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REMARQUES CONCERNANT CE DOCUMENT

x La mise en forme de ce rapport, hormis sa partie scientifique et
les annexes, doit étre respectée. Ce format imposé permettra au
SRP une <copie automatique vers
interne ou externe.

x Merci de limiter la taille de votre document a 8M

x Votre rapport doit nous parvenir sous forme électronique sur CD
ainsi que sous format papier en 5 exemplaires au moins pour le
responsable du programme et en 1 exemplaire pour son
animateur scientifiqgue, en reeterso, interligne simple, sans
couvertwme plastigue ni  spirales. Des exemplaires
supplémentairesa la charge du ou des bénéficiaire(s), seront
eventuellement demandeés (art. 4 de la convention).

x Les versions électroniques des résumeés et de la synthése de votre
rapport doivent impérativement m® parvenir sous format
modifiable rtf afin de pouvoir étre réutilisés pour valorisation ou
publiés (apres relecture de votre part), ainsi que sous format pdf
(art. 4 de la convention).

xLes documents de ce rapport, e
confidemt i el | e, serviront aussi b i
gue pour la valorisation des résultats.
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SYNTHESE
(destinée aux utilisateurs et gestionnaires publics)

Expositions gestationnelles et postnatales a la génistéine et a la vinclozoline,
seules een association;, des doses compati bl es a
alimentaire humaine chez le rongeur: effets a différents stades du

d®vel oppement, identification des m®
plusieurs tissus et organes cible, devenir des substancesdans or gani s me

PROGRAMME PNRPE2005

Responsable scientifique - Jacques AUGER

Partenaires scientifiques - Marie Chantal CANIVENGLAVIER
- Martine PERROTAPPLANAT
- René HABERT
- Jean Francois SAVOURET
- Jean Pierre CRAVEDI
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En francais

CONTEXTE GENERAL

Depuis plusieurs décennies, le risque pour les étre vivants que pourrait comporter la présence dans

| 6environnement de compos®s chimiques issus des
actions de recherche soutenues par des instituitibernationales et nationales. Plus récemment,

| 6attention sbéest port ®e -génommesexénohmrmbnessou X € o mp o s R

perturbateurs endocriniens (PE3} us cepti bl es de mi mer | 6action des
effets activateurs ounhibiteurs mais aussi pouvant interférer avec le systéeme hormonal en altérant le
transport, |l a synth se ou |l a d®gradation des hor
et moléculaire des PE a beaucoup progressé au cours des dix denméessgrace a des modéles
vitrof ai sant appel ° |l a biologie cellulaire et mol @

nombreuses études expérimentales, le plus souvent chez le rongeur, plusieurs PE se sont révélés agir
sur les tissus et ganes de la reproduction notamment male du fait de leurs propriétés oestrogéniques
(féminisantes) ou antiandrogéniques (démasculinisantes). Il faut cependant noter que ces travaux se

fondent sur des conditions tr imsvirkduiovigmasalers de | 6 e
un seul compos® test®, © dose ®l ev®e dans des f e
n®onatal, etcé). Par aill eur s, et au cours des v
delareproducton m©l e dans plusieurs esp ces, Yy compris
cancers du testicule, anomalies du d®vel oppement
sperme, é) faisant suspecter | e possible rtle des
L6®val uated othesduPRE ipsogwr | a sant® de | 6homme reste
la difficult® de caract®riser des expositions mu
approche invasive. Rares sont |teexpd®itonaueREec hez | 6

anomalies de la santé. Aussi les organismes institutionnels ont proposé au cours des cing derniéres
ann®es que soient d®vel opp®s des projets plus or

chroniques a faibles des, multie x posi ti ons, ¢é) et | 6®valuation du
effet fondament al et urgent de mieux ®valuer | 6i
développement, la santé et le comportement des individus. Il est tout aussintg®peéciser les
possi bl es m®cani smes dbéaction, faisant si n®cess
chimi ques (pesticide, migrant dobéemball age, pollu
oestrogénes par exemple) auxquellashiemmes sont aussi exposésleur alimentation.

Dans cette perspective, m°me si aucun mod | e exp
humai ne aux PE (notamment par rapport aux source
nousavons d®vel opp® un mod |l e original dans | e but
rapprochant des conditions do6expo sdedtrogéne,laal i ment a

g®ni st ® ne, pr®sent dans |oagcida antendrogniqueyla ( soj a, p
vinclozoline*, contaminant alimentaire avéré, ont été administrés par gavage, seuls ou en association,

de la conception a I'dge adulte chez le rat, soit a des doses faibles inférieures a celles réputées sans

effet, c'est a d& proches des conditions d'exposition environnementale, soit a des doses plus élevées
proches des conditions d'exposition de type pharmacologique ou toxicologique.

Ce modéele a permis d'étudier les conséquences sur la fonction de reproduction élalésrtil

ani maux mOGl es expos®s. Cblest pour |l es rats ayant
vinclozoline © faible dose que | e plus dobéeffets
principalement déun reéesardoéodaod@Vélespmamentscopi o
mi croscopiques de | a voie g®nitale, dobéalt®ration
déune diminution de plusieurs indices de fertild.@i
* |l est a noter que la vinclozoline notamment du fait de sddrgs utilisation en agriculture et viticulture et

des risques potentiels pour |l a sant® humaine a r ®cemn
sur | e march® au 1 janvier 2007 et damneldui2dmiatse doéut il
2007) . 1 néen reste pas moins que cette mol ®cul e den

contamination au travers de produits importés est toujours possible.
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OBJECTIFS GENERAUX DU PROJET

Les objectifs généraux du programme@p o s ® dans | e cadre du PNRPE2O0O
données de la littérature récente et les résultats originaux acquis darétladprbrievement
rapportésecd e ssus, i ndiquant de possi bl emviveaffafbles s n®gat
doses

- D®t erminer |l es impacts doun m®l ange ~ faibles ¢
tissus et organes régulés par les androgenes et/ou oestrogénes (appareil reproducteur, mais aussi,
cartilage, glandes salivaires, glande mammaire),

- Etudier la part respective des expositions gestationnelles/ lactationnelles et adultes dans les effets
observ®s chez | 6adul t e,

- Evaluer si les expositions a doses faibles chez le pére ont un impact dans la descendance (en
premiere génération),

- Tenter de préser les mécanismes en cause,

- Compl ® er | es donn®es sur | e devenir dans | 6or ¢
molécules et/ou de leurs métabolites, notamment lorsque vinclozoline et génistéine sont associées.

QUELQUES ELEMENTS DE METHODOLOGI E (ET EVENTUELLES DIFFI CULTES RENCONTREES)

Le programme proposé reposait principalement sur une exposition aux deux composés, isolément ou

en association (1mg/ kg/jour, par voie orale) per
tempsvariecslu d®vel oppement selon deux HFoourdhc-i t ®s dbe x|
dessous.

Figure 1. Protocole principal dbéexposition chez
F1= premiére génération exposgE2 : deuxieme génération non exposée issue de peres exposes

(1mg /kg/jour) Thémes majeurs

Exposition Gestation — Lactation m  Tractus urogénital male,

T+ 1 F @\ P2 X fertilité, testicule adulte

Mise
bas ¢ e Adulte Adulte Testicule feetal
et néonatal

| Jo J21 J110 J110 Glandes salivaires,

Al comportement alimentaire
Exposition

Gland -
Exposition Puberté — Adulte alce Mammalre
®\ F2 \ Cartilage

Adulte Adulte Métabolisme et devenir des
composés dans l'organisme

J50 J110 J110
I

Exposmon \ Sacrifice et préievements d'organes

® Croisement male exposé x femeiie non exposée

En relation agc la question actuellement débattue de possibles effets transgénération aprés exposition
a des perturbateurs endocriniens, le programme prévoyait de rechercher de tels effets dans la
génération F2 non exposeée issue de males exposés.
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Danslebutdemieux o mpr endr e | es possibles m®cani smes doba
| 6utilisation de di ver s mo:doursa@lidéepqurlesréoepteutsa ux Cc O
aux oestrogenes et aux androgénes, approches viarigge, approches emiques » (moléculaires)

et ®tude du devenir des mol ®cul es dans | dorgani s
Le programme prévoyait également une exposition cettefois cont i nue, de | a conc
adulte avec des doses environnementsaihilaiesaux 6 est
doses doexposition humaines, pour ®tudier | es m°

Malheureusement la complexité de ce protocole se poursuivant sur de nombreux mois du fait de

| 6®1 evage de deux n o udificultEseoganigalan@itesdt devratardsddnd i ® e

|l es financements ndéont pas permis de r®aliser ce
maniére élargie dans le cadre du programme CIME (PNRPE 2008) débutant fin 2009 compte tenu des
résultatdu présent programme.

