1,00.103
St6galnac4 ST6 N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 4 070  5,00.10°
Sult2al sulfotransferase family 2A member 1 1,54 2,00.107
Svil supervillin 072  1,00.10*
Tec tec protein tyrosine kinase 1,33 3,00‘10'4
Thbs1 thrombospondin 1 2,05 5,00.10°
Tmcc2 transmembrane and coiled-coil domain family 2 1,67 5,00.107
Tmem30b transmembrane protein 30B 1,65 5,00.107°
Trakl trafficking kinesin protein 1 0,74 6,50.10%
Trib1 tribbles pseudokinase 1 0,59 5,00.10°°
Trib3 tribbles pseudokinase 3 0,56 5,00.107°
Trim8 tripartite motif-containing 8 0,75 6,00.104
Tsku tsukushi, small leucine rich proteoglycan 0,70 5,00.10
Ubd ubiquitin D 2,11 5,00.10°
Ugt2a3 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A3 068  500.10°
Uspl8 ubiquitin specific peptidase 18 065  5,00.10°
UST4r integral membrane transport protein UST4r 2,12 5,00.10°
Vegfa vascular endothelial growth factor A 1,33 4,50.10
Vgll4 vestigial-like family member 4 0,42 5,00.10°°

Vps37b VPS37B subunit of ESCRT-I 0,70  1,50.10*
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Xbpl X-box binding protein 1 0,64 5,00.10°
Zbtb16 zinc finger and BTB domain containing 16 1,78  5,00.10°
Zfand2a zinc finger AN1-type containing 2A 0,65 5,00.10°
Zfc3h1 zinc finger, C3H1-type containing 1,38  5,00.10°
Zfp189 zinc finger protein 189 1,44 1,00.104
Zfp36 zinc finger protein 36 076  4,50.10™
Zfp422 zinc finger protein 422 1,39 1,00.104
Zfp467 zinc finger protein 467 0,70  5,00.10°
Zfp821 zinc finger protein 821 047  5,00.10°
Zpbp2 zona pellucida binding protein 2 1,82 7,50.10*
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Abca8 ATP binding cassette subfamily A member 8 1,35 7.50.104
Abca8a ATP-binding cassette, subfamily A (ABC1), member 8a 1,52 5,00.10°
Abca9 ATP binding cassette subfamily A member 9 1,56 5,00.10°
Abccb ATP binding cassette subfamily C member 6 1,39  500.10°
Abcc9 ATP binding cassette subfamily C member 9 0,68 5,00.10°
Abcg8 ATP binding cassette subfamily G member 8 057  5,00.10°
Abhd2 abhydrolase domain containing 2, acylglycerol lipase 076  1,45.10°
Acaalb acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 0,73 6,50.10%
Acotl acyl-CoA thioesterase 1 0,52 5,00.10°
Acotb acyl-CoA thioesterase 5 0,69 2,00.104
Acsf2 acyl-CoA synthetase family member 2 062 500107
Adam11 ADAM metallopeptidase domain 11 1,94 5,00.10°
Adam15 ADAM metallopeptidase domain 15 1,49 5,00.10°
Adamts10 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 10 1,45 2,50.10%
Adcy10 adenylate cyclase 10 068  550.10%
Adh4 alcohol dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide 1,68  500.10°
Adh7 alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide 0,68 500107
Agxt2 alanine-glyoxylate aminotransferase 2 1,40 5,00.10°
Ahr aryl hydrocarbon receptor 1,30  1,50.10°
Akap8 A-kinase anchoring protein 8 1,34 4,00.10%
Akap8l A-kinase anchoring protein 8 like 1,60  5,00.10°
Akrlcl2 aldo-keto reductase family 1, member C12 1,43 1,00.10*
Akrlcl9 aldo-keto reductase family 1, member C19 1,73 5,00.10°
Aldhlb1l aldehyde dehydrogenase 1 family, member Bl 0,56 1,00.104
Als2cl ALS2 C-terminal like 1,45 5,00.10°
Amhr2 anti-Mullerian hormone receptor type 2 0,36 1,20.103
Aox2 aldehyde oxidase 2 1,32 1,35.103
Apof apolipoprotein F 1,73 5,00.10°
Apol3 apolipoprotein L, 3 073  5,0.10°
Apol9a apolipoprotein L 9a 0,74 1,50.104
Arrdc3 arrestin domain containing 3 141 2,00.10*
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Atp2b2 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2 0,64 5,00.10°°
Aurke aurora kinase C 2,03 1,05.10°3
Bcl6 BCL6, transcription repressor 3,90 5,00.107°
Bcol beta-carotene oxygenase 1 025  5,00.10°
Bhlhe40 basic helix-loop-helix family, member e40 0,49 5,00.107°
Cbx6 chromobox 6 0,66  1,00.103
Ccdc39 coiled-coil domain containing 39 1,50 5,00.107
Ccdc62 coiled-coil domain containing 62 1,92 1,50.10*
Ccdc9 coiled-coil domain containing 9 1,34 3,50.10
Ccl21 C-C motif chemokine ligand 21 2,09 5,00.10°°
Ccl22 C-C motif chemokine ligand 22 0,43 5,00.107°
Cenf cyclin F 053  5,00.10°
Cenll cyclin L1 1,43 4,00.10*
Cenl2 cyclin L2 1,83  500.10°
Cent2 cyclin T2 1,48  5,00.10°
Cd3001f Cd300 molecule-like family member F 1,44 8,00.10%
Cdsl Cd5 molecule-like 1,36 1,00.10*
Cd63 Cd63 molecule 1,31 6,00.10*
Cdh17 cadherin 17 0,66  5,00.10°
Cep170 centrosomal protein 170 1,47 5,00.10°
Cfap126 cilia and flagella associated protein 126 1,42 3,50.10*
Chchd10 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10 8329 5,00.10°
Chrd chordin 147  5,00.10°
Chrnbl cholinergic receptor nicotinic beta 1 subunit 0,46 1,50.10%
Cidea cell death-inducing DFFA-like effector a 1,60 5,00.107°
Cish cytokine inducible SH2-containing protein 0,58 5,00.107°
Cited2 Cbp/p300-interacting transactivator 2 1,30  8,00.10*
Ckap4 cytoskeleton-associated protein 4 2,53  5,00.10°
Clefl cardiotrophin-like cytokine factor 1 1,98 1,00.10%
Clic2 chloride intracellular channel 2 1,76 5,00.10°°
Clk1 CDC-like kinase 1 1,53  5,00.10°
Clk2 CDC-like kinase 2 1,38  6,00.10*
Clk4 CDC-like kinase 4 1,47 2,00.10*
Clybl citramalyl-CoA lyase 1,62 2,50.107
Col27al collagen type XXVII alpha 1 chain 1,53 5,00.10°
Cpeb2 cytoplasmic polyadenylation element binding protein 2 1,35  5,00.10°
Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,60 5,00.10°
Ctcfl CCCTC-binding factor like 032  5,00.10°
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Ctnnall catenin alpha-like 1 1,33 1,25.10°
Cyfip2 cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 042  5,00.10°
Cyp2b1 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 1 1,33 4,50.10%
Cyp2cl2 cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 12 147 6,50.10*
Cyp3a23/3al - 0,09 500107
Cyp3a73 cytochrome P450, family 3, subfamily a, polypeptide 73 1,70 5,00.10°
Cyp4a8 cytochrome P450, family 4, subfamily a, polypeptide 8 0,62 1,50.104
Dabl DAB adaptor protein 1 072  8,00.10*
Dbp D-box binding PAR bZIP transcription factor 1,52 5,00.10°
Den decorin 053 500107
Ddx17 DEAD-box helicase 17 141 5,00.10°
Dhcr24 24-dehydrocholesterol reductase 075  350.10*
Dixdcl DIX domain containing 1 1,46 5,00.10°
Dmbt1-2 - 1,78  5,00.10°
Dmtn dematin actin binding protein 1,61 5,00.10°
Dmx12 Dmx-like 2 075  1,50.10*
Dnmbp dynamin binding protein 1,32 1,05.10°
Dock11 dedicator of cytokinesis 11 0,73 1,50.107
Dstnl1 destrin-like 1 1,94 5,00.10°
Duspl dual specificity phosphatase 1 050  5,00.10°
Dysf dysferlin 1,54  4,00.10*
Dzf17 - 149  1,00.10*
Echdcl ethylmalonyl-CoA decarboxylase 1 1,37  1,25.10°
Edar ectodysplasin-A receptor 1,40 6,50.10%