RESULTATS OBTENUS

Nous rapportons alessous les résultats principaux pour chacun des tissus, organes, fonctions étudiés.
Une sélection de quelques uns des résultats les plus marquants est présentée a la Rigden&.la

Appar ei | g®ni t al mO©l e en p®riode fital e, n®onat al

- Seuls les nouveauxés ayant été exposés durant la gestation a la vinclozoline présentent une
réduction significative du nombre de gonocytes (cellules germinales primordieliss)

probabl ement transitoire car |l ors de | 6expositi
spermatozopudes © | dage adulte nbest pas modi f i ¢
nbest plus retrouv® en pqgstf Vdedamgénistéind assogiérmiast ®i n e .
vinclozoline sur | e nombre de gonocytes en p®ri
au m®l ange est mai nt eétuded dgnace cps & producbo®dee adul t e
spermatozoides estréduiteenvit  de moi ti ®. Ce r ®sultat sugg re

différents de la génistéine sur le testicule en pré et postnatal.

- Etudiantin vitro les effets de la génistéine sur la sécrétion de testostérone et le nombre de
gonocytes grace aunsystemedetuur e de testicules fitaux de so
développement, il a été trouvé que la génistéine induit une diminution de la sécrétion de
testostérone de fagon temps et dose dépendante dans les testicules de 12,5 jours apres la conception
enréd ati on avec une diminution de | 6expression de
testost® rone. Cet effet nbdest pas retrouv® sur
Dans ce méme modele, aucun effet de la génistéine sumbmoe de gonocytes nobes:
résultat allant dans le méme sens que les donméas en néenatal.

- L6®tude des possibles m®cani smes dbéaction de | &
testicules de souris invalidées pour les réceptaxastrogénes alpha ou béta montre que
| 6i nhibition de |l a synth se de testost®rone i nt

oestrogenes alpha.

- Utilisant des approches variées| usi eur s sp®ci fic ®
testicule fital ont ®t® identifi®es: 1) |l es anct
cellules germinales fitales, 2) |l e r®cepteur de
mais non dans les cellules de Sertoli pendant laviet al e (1 6i nver se est obse

it ®s maj eures de

- Seule une minorit® dbéani maux expos®s pendant |
vinclozoline pr®sentent des anomalies du d®vel
destesticue non descendus sugg®rant | 6absence de mo
hormonale cruciale pour le développement de la voie génitale et des mécanismes complexes
présidant a la descente testiculaire. En revanche, pendant la méme période, une exyposition

€Y ~ AN
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deux molécules induit des anomalies du développement urogénital dans un tiers des cas suggérant
une synergie doéef f et s.invMaeh menatal eiuvirermenrnt, {dass an:
permis de d®gager des pi sstiebsl esnuerntl eesn nm@ucvarne slnoers
| 6exposition combin®e.

Expositions pendant la gestation/lactation, conséguences sur la puberté chez le male

- La pubert® est significativement retard®e dans
significatif avec la vialozoline et la génistéine associée a la vinclozoline.

- Lors de la lactation, les ratons continuent a étre expasés lait. En effet, il a été montré dans ce
programme que la vinclozoline et/ou ses métabolites sont éliminés par le lait. La vinelozolia s t
pas retrouvée en tant que telle, en revanche, ses métabolites, M1 et M2, actifs en matiere de
perturbation endocrinienne, sont retrouvés dans le lait et dans les échantillons de sang. M2 est le
métabolite principal dans le lait, M1 est le métalegtitincipal dans le sang. Le profil des résidus
dans le sang des ratons est similaire a celui des méres et différent de celui du lait. Les
concentrations en M1 et M2 semblent diff ®rent es:s
(vinclozoline seule ou associéeec de la génistéine). Les concentrations en génistéine du sang des
méres et du lait sont relativement faiblescenséquence, les concentrations en génistéine du sang
des ratons sont basses.

Effets différentiels des expositions pendant lagestatioa/lc t at i on ou de | a pubert
sur | 6apparei.l g®ni t al mOl e adulte et | a fertildi
- Les alt®rations de | 6appareil reproducteur et
comparaison beaucoup plus modestes pour les expositions gestadtiafiaat puberté/adulte
compar ®es ° ce qui a ®t ® trouv® pour 11 d6exposi-t
étude).

- Lébexposition gestation/ | act atimptamatoaes chazdest e | a fr
femelles témoin croisées avees males exposés a la génistéine seule ou associée a la vinclozoline.
Lébexposition pubert®/ adulte di minue |l es poids (
et | a production de spermatozopdes ogaton.r | a g®ni

Ainsi il semblerait que | ors dbébune exposition

Soit une « imprégnation » permanente affectant tous les stades du développement qui provoque le plus

dédanomal i es de badwukeperodDenhbsoneshemnbitions, | es

sont observés pour le mélange des composés.

Ce travail a aussi ®t® | d6occasion de disposer de
testiculaire (étude des ARN messagersugbrtéome (étude des protéines) des spermatozoides

®pi di dymaires apr s une exposition continue de |
génistéine et de vinclozoline et & leurs associations grace au matériel conserve-dauldepré

Des modfications des profils d'expression des ARN messagers testiculaires ont été trouvées pour les

di ff® rentes modal it®s dbéexposition. 1 exi stait
et le nombre de genes modifiés selon les différentesséigns. Les génes induits appartenaient a la

famille de genes impliqués dans les interactions neuroactive {igaegteur en liaison avec des

facteurs hormonaux (par exemple FSH/FSHR, PPAR et leurs récepteurs). Toutes les modalités
d'exposition diminuant les niveaux des ARN messagers impliqués dans la fonction ribosomale

indiquant une possible réduction globale des synthéses protéiques.

Compte tenu de son co%t, | 6®valuation des possib
étélimitteaune exposition ° dose interm®di aire de Vi nc
continue © ce compos® de |l a conception © | 860ge a
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protéines du spermatozoide notamment des enzymes impliquées databldisme énergétique du
spermatozoide, des protéines impliquées dans la mobilité et dans la capacitation des spermatozoides
(la capacitation est | densemble des processus co
fécondation). Ces modifications pournai@xpliquer, au moins en partie, la diminution de la fertilité

observée chez les rats exposés.

Effet de | 0exposition penldngentamhage gest ati on/ | act a

- Lébexposition " |l a g®ni st ® ne monlulesalelagiaadea ug me n't
mammaire en période pubertaire.

- Lébexposition © |l a vinclozoline et au m®l ange g¢¢«
| 6anatomie microscopiqgue de |l a glande mammair e
variations deéceptivité hormonale.

Effet de | dexposition pendant | a gestation/ |l act a

- Les premiers r®sultats montrent | 6existence de
induites par la vinclozoline et la génistéine aux faiblessldses queues sont cannelées, avec la
présence de nodules au toucher, régulierement répartis sur toute la longueur de la queue.

- Les corps vert®braux et |l es disques intervert ®I
microscopique de préparations coloréesitr®la présence de tissu cartilagineux non en place sous
|l a forme de nodules de part et dbéautre des di st

Ces r®sultats inattendus seront | 6objet de trava
(PNRPE2008).
Effets différentielsdesexp si t i ons pendant |l a gestation/ |l actati

sur le comportement alimentaire et les glandes salivaires

- Une exposition périnatale augmente les préférences au sucré chez les méles immatures, traduisant
une féminisation du comportee nt al i ment aire. Cet effet dispar e

- Une exposition de |l a pubert® ° | 60ge adulte i nc
préférences au sucré, chez les males uniguement.

- Chez les méles, les différentes expositions matifie | 6 anat omi e mi croscopi qu
salivaires.

Ce travail a permis doéidentifier | es glandes sal
ensemble, les résultats confirment que des PE, ici la génistéine et/ou la vinclozoline, féactent a

les préférences gustatives et que ces effets ne sont pas directement associés a une modification des

taux de leptine circulants. Les effets sur les glandes salivaires semblent corrélés avec les effets sur les
perceptions gustatives. Danstouslessc, | es ef fets sont major®s | or s

Effets observés en seconde génération

- Les rats de deuxieme génération, males et femelles non exposés, descendant de péres exposés a la
vinclozoline présentent aussi des queues créneléesaisnes cas,

- Pour Il es trois types dbéexpositions, |l es femel]l e
péres exposés ont une tendance a préférer le sucré en comparaison aux témoins,

1C
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- Enfin, des anomali es de | &Geaveesandeuxitme géndgrationdanc t e u I
exposeée lorsque les peres avaient été exposés pendant la gestation/lactation mais aussi lors
déexposition des p res de | a pubert® ° | 60ge ac
production de spermatozoides p@s &nimaux issus de péres exposeés a la vinclozoline seule ou a
l a vinclozoline associ®e " | a g®nist®i ne de | a

La Figure 2 ci-dessous présente quelques uns des résultats marquants de ce programme
multidisciplinaire.

Fgur e 2. S®l ection de r®sul tats illustrant | 6i mj
a une faible dose de génistéine et/ou de vinclozoline sur plusieurs tissus, organes, fonction ou
comportement.

Exposition gestationnelle et lactationnelle ou de la puberté a 'age adulte
a des doses faibles (1mg/kgljour) de génistéine (G) etlou de vinclozoline (V)

V, G et GVors de I’exposition
périnatale # les préférences
au sucré chez les males
immatures

V, G et GV lors de
I'exposition post-puberté
Mles préférences au sucré
chez les males adultes

G, V et particuliérement GV
modifient I’'anatomie
microscopique des glandes
salivaires

V % le nombre de gonocytes en néonatal mais cela ne modifie pas |a production de
spermatozoides. G modifie transitoirement la synthése de testostérone au début du
développement testiculaire par I'intermédiaire des récepteurs alpha aux oestrogénes.
GV induit des anomalies du développement urogénital dans 1/3 a 1/4 des cas

V et GV retardent la puberté. L’exposition des ratons continue au cours de |a lactation:
les métabolites M1 et M2 de V et G sont retrouvés dans le lait et |le sang des ratons

L’exposition gestationnelle et |actationnelle a G, V et GV a un nombre limité d'effets sur
I'appareil génital male adulte et la fertilité tout comme I'exposition de la puberté a I'age
adulte alors qu’'une exposition continue de la conception a I’age adulte a de nombreux

V et GV induisent effets négatifs sur I'appareil reproducteur et |a fertilité particuliérement avec GV
des malformations

morphologiques

des queues G & |a prolifération épithéliale de la glande mammaire en période péri-pubertaire

V et GV modifient I’'anatomie microscopique de |la glande mammaire a la puberté.
Ces modifications impliquent des variations de réceptivité hormonale.

Au total,

Ceppgramme multidisciplinaire a permis de montrer
doses relativement faibles de génistéine et de vinclozelbsien que non environnementales pour
cettederniereper t ur bent | 6or gani Sear$tissunet ceganed saumisades t i on

régulations par les hormones stéroides, certains résultats comme la formation de nodules
cartilagineux ectopiques ou les effets sur les glandes salivaires étant trés inattendus. Il est clair que

| 6associ atilensm thedumel Pesa effets tout comme | a fe
sous jacents sont en cours do®tude et sbav rent
deuxi me g®n®r ation aussi indiquent agque quelle (¢
retenti ssement non nul sur | a descendance. Léens

guestionne les schémas classiques de relation - linéaire qui auraient du conduire a la quasi
absence dbéeffets compte marntd®gadesnentuticlsi O a <
de ces molécules le plus souvent considérées du seul point de vue de leurs propriétés oestrogénique

11
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et antiandrogénique dans des modalités expérimentales pouvant étre trés éloignées du modéle ici
développé. La littérre indigue que ces molécules ont des propriétés multiples autres que celles
dé6°tre des perturbateurs endocriniens. Pour cet
du mod |l e utile pour | 6®valuat i ocpadswontsougifue pour
poursuivre et étendre le travail engagé dans de nouveaux programmes notamment a la recherche

des modes dobébacti on, certains encore en cours dboa

| MPLICATIONS PRATIQUE S, RECOMMANDATIONS , REALI SATIONS PRATIQUES, VALORISATION

PARTENARIATS MIS EN P LACE , PROJETES, ENVISAGES
Programme CIME (PNRPE 2008) dont les objectifs sont dans la continuité du présent programme.
POUR EN SAVOIR PLUS (QUELQUES REFERENCES)

Cravedi JP et coll. Le concept detpgation endocrinienne et la santé humalhédecine Science
2007 23:19804

Quelques références Internet

www.ecologie.gouv.fr/Programridationatde-Recherche.html

www.inrs.fr/INRSPUB/inrs01.nsf/IntranetObjeetccesParReference/ED%205008/$File/Visu.html

www.afsset.fr/upload/bibliotheque/771953541745249614035691288700/11 perturbateurs_systeme_e
ndocrinien.pdf

www.afssa.fr/Documents/NURaPhytoestrogenes.pdf

LISTE DES OPERATIONS DE VALORISATION ISSU ES DU CONTRAT (ARTICLES DE VALORISA TION,
PARTICIPATIONS A DES COLLOQUES, ENSEIGNEMENT ET FORM ATION, COMMUNICATION ,
EXPERTISESE )

PUBLICATIONS SCIENTIF IQUES

Pulications scientifiques parues 4

Publications scientifiqgues a paraitre 1

Publications scientifiques prévues 13
COLLOQUES

Participations passées a des colloques 11
Participations futures a des collogues

THESES
Théses passées 4
Théses en cours

ARTICLES DE VALORISATIO N-VULGARISATION

Articles de valorisation parus
Articles de valorisation a paraitre
Articles de valorisation prévus

AUTRES

Pr ®ci sezé
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RESUMES

En francais

RESUME
% al page

Une ®tude pr ® i mi na iour®onde tagénist@ne, phydesiregént erésencdansib i n
| 6al i mentation humai ne, et , de | a vinclozoline
contaminant alimentaire reconnu, sur | dapparei
dansde conditions proches de | 0exposition humain
sans effet, 1mg/kg/j pour chaque, combinaison des deux molécules) a mis en évidence plusieurs
altérations de la reproduction, notamment avec le mélange des@mpos L6 obj ect i f pri
programme de recherche multidisciplinal 6®tudpr
des effets et possibles m®cani smes dbéaction de
niveau de plusieurs organdgiesus cible des hormones stéroidiennes (appareil génital méle, glande
mammaire, glandes salivaires, cartilage) sel on
p®r i ode allant de | a pr®pubert® protocbles©ge adul t
déexposition principaux chez |l e rat, des mod |
une étude du transfert et du devenir des composés notamment pendant la lactation. Des approches
variées ont été utilisées, approches actuellda dielogie cellulaire et moléculaire, bioinformatique,
méthodes plus usuelles de la toxicologie de la reproduction, etc. Nous rappedessotis quelques

uns des r®sultats | e sinuyelodla vinelozglineidiminue ehombde. L 6 e X
gonocytes dans la période néonatale sans conséquence a long terme sur la production de
spermatozopdes. D6bune mani re g®n®r al e, l es ex
pas sur la stéroidogénése en période néonatale. Des anamRliese | oppement al es de
reproducteur male, principalement des testicules non descendus, sont observées pour environ 1/3 des
animaux exposés au mélange. Les petits continuent a étre exposés au deux composés pendant la

| actati on. lest pas déteatée damsdel lait ouadang 16 sang des ratons, seuls les

m®t abol ites actifs M1 et M2 de Il a vinclozoline
lactation a la vinclozoline ou au mélange retarde la puberté chez le méle. Les troiggsodali
débexposition f®minisent | e comportement ali men
| 6hi st ol ogie et | a vitesse de maturation des ¢
séverement le développement pubertaire déatadg mammaire. Curieusement, il a été trouvé que

| 6exposition ° | a vinclozoline ou au m®l ange i
paravertébraux. Un poids épididymaire diminué et une moindre production spermatique ont été trouvé
chez les males exposés de maniére chronique a la génistéine ou a la vinclozoline a partir de la période
postlactation, alors que | 6anomalie de |l a repr
gestationnelle/lactationnelle consistait en une augmen@é®maux de pertes pastplantatoires lors

du croisement des males exposés avec des femelles témoin. Enfin, des formations ectopiques
paravert®brales, des anomalies du comportement
observées en deuxiérgénération non exposée issue de peres exposés. Les premiers résultats sur les
modes dbédaction produisant | es effets rapport®s
l es d®finitions de | a pertur batleiles modiicatdrsc r i ni en
trouv®es du transcriptome testiculaire adulte.
cours dans la plupart des équipes. En conclusion, ce programme multidisciplinaire est a notre
connaissance le premier montrant de m@nconcomitante des altérations notables de la physiologie

de plusieurs organes en réponse a une exposition a dose alimentaire de génistéine et/ou une dose
faible, inférieure au NOAEL, de vinclozoline, principalement aprés une exposition gestationnelle et

lactationnelle mais aussi avec une exposition-postc t at i onnel |l e jusqudé”™ | 60ge