Ehhadh enoyl-CoA hydratase and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 0,66  5,00.10°
Elmod3 ELMO domain containing 3 1,50 5,00.10%
Eml5 EMAP like 5 1,44 1,00.10*
Enpp5 ectonucleotide pyrophosphatase /phosphodiesterase family member 5 147 ~ 9,00.10™*
Ephb6 Eph receptor B6 0,66  5,00.10°
Epm?2aipl EPM2A interacting protein 1 1,43 5,00.10°
Ermard ER membrane-associated RNA degradation 1,41 5,00.10
Etv3 ETS variant transcription factor 3 1,47 5,00.10°
F8 coagulation factor VIII 1,59  5,00.10°
Fabp4 fatty acid binding protein 4 1,98 1,10.103
Fam169b family with sequence similarity 169, member B 340  5,00.10°
Fam193b family with sequence similarity 193, member B 1,65 5,00.10°
Fam76b family with sequence similarity 76, member B 1,65 140103
Fam89a family with sequence similarity 89, member A 0,73 2,50.104
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Fdps farnesyl diphosphate synthase 0,74  2,50.10*
Fgf21 fibroblast growth factor 21 058  1,50.10*
Fnbp4 formin binding protein 4 1,53 5,00.107°
Foxo3 forkhead box O3 062 500107
Frmd4b FERM domain containing 4B 1,41 1,00.10%
Gadd45g growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 0,53 5,00.10°°
Gatm glycine amidinotransferase 1,40 7,00.104
Gbas - 1,65 40010
Gcek glucokinase 0,46 5,00.107°
Gigyfl GRB10 interacting GYF protein 1 1,34 450.10%
Gimd1 GIMAP family P-loop NTPase domain containing 1 052  5,00.10°
Git2 GIT ArfGAP 2 1,37  4,00.10*
Gsta2 glutathione S-transferase alpha 2 1,92 5,00.107°
Hdc histidine decarboxylase 0,54 5,00.10°
Hmger 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase 0,74  3,00.10*
Hmgnl high mobility group nucleosome binding domain 1 0,59 1,00.10*
Hnrnphl heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1 1,30  6,00.10*
Hpse heparanase 1,66 5,00.10°
Hrasls - 1,88  5,00.10°
Hs3st3b1 heparan sulfate-glucosamine 3-sulfotransferase 3B1 064  500.10°
Hsd17b6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 064  5,00.10°
Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 042  5,00.10°
Ter2 immediate early response 2 0,66 5,00.107°
Il1a interleukin 1 alpha 1,63 5,00.10°
Inf2 inverted formin 2 0,64 5,00.107°
Inhbc inhibin subunit beta C 0,78 1,35.10°
Insigl insulin induced gene 1 0,63 5,00.107°
Irf2bpl interferon regulatory factor 2 binding protein-like 0,71 1,00.10%
Irf7 interferon regulatory factor 7 0,69 5,00.107°
Irgm immunity-related GTPase M 0,71 5,00.10°°
Isgl15 ISG15 ubiquitin-like modifier 0,64 7,00.10
Jadel jade family PHD finger 1 1,40 5,00.107°
Jrkl JRK-like 1,50  6,00.10*
Katnal2 katanin catalytic subunit A1 like 2 0,42 5,00.10°°
Kenk5 potassium two pore domain channel subfamily K member 5 1,46  2,00.10*
Kifc3 kinesin family member C3 1,46 1,35.103
K1f9 Kruppel-like factor 9 0,76 7,00.10%
Lamb3 laminin subunit beta 3 0,61 3,00.10
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Lcnl2 lipocalin 12 1,42 15010
Ldlrad1l low density lipoprotein receptor class A domain containing 1 2,01  5,00.10°
Leng8 leukocyte receptor cluster member 8 1,56 5,00.10°
LOC100360380  zinc finger protein 457-like 146  2,00.10*
LOC100360645 ubiquitin B-like 045  5,00.10°
LOC100362027  ribosomal protein L30-like 030  5,00.10°
LOC100362069  ribosomal protein L28-like 0,72 4,00.10*
LOC100363520 mCG16729-like 2,07 500107
LOC100909561 nuclease-sensitive element-binding protein 1-like 3,25 5,00.10°
LOC100910877  cytochrome P450 3A1-like 0,08 500107
LOC100911372  40S ribosomal protein S6-like 0,03 5,00.10°
LOC100911879  cytochrome P450 2C29-like 240 500107
LOC100912604 spermidine synthase-like 7,02 5,00.10%
LOC102546572  zinc finger protein 709-like 1,29 8,50.107
LOC102548389  zinc finger protein 709-like 1,57 5,00.10°
LOC102551257  zinc finger protein 709-like 1,53 1,45.107
LOC102552404 butyrophilin-like protein 10-like 1,65  1,15.10°
LOC102552823  zinc finger protein 709-like 1,58 3,00.10%
LOC102554200  zinc finger protein 271-like 1,43 1,00.104
LOC103689992 - 23,79  1,00.10*
LOC103690063  ATP-binding cassette sub-family G member 3-like 1,97 5,00.10°
LOC103690099 proteasome subunit beta type-8-like inf 5,00.10
LOC103691085  60S ribosomal protein L34 pseudogene 1,86  5,00.10*
LOC103694328 alanine and glycine-rich protein-like 0,76 6,00.10%
LOC108348302  zinc finger protein 709-like 1,64 7,00.104
LOC108353237  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 0,09 5,00.10°
LOC298111 alpha2u globulin 0,68 9,00.10*
LOC303140 up-regulator of carnitine transporter, OCTN2 2,65 5,00.10°
LOC367746 similar to Spindlin-like protein 2 (SPIN-2) 0,40 5,00.10°
LOC501038 ADb2-060 0,71  3,00.10*
LOC678760 similar to Dipeptidyl-peptidase 3 0,65 500107
LOC685067 similar to guanylate binding protein family, member 6 0,54 5,00.10°
LOC688489 similar to alpha2u globulin 243 500107
LOC691170 similar to zinc finger protein 84 (HPF2) 1,29 1,20.10°3
Lpar6 lysophosphatidic acid receptor 6 1,55  9,50.10*
Luc712 LUC7-like 2 pre-mRNA splicing factor 1,45 1,00.104
Lyvel lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 1,29  1,35.10°
Mafb MAF bZIP transcription factor B 0,64 5,00.10°
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Mapk8ip3 mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 3 145  1,00.10*
Mcrip2 MAPK regulated co-repressor interacting protein 2 073  350.10%
Mdm4 MDM4 regulator of p53 1,45 5,00.107°
MGC108823 similar to interferon-inducible GTPase 0,69 1,55.1073
Mlxipl MLX interacting protein-like 1,49 5,00.107°
Mmd2 monocyte to macrophage differentiation-associated 2 045  5,00.10°
Morc3 MORC family CW-type zinc finger 3 1,42 5,00.107°
Mrcl mannose receptor, C type 1 1,33 3,50.10%
Msantd?2 Myb/SANT DNA binding domain containing 2 1,49 2,00.10*
Mstlr macrophage stimulating 1 receptor 040  500.10°
Mitfr2 mitochondrial fission regulator 2 2,07 9,50.107
Mybll MYB proto-oncogene like 1 1,90 5,00.10°°
Myh14 myosin heavy chain 14 2,74 5,00.10°
Mylip myosin regulatory light chain interacting protein 1,58 7.50.10™
Nael NEDDS activating enzyme E1 subunit 1 1,35 1,10.10'3
Nampt nicotinamide phosphoribosyltransferase 0,66 5,00.10°°
Ncald neurocalcin delta 1,45 3,50.107
Nectin2 nectin cell adhesion molecule 2 0,73 5,00.10°
Nfats nuclear factor of activated T-cells 5 1,50 5,00.107°
Nkitr natural killer cell triggering receptor 1,32 3,50.10%
Ngol NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 1,87  5,00.10°
Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2 1,31 5,00.10%
Nrli3 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3 1,48 5,00.107°
Nr4al nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 1,68 2,00.10%
Nrbp2 nuclear receptor binding protein 2 1,42 5,00.10°