MOTS CLES

Cartilage, comportement alimentaire, faible dose, fertilité, génistéine, gestation/lactation, glande
mammaire, glandes salivaires, métabolisme, rexipiogtion, perturbateurs endocriniens,
phytoestrogene, testicule foetal, tractus génital male, toxicologie, vinclozoline, xénohormones.
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In English

ABSTRACT
Y%-1 page

A preliminary study in the rat investigating the male reproductive effects of an exposiuee t
phytoestrogen genistein and the antiandrogenic fungicide vinclozolin with a design approximating real
world exposures (low doses, 1mg/kg/day for each, dietary exposure from conception to adulthood) has
indicated numerous detrimental effects of thmpounds, and more markedly their mixture, on the

male reproductive tract and fertility. Starting from a similar experimental design, the main objective of
the present multidisciplinary project was the investigation of the effects and mechanisms offaction o
low-dose genistein and/or vinclozolin in several organs and tissues according to whether the exposure
was gestational/lactational or from prepuberty to adulthood. The program was based on main exposure
protocols in the rat (similar to the protocol usedtie pilot study) and side experiments using a

number of molecular, cellular or analytical approaches. We report below some of the mainimesults.
uterovinclozolin exposure decreases the number of gonocytes in the neonatal period. This does not
seem taesult in modified sperm production. Overall, gestation/lactation exposure to genistein and/or
vinclozolin does not affect the steroidogenesis in the neonatal period. Developmental anomalies of the
male reproductive tract, mainly undescended testis, @eradd for about 1/3 of animals exposed to

the mixture. Pups continue to be exposed to both compounds during the lactation. Vinclozolin is not
detected in milk or pups plasma: M1 and M2 vinclozolin metabolites are the active compounds
detected. Gestatiom#ttation exposure to vinclozolin and to the mixture delays the male puberty onset.
The three exposure modalities feminize the food behaviour of the males in thectatgin period,

alter the microscopic anatomy and the maturity of the salivary glatidswiender effect and they

severely disrupt the pubertal development of the mammary gland. Intriguingly, exposure to

vinclozolin or to the mixture was found to elicit ectopic chondrogenesis in the paravertebral region. A
diminished epididymal weight anaddreased sperm production was found in the male adults exposed

to genistein or vinclozolin from the postlactation period, while the most important anomaly found in

the male adults that have been exposed during the gestation/lactation period was armdl ipostas
implantation rate after crossing with control females. Finally, several anomalies related to the
cartilage, male genital tract and food behaviour have been observed in the second unexposed
generation stemmed from exposed fathers. At the low destsltthe modes of action in the tissues

and organs studied appear especially complex, as illustrated by the modifications of the testis
transcriptome in the adult, and their deciphering is still ongoing. To our knowledge, this is the first
multidisciplinay study providing evidence that low doses of genistein and/or vinclozolin, albeit not
environmental for this last compound, are able to concomitantly disrupt the physiology of various
organs and tissues mainly as the consequence of a gestational/laceagpmsure but also after a

chronic postlactational exposure.

KEY WORDS

Cartilage, endocrine disruptors, fetal testis, fertility, food behaviour, genistein, gestation/lactation, low
dose, male reproductive tract, mammary gland, metabolism-explisure, phyteestrogens, salivary
glands, toxicology, vinclozolin, xenohormones
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RAPPORT SCIENTIFIQUE

Convention n°: MEDD CV0500147

Titre du programme: Expositions gestationnelles et postnatales a la génistéine et a la vinclozoline,

seulesetenasdaton,” des doses compatibles avec | bexposit
rongeur: effets ° diff®rents stades du d®vel oppe
de plusieurs tissus et organesneci ble, devenir de

Responsable scientifique Jacques Auger
Responsables des équipes impliquées

Equipe = J. Auger, Hopital Cochin, Paris en collaboration avec D. Vaiman, Institut Cochin,
Université» Paris5, Paris : Appareil reproducteur male adulte et fertilité;
Equipe2 R. Habert, CEA, Fontenay aux Roses: Testicl
Equipe 3 M.C. CanivenelLavier, INRA, Dijon: Glandes salivaires, comportement alimentaire,
appareil génital femelle;
Equipe 4 M. PerrotApplanat, INSERMCHU St LouisParis: Glande mammaire/
angiogénese, utérus;
Equipe 5: J.F. Savouret, UMRS347, INSERM ; UFR Biomédicale Saints Péres, U. Paris Descartes:
Cartilage;
Equipe 6. J.P. Cravedi, INRA, Toulouse Devenir des compos®s dans | 0O«

Organismegestionnaire desrédits : DR INSERM, ParisbSainteAnne
Organismes partenaires APHP, Université Paris5, INSERM, INRA

Participation accordée par le PNRPE 200000 euros TTC
Durée: 36 mois

Introduction, résumé du programme soumis

Un nombre croisasamntded®doases eti dées fen°tres dobe

conditions dbébexposition humaéstnogéndcantnurgdarsnt que | a
| 6al i mentation humai ne et |l a vinclozoline?*, fong
recurrent, exercent des effets sur | e d®velopperl
r®gul ation hormonale. Jusquoé” pr®sent, une part
pour | a g®ni st ®i ne etoulrd apap avrienicll orzeop ri ondeuterd| eau rp ®&mn @

étant la plus étudiée.

Unepré®t ude men®e chez |l e rat (conditions proches
adulte, doses réputées sans effet, combinaison des deux molécules) ®indgu e | 6associ at.
génistéine/vinclozoline occasionnait des effets délétéres variés sur le développement et la fonction de
reproduction méale (Eustache et al., Andrologie 2003).

Aprés ce premier travail, ou les effets observés sur le développementogtdgons reproductrices

MmOl es r®sultaient dbébune exposition continue tout
pour des doses similairesa part respective des p®riodes doexpc
lactationet,ded pr ®pubert® jusqud” | 6©ge adulte. Dboéautr
trouvés pour des doses faibles, la question que nous nous sommes posée était de savoir si de telles
doses ®taient susceptibles dmsaumerédulatiorber dobdautres

oestrog®nique et/ ou androg®ni que, -@ueanodsant que (¢
avaient alerté (modifications du comportement social, malformations dentaires et du rachis, anomalies
de | 6appareil reproducteur femelle).
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Cést pourquoi dan |l e cadre du programme soumi s
tout dbéabord propos® déoexposer des rats au cours
fonction reproductrice moOl endrernotreqacherche & destissus, ons au
organes et fonctions cible des hormones st®ropdi

male: glande mammaire, cartilage, glandes salivaires et comportement alimentaire.

De plus, et en relation avecdaestion actuellement débattue de possibles effets transgénérationnels
apres exposition a des perturbateurs endocriniens, le programme prévoyait de rechercher de tels effets

dans | a g®n®ration F2 non expos ®eadecheragherde mOl e s
do®ventuels effets de perturbations toxicologiaqu
comprendre |l es possibles m®cani smes dbdéaction, | e
expérimentaux complémentaires, in vitro, ctegduris KO pour les récepteurs aux oestrogenes et aux

androg nes, et , | 6®t ude du devenir des mol ®cul es

Enfin, les modifications phénotypiques diverses observées dansdtudecet jamais rapportées pour
des expositions a faible dosmit au long de la vie posaient les questions de relationsdefet

possi bl ement non | in®aires et en relation avec d
| 6association g®nist®i ne/vinclozolinedepouvant in
signalisation avec de surcro’ t, de possibles m®c
continu.

Aussi, il nous a paru opportthe t ent er de di sposer de donn®es de
«omiques» pour juger des impacts moléculaire des expositions prolong®es

sbapprocher ddéun ®valuation du risque pour | dhon
de | a conception ° | 6©ge adulte aux deux mol ®cul
nveww x doexposition encore plus faibles, voisins ¢

humaine. Malheureusement pour des questions de logistique, cette exposition a trés faibles doses en
continu nbéa pu °tre f aiogranme EIME (ENRPE2008;tCooedinatricen d ui t e
M.C. Canivenelavier) faisant suite au programme présent.

* || est a noter que la vinclozoline notamment du fait de sa trés large utilisation en agriculture et

viticulture et des risques potentiels pour la santéhime a récemment été interdite en France dans le
cadre du Grenelle de | 6Environnement (Retrait dboé
fix®e au 31/12/2007; J. O. nA 71 du 24 mars 2007)
autorisée dans de nombreux pays et que la contamination au travers de produits importés est toujours
possible.

Résultats acquis au cours du Programme PNRPE20

Afin de faire ressortir | é6i mpact des diff ®rentes
fonctions étudiés, mais aussi le travail des différentes équipes et leurs collaborations, nous choisissons
de rapporter nos résultats en fonction des périodes successives du développement.

A. Exposition gestationnelle et en période néonatale a la génistéiet/ou a la vinclozoline effets
sur | a mise en place et | e d®vel oppement du t e:¢
possibles mécanismes (Equipe 2 principalement et Equipe 1)

Le programme de | 6Equi pe 2 s o usisait daétudierleseffetsi on d
de | 6exposition 7 |l a g®ni st @iutaresuréetddveloppermnentida v i nc |
testicule fi1tal et n®onat al et © analyser |l es vo

Dans la synthése des réststobtenus par les différentes équipes, il nous a semblé intéressant de
mettre en correspondance | es r®sultats de | 6EquI
adulte et la production spermatique (bien que nombre de gonocytes in égtereerspermatiques ne
soient pas des donn®es strictement comparabl es).
rapportant sont présentésagres.
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A.1. Effet sur le nombre de gonocytes cons®quences ~ | 6©ge adulte?

- Chezlerat nouvean€, aucungl i f f ®r ence mor phol ogi gue nbda ®t®
et |l es rats expos®s pour | es trois modalit®s d

- Les nouveaux nés ayant été exposés durant la gestation a la vinclozoline présentaient une
r®duction signi f iunanbredegonpaytés@uresrl) r oh 6 2R ppsdt i on
g®ni st ®i ne ®tai't sans eff et et , de mani re int
lorsque la génistéine était associée a la vinclozoline.

1. Léeff et de slrimultiplcatoh deg gohocyteesemble transitoil@sque
| 6exposition nbest pas poursuivie au del ™ de
vinclozoline durant la gestation et la lactation une réserve spermatique non différente de celle
observéecle | es rats t ®moi n (Tdbeaud)®e mémeeffetl 6 Equi pe
transitoire est retrouv® avec Ideadelalactationz ol i ne
et jusqud” | 6©6ge adulte, comme | e desaugg rent |
réserves spermatiques similaires chez les rats témoins et les rats exposés en continu a la
vinclozoline: ceci suggére un mécanisme adaptatif positif en relation avec la poursuite de
| 6exposition,

2. La génistéine seule a la dose utilisée sembleeféatssur la prolifération des cellules

germinalesennéonatalt ~ | 6sCigel Gaedxupdadsei ti on concerne seul
gestatiodA act ati on ou si | 6exposi t(résulats&Eqguipe Imai nt e nt
Tableau 1),

3. A | 6©ge apdouslittei ounne” elxbassociation g®ni st ®i ne/
gestation/lactation semble sans effet sur la production de spermatozoides (résultats Equipe 1,
Tableaul) ; Par c opodtif»ale |4 gemstéinecassociEe a la vinclozoline sur le
nonbre de gonocytes en p®riode n®onatale sembl
mai ntenue jusqud” | 6©ge adulte et si | on en
moitié par rapport au contréle (résultats Equip&ableau 1), ce résitat suggére des
m®cani smes doaction di ff® rents de ,(J a g®ni st ®i

4. Les expositions podactation montrent des effets encore différents sur la production
spermatiqgue puisque | 6expos artirdedanprépubectdh aque cor
r®duit | a production spermatique alors que | ¢

Figure 1. Nombre de gonocytes dans des testicules de rats nouveas de 3 jours dont la mére a
été exposée (ou non, C) pendant toute la gestat et en néonatal (gestation+début de lactation) a
1 mg/kg/j de génistéine (G), vinclozoline (V) ou des 2 molécules (VBEs lettres différentes
indiquent une différence significative (p<0.05).
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Tableau 1. Reserves spermatiques en foncticthe s di f f ®r ent es modal it ®s do
"% p<0,01,* "°: p<0,05

Epididymal sperm reserée
millions(SD)

window

Gestational 119(35) 111(27) 111(21) 102(24)
Lactational

Prepuberty 117(29*£°  73(32F 80 (43) 98(44)
Adult

Gestational

to Adult 104(45)  106(27) 114(1B 58 (34)

A.2. Capacité stéroidogéne du testicule de rat 3 jours aprés la naissance

- Seule une faible réduction de la production de testostérone, significativeenngqt en conditions
stimulées par hCG-gure 2), est observée chez les nouveas exposéis uteroa la
vinclozoline,

- 1 nbexi stait pas déalt®rations significatives:s
protéines impliquées dans la stiglogenése (StaR, P450scc, P450C17) ni de modifications du
nombre de cellules de Leydig,

- A ce stade, la génistéine ne semble pas modifier la stéroidogenése ni modifier les altérations
induites par la vinclozoline.

Figure 2. Sécrétionexvivgenabsence u en pr ®sence doéhCG, de testos
de rats nouveaudnés de 3 jours dont la mere a été exposée (ou non, C) pendant toute la gestation

et en néonatal (gestation+début de lactation) a 1 mg/kg de génistéine (G), de vinclozoline (V) ou

des2 molécules (VG). * p<0.05 par rapport au contréle avec le méme traitement (+ hCG).
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Notes

Pour des raisons de contraintes budg®taires, |
réalisés dans le présent programme ne permetamixemple pas toute comparaison sur les possibles
effets des expositions gestationnelle/lactationnelle ou pubertaire/adulte sur la sécrétion de testostérone

| 6 ©g Eependhbnt towsdes prélévements sanguins ont été réalisés et le dosage d&dlmtesto

comme dbéautres hor mones. seront r ®alis®s ult®rieu

1 est " noter gque lors dbébune exposition conti
i sol ®ment Ou en associati on, nous nomuwdeons obser
testost® rone s®rique chez | es rats adultes. Bi en
de Leydig, nous ndavions pas non plus observ® db
histologie conventionnelle.