Nudt19 nudix hydrolase 19 0,75 1,20.103
Nxf1l nuclear RNA export factor 1 1,49 5,00.107°
Ogt O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase 157  5,00.10°
Olr35 olfactory receptor 35 1,96 2,50.10%
Orail ORAI calcium release-activated calcium modulator 1 0,75  1,30.103
Orc2 origin recognition complex, subunit 2 1,36 1,25.103
Pabpnl poly(A) binding protein, nuclear 1 1,33 3,00.10*
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member 9 068  500.10°
Paxbpl PAX3 and PAX7 binding protein 1 1,39 1,00.10%
Pfkfbl 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 072  750.10*
Phlda3 pleckstrin homology-like domain, family A, member 3 0,73 5,00.107°
Plcxd2 phosphatidylinositol-specific phospholipase C, X domain containing2 1,39  9,50.10*
Plekhg5 pleckstrin homology and RhoGEF domain containing G5 1,33 1,30.103
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Pnisr PNN interacting serine and arginine rich protein 1,81 5,00.10°
Pnn pinin, desmosome associated protein 1,64  500.10°
Pop5 POP5 homolog, ribonuclease P/MRP subunit 0,73 7.50.104
Ppm1k protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1K 1,42 500.10°
Ppp2ca protein phosphatase 2 catalytic subunit alpha 1,57 2,50.10*
Ppp2r2b protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 042  5,00.10°
Prickle4 prickle planar cell polarity protein 4 1,67 4,00.104
Prlr prolactin receptor 056  5,00.10°
Prpf39 pre-mRNA processing factor 39 1,40  5,00.10°
Prpf40b pre-mRNA processing factor 40 homolog B 1,36  1,20.10°
Prpf4b pre-mRNA processing factor 4B 1,40  5,00.10°
Prss36 serine protease 36 1,60  9,50.10*
Ptgis prostaglandin 12 synthase 051  850.10*
Ptprh protein tyrosine phosphatase, receptor type, H 2,18  5,00.10°
Raphl Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains 1 1,34 2,50.10*
Rasd1 ras related dexamethasone induced 1 1,49 1,30.107
Rcanl regulator of calcineurin 1 0,72 1,50.104
Retsat retinol saturase 0,51 5,00.10°
Revl REV1, DNA directed polymerase 1,36 1,35.103
Rex2 reduced expression 2 1,45 2,50.10
Rfx7 regulatory factor X, 7 1,38 1,00.104
RGD1305733 - 058  1,50.10*
RGD1307603 similar to hypothetical protein MGC37914 1,33 3,00.10*
RGD1560556 - 1,83  5,00.10°
RGD1560784 similar to RIKEN ¢cDNA B630019K06 035 1,50.10*
RGD1561277 RGD1561277 1,77 5,00.10°
Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 0,65 500107
Rhobtb3 Rho-related BTB domain containing 3 1,34 4,50.10%
Rhof ras homolog family member F, filopodia associated 0,65 5,00.10°
Rin2 Ras and Rab interactor 2 1,39 2,50.10%
Rnf14 ring finger protein 14 1,37  5,00.10°
Rnpc3 RNA-binding region (RNP1, RRM) containing 3 1,80 1,00.10*
Rpl101 ribosomal protein L10-like 061  5,00.10°
Rpp21 ribonuclease P/MRP subunit p21 0,75 2,00.10%
RT1-Al RT1 class Ia, locus Al 029  5,00.10°
RT1-A2 RT1 class Ia, locus A2 0,63 5,00.10°
RT1-Bb RT1 class II, locus Bb 0,60 50010
RT1-CE10 RT1 class I, locus CE10 0,72 3,00.10%



Annexe 4 - Génes hépatiques différentiellement transcrits pour les males F1 du

348
groupe HD
Gene Nom du gene RT P-valeur
RT1-CE2 RT1 class I, locus CE2 0,54 5,00.107°
RT1-N2 RT1 class Ib, locus N2 368 500107
RT1-N3 RT1 class Ib, locus N3 1,78 5,00.107°
RT1-S3 RT1 class Ib, locus S3 075  3,00.10*
Rtndrl2 reticulon 4 receptor-like 2 039  500.10°
Ruscl RUN and SH3 domain containing 1 0,74 1,45.107°
Rusc2 RUN and SH3 domain containing 2 1,51 5,00.107°
Sarm1 sterile alpha and TIR motif containing 1 0,57 8,50.10™
Sccpdh saccharopine dehydrogenase (putative) 0,04  5,00.10°
Scnlb sodium voltage-gated channel beta subunit 1 0,73 4,00.10*
Sds serine dehydratase 1,44 5,00.107°
Serpina5 serpin family A member 5 1,41 1,50.10*
Sgkl serum/glucocorticoid regulated kinase 1 1,72 5,00.10°
Slc26a8 solute carrier family 26 member 8 0,62 5,00.10°
Slc28a2 solute carrier family 28 member 2 1,31 1,25.103
Slc35¢2 solute carrier family 35 member C2 0,68 5,00.10°
Slfn4 schlafen family member 4 1,37 9,00.107
Snrnp48 small nuclear ribonucleoprotein U11/U12 subunit 48 1,46 4,00.10%
Snrnp70 small nuclear ribonucleoprotein U1 subunit 70 1,55 5,00.107°
Socs2 suppressor of cytokine signaling 2 062  1,50.10°
Spagl sperm associated antigen 1 1,60  7,00.10*
Spag8 sperm associated antigen 8 2,87  1,50.10*
Sqrdl - 1,30  1,20.10°
Srrm?2 serine/arginine repetitive matrix 2 1,41 5,00.10'5
Srsfll serine and arginine rich splicing factor 11 1,33 3,00.10*
Srsf6 serine and arginine rich splicing factor 6 1,48 5,00.107°
St3gall ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1 071  5,00.10°
St8sial ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1 0,48 5,00.107°
Stabl stabilin 1 1,37 55010
Stab2 stabilin 2 1,34 9,00.10*
Stx16 syntaxin 16 1,49 5,00.10'5
Tapl transporter 1, ATP binding cassette subfamily B member 0,74 3,00.10%
Tardbp TAR DNA binding protein 1,31 145103
Tbx10 T-box transcription factor 10 1,95 6,00.10*
Tfrc transferrin receptor 1,46  500.10°
Thumpd3-asl THUMPD3 antisense RNA 1 1,55 1,50.10%
Tle2 TLE family member 2, transcriptional corepressor 149  500.10°
Tm7sf2 transmembrane 7 superfamily member 2 0,73 1,00.10%
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Tmed3 transmembrane p24 trafficking protein 3 0,61 5,00.10°
Tmem37 transmembrane protein 37 073  5,00.10*
Tmem8a - 072  1,40.10°
Tmem9 transmembrane protein 9 1,93  5,00.10°
Tnfrsflla TNF receptor superfamily member 11A 2,15 4,00.104
Tnfrsf25 TNF receptor superfamily member 25 2,16  1,00.10*
Tpen2 two pore segment channel 2 1,36 2,00.10%
Tpil triosephosphate isomerase 1 1,80  2,00.10*
Trmt13 tRNA methyltransferase 13 homolog 1,66 1,00.104
Tsc22d3 TSC22 domain family, member 3 075  8,00.10*
Tsku tsukushi, small leucine rich proteoglycan 0,59 5,00.10°
Tubb2a tubulin, beta 2A class Ila 0,58 6,00.10*
Tysnd1 trypsin like peroxisomal matrix peptidase 1 079 135103
Ubd ubiquitin D 349  5,00.10°
Ubn2 ubinuclein 2 1,33 7,00.10*
Ugt2bl - 148  5,00.10°
Upk3b uroplakin 3B 0,49 1,00.103
Usp18 ubiquitin specific peptidase 18 0,61 5,00.10°
Usp2 ubiquitin specific peptidase 2 064 500107
Vampl vesicle-associated membrane protein 1 1,90 5,00.10°
Vegfa vascular endothelial growth factor A 1,71 5,00.10°
Vps45 vacuolar protein sorting 45 homolog 149  1,10.108
Widc21 WAP four-disulfide core domain 21 0,59 5,00.10
Wsb1l WD repeat and SOCS box-containing 1 1,32 5,50.10%
XAF1 XIAP associated factor 1 0,70 1,35.103
Zcchc?7 zinc finger CCHC-type containing 7 1,52 5,00.10°
Zfc3h1 zinc finger, C3H1-type containing 1,43 5,00.10°
Zfp292 zinc finger protein 292 1,33 4,00.104
Zfp386 zinc finger protein 386 (Kruppel-like) 1,50  5,00.10°