Ainsi, et pur les faibles doses choisies, la génistéine, la vinclozoline et leur association ne semblent
pas avoir un impact sur les cellules de Leydig et la production de testostérone évaluées en néonatal,

et |l orsque | 6expositi on ,éésultatdernandars &étre dordirmgets qu 6~ |
®t udi ® plus ampl ement | orsque | es modalit®s dobex
A.3. Caract®risation des m®cani smes dobéaction de

d®vel oppement du test i curdesrdcépterddesestéroidé®yoipeat al ;@ i
2)

A.3.1. Action in vitro de la génistéine

L6®t ude invitrade ka féhistdine sur la sécrétion de testostérone et le nombre de gonocytes a

été réalisée grace a un systeme de culture organotypique ®ultidee 3 j our s) de test.i
souris explantés a différents stades du développement (il est important de préciser que les souris

utilisées ont été élevées avec un régime alimentaire sansqasitogenes). Les résultats suivants ont

été trouves

- La génistéine induit une diminution de la sécrétion de testostérone de facon temps et dose
dépendanteHjgure 3) dans les testicules explantés a 12,5 jpc (jours post conception). Ces effets
peuvent °tre attri bu®s “ uipaexgdnestcodantipgourdes de | 6 e
protéines impliquées dans la stéroidogénEmgi(e 4),

Figure 3. Effet de la génistéine a différentes concentrations sur la production de testostérone par
des testicul es fconception pehdant Bjoujs deudture. Lp seétion de
testostérone est exprimée en pourcentage des témoihsp< 0,05, ** : p< 0,01 ,(test de Student
apparié).
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Figure 4. Analyse en PCR quantitati VMsuden temps r
ni veau dégarRNmpliqués dans la stéroidogénese. Les résultats sont calculés par la

méthode du deladelta de Ct en utilisant lab actine comme référenceles valeurs correspondent a

la moyenne des valeurs relatives £ SEM, les témoins ayant une valeur de 1. * : p<0.05, **: p<0.01,

*** :n<0.001(test t de Student appari€; n=6).

mENA expression/Bactine
ralative 1o conlral
—

£ A,
5'5,"-@ ¢.§§:'L Qi;.h“ .::EJFI
o Q':?E' o

Les effets observés sont compatibée®c les expériences menées in vivo chez le rat dans la mesure

ouladosedeI™ capabl e déinduire une inhibition de | a
concentration de génistéine présente dans la circulation des méres et des nengsaula suite du
gavage de rates avec 1 mg/kg/j de génistéineo i r c i dessous.CepPulantlda at s de

génistéine ne modifiait pas significativement la stéroidogenése de testicules de &A&;5s jours
post conception.

- Aucun effet de la génistéine a%6u 10°M sur le nombre de gonocytes dans des testicules
explantésa 12,50u185joursposb ncepti on et cultiv®s pendant 3
(résultats non présentés résultat allant dans le méme sens que les données in vivo en néo
natal.

Dans un second temps, | es possibles m®cani smes d
étudiés en utilisant dessticules de souris invalidées pour les récepteurs aux oestrogénes alpha ou

beta (ERUKO et ERDKO) pr®c®demment caract ®ri s®es
2004 ; Delbes et al Endocrinology 2005).

- La génistéine induisait les mémes alténagi de la stéroidogénese dans les testicules de souris
ERbBKO et sauvages,

- En revanche, el l e ®tait sans effet sur des t est
Ceci montre c¢clairement que | e testicule f1tal pr
lagénst ® ne, au d®but du d®vel oppement testiculair

induite par | a g®Fgus5.®i ne passe par ERU
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Figure 5. Effet de la génistéine a différentes concentrations sur la production de testostérone par
destes i cul es f i1t aakKX©O da E£RDOKIOs " E Rcdn2eptidn, peodant F p o st
jours de culture. La sécrétion de testostérone est exprimée en pourcentage des témoins. * : p< 0,05,
** . p< 0,01, ***: p< 0,001 : différence statistiquement significativeeave témoin du méme jour

dans le test de Student en valeurs appariées. °°° : p< 0,001 : différence statistiquement significative
avec le KO et le sauvage (+/+ par rapport/a du méme jour (test t de Student appari€)
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R B i ol L . i
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En conclusion,le®t udes en parall | e sur | es possibles m®
démontrent aucun effetdecelei sur | e nombre de gonocytes fi1tal
gue la génistéine est susceptible de modifier la stéroidogénése a des staneeprdu
d®vel oppement testicul aire par | o0interm®di aire d
Des étudemmvivos er ont n®cessaires pour confirmevo | a r ®a
Mai s | 6 ®tinvivechez @ mtinouse@e® | ai sse penpéeaceinduite | 6al t ®r
pourrait dispara’ tre puisqudil nbexi st-w pas doal
expos® " |l a g®nist®i ne pendant | vie fitale et
observés chez le rat ne sont pasgatibirement transposables a la souris, notamment en ce qui
concerne | 6effet des perturbateurs endocriniens

révision).

A.3.2. Réle du récepteur aux androgenes au cours du développement in utero

Leproga mme de | 6Equi pe 2 pr ®phénogpe tes sdaria déficimrdes pourd 6 a n a |
le récepteur des androgenes.

LOEqQuipe a identifi® plusieurs sp®cificit®s maje
en comparaison avec le teslie adulte

- Les androg nes ont wun effet n®gatif sur |l a prol
ont un effet positif sur la spermatogenése adulte,

- Le récepteur des androgenes est localisé dans les cellules germinales mais norcelarisdete

Sertoli pendant | a vie fitale alors que | 6inver
A. 4. Anomalies du d®vel oppement du testicule et
(Equipe 1)

Les fr®quences doanomal iuregenital mdled@irésimegs daggtee nt du t
Tableau 2
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Tableau 2. Anomalies observées du développement urogénital (testicule non descendu,

hypospadias, kystes/malformations ®pididymaires,
Contréle Génistéine Vinclozoline 1mg/kg/j Génistéine+ Vinclozoline
1mg/kglj Img/kg/j+1mg/kg/j
JO (conception) JO (conception) JO (conceptionj
J21(PND) J21(PND) J21(PND)
Nombre
de cas. 0/20 2/20 1/20 7/20
- Cbest dans | e groupe des ani maux expos®s ~ | 6ac
& ® observ®, pour environ un ani mal sur trois.
descendus de mani re uni ou bilat®rale. On not ¢
m®l ange des formations Kkysavespizes | at ®r al es de

Il est intéressant de préciser que dans l&prde, pour les mémes doses, les taux globaux
débanomalies urog®nital es 2D/bXZErpders |I®F eax pandi tcioanmp a
vinclozoline et, 5 asseciatiorRdés dpug composéd.ex posi ti on ~ | 6

Les observations indiquant des perturbations certes frustes de fonctions testiculaires chez le rat

nouveau né et une fréquence augmentée des anomalies du développement urogénital suggérent

fortement que des concentratioign#ficatives des composés et/ou de leurs métabolites actifs sont
capables dbébatteindre |l e testicule en d®vel oppeme
étudiée dans le présent programme.

En résumé,

Seul e une minor i t ®esdndénaales dnaévelopgemedtde tradtus iurbgérdtal

pour | es doses ®tudi ®es notamment | ors des expos
importante de la balance hormonale cruciale pour le développement du tractus et des mécanismes
complexepr ®si dant ~ | a descente testiculaire. En re
induisait des anomalies du développement urogénital dans un tiers a un quart des cas suggérant

une synergie doéeffets, | es explsapréeaaxpogitiorsindves f onc
en néonatal ou in vitro suite a des expositions précoces ne permettant malheureusement pas de
d®gager des pistes sur | es m®cani smes dbéaction p
combinée.

Cette partie du programme afait( f er a) | 6 obj et des communilgati ons,
2,3,7,9, 10, 23, 26, 27

B. Les expositions gestationnelles/lactationnelles aux composés et doses faibles choisies
perturbent-elles les distances anogénitales, la maturation postnatale dunfget le timing de
la puberté ? (Equipes 1 et 3 et 6)

Plusieurs travaux ont indiqu® qudune exposition
susceptible de perturber la maturation postnatale des organes sexuels ou de provoqueraun retard (
une avance) de la puberté.

B1. Distance anogénitaléEquipes 1 et 3)

Les distances anog®nitales brutes et relatives n
groupes expos®s no®t aient gl oballesmesmwdesdarste si gni f
groupe contréle. Ces résultats different Iégérement de ceux qui avaient été observés dansda pré
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ou il existait une tendance a la réduction de la distance anogénitale (p<0,10) pour les expositions a la
vinclozoline seule ou assiée a la génistéine.

B2. Maturité du pénis/ Déclenchement de |la pubertéEquipes 3 et 1)

Le moment du début de la puberté chez le méale défini comme étant le jour (post naissance) de
séparation compléte du prépuce (PPS) a été estabéequ 3.

Tableau 3. Jour (nombre de jours aprés la naissance) de séparation du prépuce (PPS) dans les

di ff® rentes modal it®s dbdédexposition
C G V GV
PPS (jours post n=20 n=20 n=19 n=19
naissance) 40,5 (2,64 # 41,4 (2,8) 429 (2,7)*" 421 (1,8)°

Ap<0,05,%*<0,01

La pubert® ®tait retard®e dans | es trois groupes
groupes V et GV et non significatif pour le groupe G.

Ces résultats allaient dans le méme sens que ceux dedagetou une immaturité significative d

p®ni s © J25 avait ®t ® retrouv®e plus fr®quemment
génistéine/vinclozoline.

B3. Niveaux de génistéine et de vinclozoline dans le lait et transfert aux nouveangs(Equipe 6)

La période poshatalees une p®riode critique dans | e d®vel op
anomalies pr®c®demment d®crites indiquent une as
aux perturbateurs endocriniens, le lait pouvant contenir des résidusietifs fait, les petits non

sevrés sont exposeés, a chague tétée, aux résidus contenus dans le lait.

L6EqQuipe 6 a ®tudi ® |l a possibilit® qgue | dexposit
vinclozoline se poursuive en pasitalvia le passagdans le lait des composés et/ou de leurs
m®t abol ites. 1 ndexi ste pas de donn®es ~ ce suUj

faibles étudiées.

Afin doé®tablir un Ilien entre |l a dosena@dlpexpositio
|l 6Equi pe 6 sbest propos® de d®t er miner avec pr ®c
vinclozoline et de g®ni st ®i ne pr®sents dans | e |

de ces composés par les nouvaéas dans un modétat.

Les rates utiliséesSprague Dawleyet leurs ratons agés de 6 jours ont été acclimatés pendant 11 jours
avant de subir leur premier gavage (J17 et J18). Les préléevements de lait et de sang ont été effectués
12 heures apres le second gavage. tag®ments administrés étaient les suivarifsvinclozoline

1mg/kg, 2) génistéine 1mg/kg, 3) vinclozoline 1mg/kg et génistéine 1mg/kg, 4) vinclozoline

0,05mg/kg, 5) génistéine 0,05mg/kg et, 6) vinclozoline 0,05mg/kg et génistéine 0,05mg/kg.

L 6 e x p adssimeresa tta dose 0,05 mg/kg a été réalisée mais suite a un probleme technique pendant

| 6analyse | es ®chantillons ndéont pu °tre dos®s.
sangpnt tout dbéabord ®t ® d®sMilretivi2dedasvincloZobnet préur | e s
génistéine. Les limites de détection (LD) et de quantification (LQ) sont rassembléesTriede

4,
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Tabl eau 4. Limites de d®tection et quantificatio
LD de | a m®t hgLQ delaméthode
ddanal yse
Vinclozoline 20 pg/uL 50 pg/uL
M1 0,8 pg/uL 2,5 pg/uL
M2 0,04 pg/pL 0,1 pg/uL
Génistéine 1 pg/pL 2 pg/pL
Lébutilisation de | a vinclozoline marqu®e a per mi

organes de ratons males egps a la vinclozoline contenaient des résidus quantifiables de vinclozoline
(Tableau 5.

Tableau 5. Contamination des organes de ratons par des résidus de vinclozoline*.

Organe / tissu Concentration (équivalent vinclozoline)
Urine (contenue dans la \&e) 450 + 35 ng/mL
Contenu stomacal 229,4 £ 65,8 ng/g
Contenu intestin gréle 154,4 + 59,8 ng/g
Foie 42,9 + 6,9 ng/g
Reins 46,6 + 10,1 ng/g
Testicules 20,8 £ 3,5 ng/g
Sang 20 + 6 ng/mL
Encéphale 15,0+ 1,7 ng/g
* (les quantités de résidus calcuséie partir de la quantification de la radioactivité correspondaient a
| 6ensemble vinclozoline+m®tabolites)
Bien quéil nbait pas ®t ® plesrésulthd nontrdndtoutetbisqué dual i s
la vinclozoline et/ou les métabolitessa®tl i mi n®s par | e | ait qui est do
des ratons non sevrés. La vinclozoline et/ou les métabolites sont absorbés et distribués de facon
| arge dans | 6organi sme des ratons.
Gr©ce " | a mise au poi nt ctionflosage, d @ é&élpessibleale pr ®1 v e

quantifier les différents composés (M1, M2 et génistéine) dans le lait, le sang maternel et le sang des
jeunes rats. Les résultats sont rassemblés dans les Figigresg 6 7 et 8) qui suivent.

Figure 6. Concentiation des résidus dans le lait ] : mére exposées soit a la vinclozoline soit a la
génistéing; ] : meres exposées a la vinclozoline et a la génistéine)

résidues dans le lait
12 -

10

concentration (ng/mL)
o
—

M1 M2 Genistein
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Figure 7. Concentrations des résidus dans le sang maternlj(  : mére exposées soit a la
vinclozoline soit a la génistéine ] : meres exposées a la vinclozoline et a la génistéine)

résidus dans le sang des meéres

40

concentration (ng/mL)

génistéine

Figure 8. Concentrations des résidus dans le sang des ratoffll(  : mére exposées soit a la
vinclozoline soit a la génistéingl] : méres exposees la vinclozoline et a la génistéine)

résidus dans le sang des ratons

40

35

30

25

concentration (ng/mL)

M1 M2 génistéine

La vinclozoline n6a pas ®t® retrouv®e en tant qu
M2, qui sont actifs en matiére de perturbation endocriniersent retrouvés dans le lait et dans les

échantillons desang.

M2 était le métabolite principal dans le lait, M1 était le métabolite principal dans le sang. Le profil

des résidus dans le sang des ratons était similaire a celui des meres et différent de celui du lait. Les
concentrations en M1 et M2 semblent d#ffr e nt es en fonction de | 6exposi
seule ou associée avec de la génistéine, simple tendance).

Les concentrations en génistéine du sang des méres et du lait étaient relativement faibles

1,08+0,55 ng/mL et 0,96+0,03 ng/mL; dansleas de | d6association °~ l a vin
respectivement de 1,54+1,27 ng/mL et 1,97+1,33 ngknlLconséquence, les concentrations en

génistéine du sang des ratons étaient basses).

En résumé, cette étude a montré que les ratons non seyuétetent des meres exposées par voie

orale " de |l a vinclozoline et/ ou de | a g®nist®in
génistéine par le lait de leur mére dans une période critique du développement notamment de

| 6appareilr. reproducteu

Cette partie du programme a fait (fera) :F,6obj et
23, 25, 26, 27
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LOEqQuipe 6 sbdbest aussi propos® de tenter de r ®p
concerner toutes les équipes impliguéass le programme dés lors que des effets sont obsaveés

la génistéine seule ou en association a la vinclozdlies:effets ne sont possibles que si la molécule

elle méme est retrouvée a des concentrations significatives dans les organes €x tissgénistéine

est principal ement conjugu®e ~ | dacide glucuroni
cbest sous forme de glucuronide que |l a g®ni st ®in
est d®pour vu dobeactlilvino®Re sote sttoruotgeRfnoiiqgsu pas excl u ¢
glucuronique de la génistéine puisse étre déconjugué dans les tissus cibles tels que les ovaires ou

| 6ut ®r us pour | i b®rer | a mol ®cul e active.

Cbest pr®ci s®ment | 6hypourhorrsied egudal nlea | gdhryidsto®iyrse
dans les organes et tissus cible qui a été testée. Le travail a porté sur des prépandtiodsd ov ai r e

et doéut®rus de rate.

La génistéine glucuroonjuguée a été synthétisée en incubant {i€lgénistéine wec des

mi crosomes de foie de rat, en pr®sence dOUDPGA.
par LGMS.

Le glucuronide radianarqué a été incubé en triplicat durant 8 h a 37°C dans 1mL de tampon NaCl

0, 9% en pr ®sence diede thitesSpraguerDavdeynax cir e®s o Pdédut ®r u s
chez les mémes animaux et ouverts. Le poids moyen pour les ovaires était de 240 mg, celui des utérus
était de 728 mg. Chaque incubation a été effectuée avec 16 g de glucuronide. Les surnaggénts ont
recueillis et analysés en raditPLC. Les composés ont été identifiés en fonction de leur temps de

rétention, comparé a celui de standards diment caractérisés.