Zfp513 zinc finger protein 513 1,31 1,20.103
Zfp612 zinc finger protein 612 1,39  5,00.10°
Zfp69 zinc finger protein 69 1,35 8,50.10%
Zfp758 zinc finger protein 758 1,54  5,00.10°
Zfp780b zinc finger protein 780B 1,57 1,00.104
Zfp821 zinc finger protein 821 063  4,00.10*
Zfp958 zinc finger protein 958 1,97 5,00.10°
Zmynd10 zinc finger, MYND-type containing 10 1,81 2,00.10*
Zpbp2 zona pellucida binding protein 2 1,79 9,00.10*
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Zranb2 zinc finger RANBP2-type containing 2 1,36 5,00.107°

Zscan26 zinc finger and SCAN domain containing 26 1,55  5,00.10°
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A2mll alpha-2-macroglobulin-like 1 0,33 5,00.10°
Aass aminoadipate-semialdehyde synthase 065 500107
Abcbla ATP binding cassette subfamily B member 1A 0,65 5,00.10°
Abcc2 ATP binding cassette subfamily C member 2 071  450.10*
Acaalb acetyl-Coenzyme A acyltransferase 1B 1,35  9,50.10*
Acaa2 acetyl-CoA acyltransferase 2 1,51 3,50.10
Acnatl acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 0,15  5,00.10°
Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 2,18 5,00.10°
Acotl acyl-CoA thioesterase 1 1,86 5,00.10°
Acotb acyl-CoA thioesterase 5 0,68 1,00.10*
Acsm2a - 054  500.10°
Adh7 alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide 0,71 1,50.10*
Adipoq adiponectin, C1Q and collagen domain containing -inf 5,00.10
Akapb A-kinase anchoring protein 5 0,56 5,00.10°
Akr1b8 aldo-keto reductase family 1, member B8 0,42 4,00.10*
Akrlcl aldo-keto reductase family 1, member C1 0,54 5,00.10°
Akrlc2 aldo-keto reductase family 1, member C2 0,65 5,00.10°
Alasl 5’-aminolevulinate synthase 1 1,73 5,00.10°
Alpl alkaline phosphatase, biomineralization associated 1,47 6,50.10%
Amdhd1 amidohydrolase domain containing 1 0,73 4,50.10%
Anapcl anaphase promoting complex subunit 1 0,74  750.10*
Ankrd33b ankyrin repeat domain 33B 1,94 5,00.10°
Aox3 aldehyde oxidase 3 0,63 500107
Apollla apolipoprotein L 11a 0,56 1,00.10*
Apol3 apolipoprotein L, 3 054 500107
Arhgef3 Rho guanine nucleotide exchange factor 3 0,56  5,00.10°
Asap3 ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH domain 3 144  1,50.10*
Asns asparagine synthetase (glutamine-hydrolyzing) 0,46 5,00.10°
Aspa aspartoacylase 2,10  6,00.10*
Atp2b2 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2 047 5,00.10°
Bcl6 BCL6, transcription repressor 070  4,50.10*
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Bhlhe40 basic helix-loop-helix family, member e40 1,48 5,00.107°
Btgl BTG anti-proliferation factor 1 1,39 2,00.10%
c7 complement C7 0,63 6,00.104
Caba carbonic anhydrase 5A 069  500.10°
Carl carbonic anhydrase 1 0,46 5,00.10°°
Car2 carbonic anhydrase 2 055  5,00.10°
Card10 caspase recruitment domain family, member 10 1,40 3,50.107
Cbx6 chromobox 6 063 500105
Ccdcl158 coiled-coil domain containing 158 0,58 5,00.10°°
Ccdc80 coiled-coil domain containing 80 0,76 1,10.10°
Cd36 CD36 molecule 064  500.10°
Cd74 CD74 molecule 0,61 5,00.107°
Cd99 CD99 molecule (Xg blood group) 1,54  5,00.10°
Cdh17 cadherin 17 1,75  5,00.10°
Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 1,70 5,00.107°
Ces2a carboxylesterase 2A 0,55 5,00.10°
Ces2e carboxylesterase 2E 0,59 5,00.107°
Ces2j carboxylesterase 2J 054 1,15.10°
Ces4da carboxylesterase 4A 0,53 5,00.107°
Cfap126 cilia and flagella associated protein 126 2,08  5,00.10°
Chicl cysteine-rich hydrophobic domain 1 0,70  2,00.10*
Chmp4c charged multivesicular body protein 4C 0,65  3,50.10*
Cidea cell death-inducing DFFA-like effector a 2,30 5,00.107°
Cish cytokine inducible SH2-containing protein 0,68 5,00.10%
Cldn3 claudin 3 153  5,00.10°
Cmtm8 CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 8 0,70 2,50.10%
Collal collagen type I alpha 1 chain 051  4,50.10*
Coxbal cytochrome c oxidase subunit 6A1 1,31 1,10.10°
Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,42 5,00.107°
Ctse cathepsin E 045  3,50.10*
Cux2 cut-like homeobox 2 0,14 5,00.107°
Cxcl9 C-X-C motif chemokine ligand 9 0,63 7,50.104
Cyfip2 cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 046  500.10°
Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 2,86 5,00.10°
Cyp2bl cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 1 147  500.10°
Cyp2c12 cytochrome P450, family 2, subfamily ¢, polypeptide 12 0,67 4,00.10
Cyp2d1 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 1 1,41 3,00.10*
Cyp2d4 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 4 1,50  2,00.10*
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Cyp2d5 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 5 1,61 5,00.10°
Cyp2ul cytochrome P450, family 2, subfamily u, polypeptide 1 037  5,00.10°
Cyp7al cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 1,55 1,50.104
Cyp7bl cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 042  5,00.10°
Dabl DAB adaptor protein 1 0,48 5,00.10°
Dapk1 death associated protein kinase 1 069 500107
Dhrs7 dehydrogenase/reductase 7 1,49  2,00.10*
Dkcl dyskerin pseudouridine synthase 1 1,36  3,00.10*
Dnajb4 Dna] heat shock protein family (Hsp40) member B4 1,80 5,00.10°
Dpysl2 dihydropyrimidinase-like 2 063 75010
Egrl early growth response 1 1,80  5,00.10°
Enox1 ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1 0,36 5,00.10°
Enpep glutamyl aminopeptidase 0,73  250.10*
Enpp5 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 5 0,62  4,50.10*
Epha4 Eph receptor A4 045  4,00.10*
Esrl estrogen receptor 1 0,56 5,00.10°
Etnppl ethanolamine-phosphate phospho-lyase 145  7,50.10*
Evala eva-1 homolog A, regulator of programmed cell death 0,68 5,00.10°
Exoc314 exocyst complex component 3-like 4 050  4,50.10*
Fdx1 ferredoxin 1 0,73  5,00.10°
Flver2 FLVCR heme transporter 2 0,64 5,00.10°
Fpgs folylpolyglutamate synthase 074  3,50.10*
Fzd4 frizzled class receptor 4 0,59 5,00.10°
Galkl galactokinase 1 1,39  5,00.10°
Garnl3 GTPase activating Rap/RanGAP domain-like 3 1,97 3,00.10%
Gbp5 guanylate binding protein 5 0,44 5,00.10°
Gca grancalcin 0,46 7,00.104
Gck glucokinase 1,71 5,00.10°
Gimd1 GIMAP family P-loop NTPase domain containing 1 036 500107
Gltld1 glycosyltransferase 1 domain containing 1 1,59 5,00.10°
Gpat3 glycerol-3-phosphate acyltransferase 3 226  6,00.10*
Hebp2 heme binding protein 2 0,17 5,00.10°
Herc6 HECT & RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 6 066  7,00.10*
Herpud1 homocysteine inducible ER protein with ubiquitin like domain 1 1,35 4,50.10%
Hjurp Holliday junction recognition protein 053  4,50.10*
Hrasls - 1,81 500.10°
Hrk harakiri, BCL2 interacting protein 239  5,00.10°
Hsd17b2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 0,63 5,00.10°
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Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 10,50  5,00.10°
Hspbl heat shock protein family B (small) member 1 2,34 5,00.107°
Icam1 intercellular adhesion molecule 1 0,64 5,00.107°
Ter3 immediate early response 3 064 500107
Ifi47 interferon gamma inducible protein 47 0,48 5,00.10°°
Ifitm3 interferon induced transmembrane protein 3 070  4,00.10*
Igf2bp3 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 1,41 5,00.107°
Igtbp2 insulin-like growth factor binding protein 2 1,66  500.10°
I1b interleukin 1 beta 0,50  5,00.10°
1133 interleukin 33 0,69  1,00.10*
17 interleukin 7 039  500.10°
Inpp4a inositol polyphosphate-4-phosphatase type I A 072  150.10*
Insigl insulin induced gene 1 1,47 5,00.107°
Irfl interferon regulatory factor 1 0,65 5,00.107°
Irf2bp2 interferon regulatory factor 2 binding protein 2 1,44  1,00.10*
Irgm immunity-related GTPase M 0,55 5,00.10°
Irx1 iroquois homeobox 1 0,68 6,50.10'4
Knglll - 069  6,00.10%
Kynu kynureninase 0,73 3,50.10'4
LOC100359876  multifunctional protein ADE2-like 0,67 1,00.10*
LOC100360791  tumor protein, translationally-controlled 1 0,34 5,00.107°
LOC100362350  hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 6-like 0,07  5,00.10°
LOC100910057 sulfotransferase 1C2-like 0,42 5,00.107°
LOC100911515  triosephosphate isomerase-like 1,86  5,00.10°
LOC102555634 interferon-inducible GTPase 1-like 0,64 5,00.107°
LOC102557406  carboxylesterase 1E-like 0,18  5,00.10°
LOC103690108 class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 2,75  5,00.10°
LOC103692273  zinc finger protein 431-like 0,56 4,50.10
LOC108353237  class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 chain-like 2,25  5,00.10°
LOC298111 alpha2u globulin 0,09  5,00.10°
LOC367746 similar to Spindlin-like protein 2 (SPIN-2) 0,18 5,00.107°
LOC501038 ADb2-060 0,64  5,00.10°
LOC685067 similar to guanylate binding protein family, member 6 047  5,00.10°
LOC691153 - 2,06 1,05.10°
LOC691658 similar to anterior pharynx defective 1b homolog 038  500.10°
Lpinl lipin 1 1,83  500.10°
Lpl lipoprotein lipase 042  500.10°
Mab2113 mab-21 like 3 0,68  5,00.10°
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Mcm10 minichromosome maintenance 10 replication initiation factor 2,21 5,00.10°
Mertk MER proto-oncogene, tyrosine kinase 0,70  5,50.10™
Mex3b mex-3 RNA binding family member B 0,58 1,10.103
MGC105567 similar to cDNA sequence BC023105 1,9  1,50.10*
MGC108823 similar to interferon-inducible GTPase 0,37 5,00.10°
Mmd2 monocyte to macrophage differentiation-associated 2 048  5,00.10°
Msrb1 methionine sulfoxide reductase Bl 1,89 5,00.10°
Mt2A metallothionein 2A 071  3,00.10%
Mybl1l MYB proto-oncogene like 1 051 500107
Myh14 myosin heavy chain 14 261 500107
Nampt nicotinamide phosphoribosyltransferase 0,72 2,00.10*
Ncald neurocalcin delta 1,99 5,00.10°
Nedd1 NEDDI1 gamma-tubulin ring complex targeting factor 0,69  7,00.10*
Ngef neuronal guanine nucleotide exchange factor 1,49 5,00.10°
Nipall NIPA-like domain containing 1 0,70 3,50.10%
Noct nocturnin 1,68 8,00.10%
Nqol NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 1,54  1,50.10*
Nr0b2 nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2 2,15 5,00.10°
Nrp2 neuropilin 2 0,67 5,50.10'4
Oat ornithine aminotransferase 0,68 5,00.10°
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member 9 062 500107
Pcdh18 protocadherin 18 054 500107
Perl period circadian regulator 1 1,54 5,00.10°
Per2 period circadian regulator 2 1,60 5,00.10°
Pla2g16 - 0,73  750.10*
Plek2 pleckstrin 2 2,68  1,15.10°
Plekhg5 pleckstrin homology and RhoGEF domain containing G5 145  1,50.10*
Plpp2 phospholipid phosphatase 2 1,36 6,00.10%
Por cytochrome p450 oxidoreductase 1,40 2,00.10*
Ppp2r2b protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 0,41 5,00.10°
Pricklel prickle planar cell polarity protein 1 0,62  3,00.10*
Prir prolactin receptor 0,34 5,00.10°
Ptgfr prostaglandin F receptor 0,70  2,00.10*
Ptms parathymosin 1,49 5,00.10°
Rab38 RAB38, member RAS oncogene family 071  1,50.10*
Rad5412 RAD54 like 2 0,61  5,00.10°
Rarb retinoic acid receptor, beta 072  3,00.10*
Rasgeflb RasGEF domain family, member 1B 1,42 2,00.10*
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Rassf6 Ras association domain family member 6 0,71  2,50.10*
Rdh16 retinol dehydrogenase 16 1,69  500.10°
RGD1305733 - 0,18  5,00.10°
RGD1310769 - 074  4,50.10™
RGD1560017 similar to Ac2-210 5,90 5,00.10°°
RGD1561715 similar to complement component 1, s subcomponent 069  500.10°
RGD1561849 - 059  5,00.10°
RGD1562310 - 1,87 500.10°
RGD1562652 similar I histocompatibility antigen « chain cotton-top tamarin 2,73 8,00.10*
RGD1564804 similar to chromosome 1 open reading frame 50 1,35 9,00.10%
RGD1564865 similar to 20-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase 058  5,00.10°
Rmdn2 regulator of microtubule dynamics 2 0,73 6,00.10%
Rplp2 ribosomal protein lateral stalk subunit P2 0,05 5,00.10°
Rrebl ras responsive element binding protein 1 0,70 5,00.107°
RT1-A1l RT1 class Ia, locus Al 1,66 5,00.107°
RT1-A2 RT1 class Ta, locus A2 1,55  5,00.10°
RT1-Ba RT1 class II, locus Ba 0,62 5,00.10'5
RT1-CE10 RT1 class I, locus CE10 1,76 5,00.107°
RT1-CE2 RT1 class I, locus CE2 1,64 5,00.107°
RT1-CE7 RT1 class I, locus CE7 1,64 500105
RT1-Da RT1 class II, locus Da 0,56 5,00.107°
RT1-Db1 RT1 class II, locus Db1 067 55010
RT1-P2-psl RT1 class I, locus P2, pseudogene 1 0,21 5,00.107°
Rtn4ip1 reticulon 4 interacting protein 1 0,57 5,00.10°
Rxrg retinoid X receptor gamma 071  5,50.10*
Slprl sphingosine-1-phosphate receptor 1 0,72 1,00.10%
Sacs sacsin molecular chaperone 0,66 1,50.10%
Salll spalt-like transcription factor 1 0,68 5,00.10°°
Sdc4 syndecan 4 1,43 2,00.10*
Sdr42el short chain dehydrogenase/reductase family 42E, member 1 0,75 4,50.10
Sds serine dehydratase 0,65 5,00.107°
Serpinhl serpin family H member 1 0,55 5,00.10°°
Sez6 seizure related 6 homolog 1,65  5,00.10°
Slcl12al solute carrier family 12 member 1 2,38 5,00.10°°
Slc13a2 solute carrier family 13 member 2 062  200.10*
Slc17al solute carrier family 17 member 1 0,75 9,00.107
Slc17a3 solute carrier family 17 member 3 067  500.10°
Slc17a4 solute carrier family 17, member 4 0,67 5,00.107°
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Slc25a43 solute carrier family 25, member 43 0,44 5,00.10°
Slc28a2 solute carrier family 28 member 2 073  4,00.10*
Slc34a2 solute carrier family 34 member 2 0,65 2,00.10*
Slc9a7 solute carrier family 9 member A7 037  5,00.10°
Slpi secretory leukocyte peptidase inhibitor 052  1,00.10*
Sorl1l sortilin related receptor 1 1,51  5,00.10°
Srd5al steroid 5 alpha-reductase 1 042 500107
Stégalnac4 ST6 N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 4 050  5,00.10°
Stambpll STAM binding protein-like 1 050 500107
Sts steroid sulfatase 1,32 1,20.107
Sult2al sulfotransferase family 2A member 1 0,60 5,00.10°
Tenm2 teneurin transmembrane protein 2 0,56 1,00.107
Tfrc transferrin receptor 1,53 5,00.10°
Timp3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 0,52 1,00.10*
Tmem30b transmembrane protein 30B 0,43 5,00.10'5
Tnfaip3 TNF alpha induced protein 3 0,66 9,50.10%
Tnfrsf25 TNF receptor superfamily member 25 1,93  6,50.10*
Trim24 tripartite motif-containing 24 0,38 5,00.10°
Tsc22d3 TSC22 domain family, member 3 1,70 5,00.10°
Tsku tsukushi, small leucine rich proteoglycan 1,58  5,00.10°
Tspo2 translocator protein 2 2,29 9,00.10'4
Tstd3 thiosulfate sulfurtransferase like domain containing 3 065  4,00.10*
Tysndl trypsin like peroxisomal matrix peptidase 1 1,37  5,00.10°
Ubd ubiquitin D 578  5,00.10°
Ugt2a3 UDP glucuronosyltransferase family 2 member A3 1,58  5,00.10°
Usp2 ubiquitin specific peptidase 2 2,08 5,00.10°
UST4r integral membrane transport protein UST4r 046  5,00.10°
Vipr2 vasoactive intestinal peptide receptor 2 042 500107
Vsigl0 V-set and immunoglobulin domain containing 10 055 500107
Xiap X-linked inhibitor of apoptosis 0,74 3,00.10%
Zfp189 zinc finger protein 189 1,73 5,00.10°
Zfp354a zinc finger protein 354A 1,73 5,00.10°
Zfp518b zinc finger protein 518B 068  1,00.10*
Zfp608 zinc finger protein 608 065 55010
Zfp955a zinc finger protein 955A 053  1,00.10*
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A2mll alpha-2-macroglobulin-like 1 0,62 5,50.104
Aadat aminoadipate aminotransferase 069 500107
Aass aminoadipate-semialdehyde synthase 067 500107
Abcab ATP binding cassette subfamily A member 5 068  9,00.10*
Abca9 ATP binding cassette subfamily A member 9 0,73 9,50.10%
Abcbla ATP binding cassette subfamily B member 1A 064 500107
Abcb1b ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), member 1B 0,49 5,00.10°
Ablim3 actin binding LIM protein family, member 3 072  750.10*
Acad9 acyl-CoA dehydrogenase family, member 9 1,4 3,50.10*
Acnatl acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 1 0,46 5,00.107°
Acnat2 acyl-coenzyme A amino acid N-acyltransferase 2 1,46  3,00.10%
Acotb acyl-CoA thioesterase 5 0,57 5,00.10°
Acsm2a - 037  500.10°
Adam15 ADAM metallopeptidase domain 15 2,11 5,00.10°
Adh4 alcohol dehydrogenase 4 (class II), pi polypeptide 064 500107
Adhé alcohol dehydrogenase 6 (class V) 031  5,00.10°
Adh7 alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide 069 500107
Adora2b adenosine A2B receptor 04 2,50.10%
Ahr aryl hydrocarbon receptor 0,67 500107
Akrlcl aldo-keto reductase family 1, member C1 0,54 5,00.10°
Aldh1bl aldehyde dehydrogenase 1 family, member Bl 055 550.10%
Aox2 aldehyde oxidase 2 065  5,00.10°
Aox3 aldehyde oxidase 3 061 500107
Apcddl APC down-regulated 1 0,54 9,50.10%
Arhgef37 Rho guanine nucleotide exchange factor 37 069  6,00.10*
Atplbl ATPase Na+/K+ transporting subunit beta 1 0,7 5,00.10°
Atp2b2 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 2 064 25010
Atp2cl ATPase secretory pathway Ca2+ transporting 1 0,75  1,00.10°
Atp5fl - 0,04  5,00.10°
Atp6vlb2 ATPase H+ transporting V1 subunit B2 0,75 1,00.103
Bcl6 BCL6, transcription repressor 052  5,00.10°
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Bhlhal5 basic helix-loop-helix family, member a15 2,06 5,00.107°
Bhlhe40 basic helix-loop-helix family, member e40 1,66  500.10°
Clqgtnf3 Clq and TNF related 3 0,44 5,00.107°
C4a complement C4A 064  500.10°
C7 complement C7 048  5,00.10°
Cabp2 calcium binding protein 2 0,67 5,00.10°°
Cacnald calcium voltage-gated channel subunit alphal D 1,39 3,00.10*
Cadm4 cell adhesion molecule 4 1,82 5,50.10%
Cav2 caveolin 2 1,72 5,00.10°
Cblc Cbl proto-oncogene C 357  5,50.10*
Cbx6 chromobox 6 054  500.10°
Ccl22 C-C motif chemokine ligand 22 04 6,00.10%
Cend1 cyclin D1 071  2,50.10*
Ccser2 coiled-coil serine-rich protein 2 0,7 5,00.10°
Cd36 CD36 molecule 0,71 7,00.104
Cd63 Cd63 molecule 144 500100
Cd74 CD74 molecule 0,63 5,00.107°
Celf2 CUGBP, Elav-like family member 2 0,67 3,00.10%
Ces2e carboxylesterase 2E 0,67 6,00.10*
Chicl cysteine-rich hydrophobic domain 1 058  5,00.10°
Cidea cell death-inducing DFFA-like effector a 3,56 5,00.107°
Cldn1 claudin 1 071  1,50.10%
Clstn1 calsyntenin 1 068  7,00.10™
Cptlb carnitine palmitoyltransferase 1B 1,91  5,00.10°
Csmd1 CUB and Sushi multiple domains 1 0,5 5,00.107°
Cux2 cut-like homeobox 2 017  5,00.10°
Cxcll C-X-C motif chemokine ligand 1 0,43 2,00.10%
Cyfip2 cytoplasmic FMR1 interacting protein 2 0,24 5,00.10°°
Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 1 229  1,00.10*
Cypla2 cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2 064  1,50.10*
Cyp2d1 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 1 1,38  7,00.10*
Cyp2d5 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 5 1,74 5,00.10°
Cyp2ul cytochrome P450, family 2, subfamily u, polypeptide 1 0,6 5,00.10°
Cyp7al cytochrome P450 family 7 subfamily A member 1 0,67 5,00.107°
Cyp7bl cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 0,5 5,00.10°
Dab1l DAB adaptor protein 1 0,51 5,00.107°
Dab2ip DAB?2 interacting protein 1,36  3,00.10*

Dapkl1 death associated protein kinase 1 0,67 5,00.107°
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Dbp D-box binding PAR bZIP transcription factor 2,06 5,00.10°
Dmtn dematin actin binding protein 1,59  7,50.10*
DmxI2 Dmx-like 2 07 15010
Dnah9 dynein, axonemal, heavy chain 9 041  5,00.10°
Dstnl1 destrin-like 1 049  5,00.10°
EgIn3 egl-9 family hypoxia-inducible factor 3 051  2,00.10*
Eifdebp3 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 3 0,63 5,00.10°
Enox1 ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1 045  5,00.10°
Epha4 Eph receptor A4 045 1,00.10*
Erolb endoplasmic reticulum oxidoreductase 1 beta 068 500107
Esrl estrogen receptor 1 0,62 1,50.104
Esrrg estrogen-related receptor gamma 1,42 4,00.10'4
Evala eva-1 homolog A, regulator of programmed cell death 0,7 2,50.10*
Fabp?7 fatty acid binding protein 7 0,62 5,00.10°
Fasn fatty acid synthase 2,03 5,00.10°
Fzd4 frizzled class receptor 4 0,66 5,00.10°
GO0s2 G0/Glswitch 2 1,39  500.10*
Gadd45g growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 0,56 5,00.10°
Gbp5 guanylate binding protein 5 051 500107
Gemin6 gem (nuclear organelle) associated protein 6 1,64 500107
Gimd1 GIMAP family P-loop NTPase domain containing 1 032 500107
Gne glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase 0,63  5,00.10°
Gotl glutamic-oxaloacetic transaminase 1 0,68 1,00.104
Gprin3 GPRIN family member 3 1,58 5,00.10°
Gsn gelsolin 053 500107
Gsta2 glutathione S-transferase alpha 2 054 500107
H2afz - 149  500.10°
Hes6 hes family bHLH transcription factor 6 1,68 5,00.10°
Hnf4g hepatocyte nuclear factor 4, gamma 0,7 1,00.10°3
Hrasls - 296 5,00.10°
Hsp90aal heat shock protein 90 alpha family class A member 1 49 5,00.10°
Hspb1 heat shock protein family B (small) member 1 1,74 5,00.10°
Ifi2712b interferon, alpha-inducible protein 27 like 2B 145  5,00.10°
1fi47 interferon gamma inducible protein 47 0,55 5,00.10°
Ifitm3 interferon induced transmembrane protein 3 0,7 5,00.10*
Igf2bp3 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 1,44 5,00.10°
Igfbpl insulin-like growth factor binding protein 1 048  5,00.10°
11b interleukin 1 beta 056  4,50.10
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17 interleukin 7 059  1,00.10°
Irfl interferon regulatory factor 1 0,68  500.10°
Irgm immunity-related GTPase M 0,69 5,00.107°
Itgab integrin subunit alpha 6 141 4,00.10*
Kngl kininogen 1 059  500.10°
Krt2 keratin 2 047  2,00.10*
Krt79 keratin 79 067  1,50.10%
Lect2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2 0,76 1,05.10°
Lilrb3 leukocyte immunoglobulin like receptor B3 0,65  500.10°
LOC100134871  beta globin minor gene 0,52 5,00.10°
LOC100359876  multifunctional protein ADE2-like 0,56 5,00.107°
LOC100359937 GABA(A) receptor-associated protein-like 2-like 0,56 3,00.10%
LOC100360145 H2A histone family, member Z-like 2,24 5,00.107°
LOC100362069  ribosomal protein L28-like 0,6 5,00.10°
LOC100362350  hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 6-like 0,04  2,00.10*
LOC100909548  cation-dependent mannose-6-phosphate receptor-like 2,79 5,00.10°
LOC100911238  proteasome maturation protein-like 0,49 5,00.107°
LOC100912599 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 6 1546 5,00.10°
LOC102555850  60S ribosomal protein L10-like 1,44 2,50.107
LOC102557406  carboxylesterase 1E-like 0,14 5,00.10°
LOC103689992 - 0,02  5,00.10°
LOC103692273  zinc finger protein 431-like 0,46 5,00.10°
LOC103694865 TATA-binding protein-associated factor 2N-like 0,56 1,00.103
LOC298111 alpha2u globulin 0,06  5,00.10°
LOC501038 ADb2-060 0,62  5,00.10°
LOC685067 similar to guanylate binding protein family, member 6 0,53 5,00.107°
LOC688489 similar to alpha2u globulin 0,52 5,00.107°
LOC691658 similar to anterior pharynx defective 1b homolog 0,36 5,00.10°°
Lpl lipoprotein lipase 044  5,00.10°
Ly49sil immunoreceptor Ly49sil 2,32 2,00.10'4
Lyc2 lysozyme C type 2 069 35010
Mid1lipl MID1 interacting protein 1 1,52 5,00.107°
Mknk2 MAPK interacting serine/threonine kinase 2 1,42 3,00.10*
Mmd?2 monocyte to macrophage differentiation-associated 2 039  5,00.10°
Mme membrane metallo-endopeptidase 066 35010
Mro maestro 0,69 5,00.107°
Msmol methylsterol monooxygenase 1 145  2,00.10*
Mvk mevalonate kinase 144  7,50.10*
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Mybph myosin binding protein H 0,51 2,50.10%
Myh14 myosin heavy chain 14 422 5,00.10°
Naplll nucleosome assembly protein 1-like 1 0,73 6,50.10%
Nqol NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 1,97  5,00.10°
Oasl 2’-5’-oligoadenylate synthetase-like 1,81 1,50.104
Olr59 olfactory receptor 59 073  9,50.10*
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member 9 0,69 1,00.104
Pcdhi8 protocadherin 18 053  5,00.10°
Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 051  5,00.10%
Pcsk9 proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 1,95  500.10°
Pdedb phosphodiesterase 4B 0,6 5,00.10%
Pdzkl PDZ domain containing 1 0,71 5,00.10°
Peg3 paternally expressed 3 0,74  550.10*
Per2 period circadian regulator 2 1,74 5,00.10°
Phf19 PHD finger protein 19 2,24 5,00.10°
Pkhd1 PKHDI1 ciliary IPT domain containing fibrocystin/polyductin 0,62 5,00.10°
Pkp2 plakophilin 2 0,68  2,00.10*
Pm20d2 peptidase M20 domain containing 2 0,66 2,00.104
Polg?2 DNA polymerase gamma 2, accessory subunit 069 500107
Ppard peroxisome proliferator-activated receptor delta 1,67  500.10°
Ppp2r2b protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta 028 500107
Pricklel prickle planar cell polarity protein 1 0,6 1,00.10*
Prlr prolactin receptor 0,29 5,00.10°
Prss32 protease, serine, 32 0,5 5,00.10°
Ptk6 protein tyrosine kinase 6 1,93 2,50.10%
Pxdcl PX domain containing 1 0,73 4,00.10%
Rarb retinoic acid receptor, beta 0,72 5,50.10%
Rasgeflb RasGEF domain family, member 1B 0,71 4,50.10%
Rdhl6 retinol dehydrogenase 16 1,38 1,05.103
RGD1305733 - 045  5,00.10°
RGD1308706 similar to RIKEN cDNA 492152417 1,37  6,00.10™
RGD1310209 - 152  2,00.10*
RGD1562652 similar I histocompatibility antigen « chain cotton-top tamarin 0,06  1,00.10*
RGD1564865 similar to 20-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase 0,72  550.10*
Rgsl6 regulator of G-protein signaling 16 049  1,00.10*
Rgsl2h regulator of G-protein signaling like 2 homolog (mouse) 2,03 8,00.10*
Rpl101 ribosomal protein L10-like 1,56  5,00.10*
RT1-Ba RT1 class II, locus Ba 0,64 5,00.10°
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RT1-Bb RT1 class II, locus Bb 054  500.10°
RT1-Da RT1 class I, locus Da 064 500107
RT1-Dbl RT1 class II, locus Db1 0,59 5,00.107°
RT1-N2 RT1 class Ib, locus N2 2,63 500107
RT1-N3 RT1 class Ib, locus N3 1,65 55010
Sacs sacsin molecular chaperone 0,64 5,00.10°°
Sdrl16c6 short chain dehydrogenase/reductase family 16C, member 6 4,25  5,00.10°
Serpina7 serpin family A member 7 1,45 9,00.10%
Sez6 seizure related 6 homolog 1,58 5,00.107°
Slc13a2 solute carrier family 13 member 2 0,68 9,50.10%
Slc13a3 solute carrier family 13 member 3 0,67 5,00.107°
Slc17a4 solute carrier family 17, member 4 0,68 5,00.10°
Slcla2 solute carrier family 1 member 2 0,67 5,00.107°
Slclad solute carrier family 1 member 4 0,64 3,50.10%
Slc22a5 solute carrier family 22 member 5 0,69 5,00.107°
Slc25a43 solute carrier family 25, member 43 0,42 5,00.10°
Slc2al2 solute carrier family 2 member 12 0,67 6,50.10*
Slc9a7 solute carrier family 9 member A7 0,31 5,00.10°
Slpi secretory leukocyte peptidase inhibitor 0,5 5,00.10"
Smpd3 sphingomyelin phosphodiesterase 3 069  650.10*
Sppl secreted phosphoprotein 1 045  6,50.10™
Spsb4 splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 4 032  500.10°
Srd5al steroid 5 alpha-reductase 1 0,52 5,00.107°
Srebfl sterol regulatory element binding transcription factor 1 1,72 2,50.10%
Sstr3 somatostatin receptor 3 0,1 5,00‘10'5
St8sial ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1 0,4 5,00.107°
Stac3 SH3 and cysteine rich domain 3 1,73 5,00.107°
Stambpl1 STAM binding protein-like 1 05  500.10°
Tepl1ll t-complex 11 like 1 0,69 5,00.107
Tenm?2 teneurin transmembrane protein 2 0,31 5,00.107°
Thbs1 thrombospondin 1 062 45010
Timp3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 059  1,00.10*
Tmed3 transmembrane p24 trafficking protein 3 046  500.10°
Tmem30b transmembrane protein 30B 0,41 5,00.10°°
Tmem9 transmembrane protein 9 226  5,00.10°
Tnfaip3 TNF alpha induced protein 3 0,65 9,50.107
Tpd5211 TPD52 like 1 0,1 5,00.10°
Trim24 tripartite motif-containing 24 0,37 5,00.10'5
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Trim36 tripartite motif-containing 36 0,36 5,00.10°
Trip6 thyroid hormone receptor interactor 6 1,9 5,00.10
Tubb2a tubulin, beta 2A class Ila 1,8 4,50.10%
Ubd ubiquitin D 21,58 5,00.10°
Upp2 uridine phosphorylase 2 0,69 1,50.104
UST4r integral membrane transport protein UST4r 057  5,00.10°
Vipr2 vasoactive intestinal peptide receptor 2 0,3 5,00.10°
Wifdc21 WAP four-disulfide core domain 21 1,88  5,00.10°
Zfp39 zinc finger protein 39 059  1,00.103
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Endocrine disruptors (ED) are exogenous compounds that disrupt hormonal regulation and the normal
endocrine signaling systems, consequently affecting health and reproduction in animals and humans.
The role of ED on reproductive system development, early embryonic development and puberty was
mostly studied with a focus on ED interference with sex steroid hormones, while growing concerns also
links ED to metabolic disorders. Moreover, it is newly widely accepted that the impact of ED on parents
can also lead to the development of diseases on the offspring, as supported by the Developmental
Origins of Health and Diseases theory (DOHaD). However, direct, inter-, and transgenerational impacts
of an ED mixture at concentrations found in pregnant women were never evaluated in vivo. This work
is exploring for the first time those problematics on a rat model.

Rats (males and females) were exposed from gamete to adult stage (FO generation) to an ED mixture
(Bisphenol S, Triclosan, Methylparaben) through drinking water at two environmental doses (low and
high). Consequences of this exposure were studied on the directly exposed generation (F0) as well on
the indirectly exposed generation (F1) and the never exposed transgenerational one (F3). For each
generation, the impacts of ED on metabolism, reproduction as well as the impacts on the behavior and
brain structure were evaluated.

FO generation was found to be insulin resistant when exposed to the highest dose of ED mixture and
transgenerational alteration of mitochondrial liver function and structure were found for both doses for
all generation. Additionally, a disruption of the lipid metabolism pathways through generations was
suggested with evidence in mRNA transcription. Furthermore, hyperactivity was found for the FO
generation at both doses, as well as transgenerational brain structural modification for all generation.
Finally, a correlation between ED concentration exposure and female sterility was found on the directly
exposed FO generation.

Taken together, these results showed that an exposure to environmental concentrations of an ED
mixture could have consequences on multiple physiological processes across generations. However, the
underlying molecular mechanisms involved, and their interactions remain to be explored.

Key words: Endocrine disruptors, Metabolism, Mitochondria, Behavior, Reproduction

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont des composés exogénes qui impactent les régulations
hormonales ainsi que la signalisation endocrine physiologique, pouvant de ce fait entrainer des
conséquences sur la santé et la reproduction chez I'Homme et la faune sauvage. L'impact des PE sur le
développement du systeme reproducteur, le développement embryonnaire et la puberté a été
majoritairement étudié notamment autour de I'impact des PE sur les hormones stéroidiennes sexuelles,
tandis que de nombreuses études suggerent un lien entre PE et troubles métaboliques. De plus, il est
nouvellement accepté qu’une exposition aux PE sur les parents pourraient entrainer des pathologies sur
les générations suivantes, comme le suggere la théorie du « Developmental Origins of Health and Diseases
theory » (DOHaD). Pourtant, les impacts directs, indirects et transgénérationnels d’un cocktail de PE a
des concentrations retrouvées chez des femmes enceintes n’ont jamais été évalués in vivo. Cette these
explore pour la premiere fois 'ensemble de ces problématiques sur un modele de rat.

Les rats (males et femelles) ont été exposés par I'eau de boisson du stade gamete a adulte (génération
F0) a un cocktail de PE (Bisphénols S, Triclosan, Méthylparabéne) a deux doses environnementales
(faible et forte). Les conséquences de cette exposition ont été étudiées sur la génération directement
exposée (F0) ainsi que les générations indirectement (F1) et transgénérationnellement exposés (F3). Pour
chaque génération, les impacts des PE sur le métabolisme, la reproduction ainsi que le comportement
et les structures cérébrales ont été évalués.

Une insulino-résistance a été retrouvée pour la génération FO exposée a la plus forte dose du cocktail de
PE et une altération du fonctionnement et de la structure de la mitochondrie hépatique a été retrouvée
pour les deux doses d’exposition pour l'ensemble des générations. De plus, des atteintes du
métabolisme lipidique sur les différentes générations semblent étre mises en évidence par le
transcriptome hépatique. Egalement, une hyperactivité a été observée pour les deux doses de la
génération F0, ainsi que des modifications transgénérationnelles de la structure du cerveau pour toutes
les générations. Enfin, une corrélation entre les concentrations d’exposition aux PE et une stérilité
féminine a été retrouvée pour la génération FO.

Dans l'ensemble, ces résultats suggerent qu'une exposition a des concentrations environnementales
d’un cocktail de PE pourrait entrainer des impacts multiples sur les différents systemes physiologiques
et sur plusieurs générations. Cependant, les mécanismes moléculaires de ces polluants et leurs
interactions restent a étre explorés.

Mots clés : Perturbateurs endocriniens, Métabolisme, Mitochondrie Comportement, Reproduction
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