Les profils radiGHPLC (Figure 99f ont apparaitre des tauxlesdébhydr ol
ovaires et de plus de 30% pour |sénailile®sonts, d®montr

parfaitement capables de réaliser la déconjugaison du glucuronide et de libérer in situ la génistéine.
Un m®t abolite mineur a Q®&raiteatifite nt ®t ® d®t ect ®, ma

Figure 9. ProfilsradioHP L C de sur nage an'fCgéndtéineglucuwrdnidetaveo n  d e

des pr® vements doéut®rus ou doébovaires de rates.
o Génigéne
Genigt -Huc 1500 1
A0
= £ ChWARES
% B0 L % 0
1; UTERUS Genistéine %
E T o GénistGluc
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nn
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C. Les expositions gestationnelles/lactationnelles a la génistégtéou a la vinclozoline a doses
faibles perturbent-elles le développement de la glande mammaifeétudes en péripubertaire
(Equipes 4 et 3)

L6OEqQuipe 4 avait pour mission doé®tudier, en coll
glande mammairepaes administration de génistéine, vinclozoline et du mélange de ces deux
substances © | 6aide de diff®rentes approches. Un

envisageée, afin de préciser si des altérations de la vascularisation sont assongaltération du
développement de la glande mammaire.
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C.1. Développement de la glande mammair@ la puberté

Le développemende la glande mammairen ®c essi t e | 6i nteraction de dif
que | 6oestradiol (ol&cfing, ainsl gae plusiearg factetirsRie oraissance tela que r

| 6 EGF, adte [THRBiE&Ela période ppubére, ce développement est sous contrble des

oestrogenes qui stimulent la formation des canaux et induisent une prolifération élevée degextrémi
terminales des canaux (TEB). Les effets des androgenes sur la glande mammaire sont tres mal connus.

Lé6®valuation de possibles retenti
pl usieurs approches: Wbhohepi Yyloantd
classiques eplus spécifiqguesmmunohistochimie.

sements des ex
I

S
é angl gsede ®t a

C.1.1. Etude des Whole mounts

Les Whole mountsnt étéréalisés sur la®4°et la 5™ glande mammaire droite (8 rats/lots) par
PPhrakhonkam, O®utmidveams$i te®, t da-Bipn)sbdsHadinectiprede 3 (| NRA
M.C.Canivend, avi er . Cet ®tudiant avait auparavant acgqgl
(Boston, USA), technique permettant dbéesti mer pl
nombre des branchements ductaux et des structures épithéliales (extrémités ductales, bourgeons
alvéolaires) aux étapes de développement choisies.

Chez les animaux traités, les analyses morphométriques font apparaitre principalement des différences
desbranchements ductaux au début de la puberté J35 et de la surface glandulaire avec le mélange a
J50 Figure 10 A la fin de la puberté (J50), la glande mammaire est significativement plus

développée chez les animaux exposés au mélange

Figure 10.Exemplesd 5anomal i es mor phog®ni gues de gl ande ma
mount chez les animaux témoins et traités par la génistéine, la vinclozoline ou le mélange des
deux.*=p<0,05

Aera (mm=)
branching polnts/mm 2

A
c G v GY c v
Surface de la glande (mm2) ramific ations

C.1.2. Analyse histologique conventionnelle
L6O®t ude hi st oppemgnide laglandeumardn®@iveedésat coupe en paraffine et apres
coloration hématoxylin®@osi ne a ®t ® faite au sein de | 6EquUi pe

(M. Djallali, étudiant en M2 Reproduction, Paris XI, et plus récemment, H. 8aafiante en Thése,
Paris VII). Quatre vingglandes mammaires ont été examinées, dont 10 glandes par traitement (n=3)
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et par contrble, a deux périodes apres la naissandd5 (début de la puberté) et a J50 (animaux

cyclés). Les glandes ont été exanaimén réalisant des coupes a 3 niveaux différents de chaque

gl ande. Les analyses qualitatives, r®alis®es sur
de constater | 6existence dbéanomal i es , ndteredd®vel opp
branchements ductaux, analyse du stromadaéntial, du développement lobeddvéolaire (chez les

animaux cyclés, a J50 peasatal), de la vascularisation. Les analyses qualitatives et quantitatives ont

été effectuées sur chaque glande en oaneugle, en collaboration avec un médecin anatomo

pathologiste (G. Meduri, Kremlin Bicétre). Une analyse quantitative des différents changements
histologiques observés a été entreprise, prolifération épithéliale en particulier. Nous présentons
quelquegésultats Figure 11). Les résultats avec analyse statistique seront donnés dans la publication.

- En période prfpubertaire (J35), les bourgeons terminaux sont plus développés dans les glandes
mammaires des animaux traités avec la génistéine par rapg@mhimaux témoins. Cet effet
sOoatt ®nLwe®tudle50.e | a prolif®ration ®pith®liale
| 6ai de du mar qu e@l.rCetihdex gstrnetterneht @ugraenté avec lakénistéine a
J35 au niveau des TEB

Le traitement a la vinclozoline ou au mélange génistéine/vinclozoline conduit a une certaine
désorganisation du tissu glandulaire a J3branchements anormaux au niveau des canaux,
prolifération épithéliale par rapport aux animaux témoingigure 11) place dda figure. Ces
modifications se retrouvent accentuées en période {postertaire (animaux cyclés a J50)en
particulier, le traitement a la vinclozoline ou au mélange génisteine/vinclozoline conduit a des
anomalies du développement alvéolaire, parmi lesites des hyperplasies épithéliales.

Figure 11. Exemples dbéanomalies de d®vel oppement
traités par la génistéine, la vinclozoline ou le mélange des deu¥ anomalies ductales a J35. B,
hyperplasie glandulaire a J50(HE) ; Grossissement x 20 (A) et x 40 (B).
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C.1.3.Immunohistochimie des récepteurs aux oestrogenes et a la progest€Emepe 4)

L6®t ude de |l a r®ceptivit® hioawnataparegapgbeaux a gl ande

t ®moi ns a ®t ® anal ys®e par i mmunohistochimie ~ |
| 6T stradi ol et " l a progest®rone. Cette ®tude a
sélectionner de bon aatirps chez le rat.

Des r®sultats nouveaux concernant | 6effet des tr

récepteurs aux oestrogenes et leur distribution ont été mis en évidence. Pour compléter cedeésultats
maniére quantitative, nous avondrait lesARNm a partir des différentes glandes et prévu une

analyse quantitative par qPCR de ces récepteurs dans les différents échantillons. Cette étude,
initial ement non pr®vue, a ®t ® ajout ®e au progr a

C.2. Etude de la vascularisatior{Equipe 4)

Par | e pass®, | 6Equipe 4 a montr® que | e VEGF, f
angiogénigue majeur stimulant la prolifération et la migration endothiéiglgo etin vivo,est un

géne cible poules oestrogenes dans la glande mammaire et les cellules tumorales mammaires

(ERal1+). Préalablement a ce programme, I’Equipe 4 a étudié la capacité de la génistéine et de la
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vinclozoline " moduler | édexpression dau+/VEGF dans
ERb-) ou des cellules transfectées avec le plasmide codant pbut.&fRrésultats indiquaient une
augmentation de | 6expression du VEGFBueawec | a g®n
Lozanod Endocrinol, 2008). Dans

|l e pr®sent program
immunohistochimie dans les différenfes ® par ati ons de gl ande mammair e
exposésL 6anal yse ne retrouve pas de modification ma
pr ®parations de glande mammaire dobéani maux expos®@
associationen comparaison aux témoins.

L6OEqQuipe 4 a ult®rieurement choi si de compl ®t er
a la puberté chez les rattes dont les meres ont été tiaitdtesoe t pendant | a | actatic
moléculaire (transcrpt omi que) des gl andes mammaires pr ®l eve@
initialement dans le programme; elle a été décidée au vu des résultats importants précédemment
exposésmettant en évidence des phénotypes différents chez les animaux traitéticaligpavec le

m®l ange g®ni st®i ne+vinclozoline); | danalyse tran
D. Vaiman (Cochin). Les résultats sont prévus pour 2009.

Compte tenu de cette ®volutionagel 6@t 0dgedasuet f
démarré tres tardivement avec les coupes en paraffiné 6 anal yse ser@MB oi nte au
(PNRPE2008)

En r®sum®, Léoexposition © |l a g®nist®i ne admini st
montre une prolifération éphéliale plus élevée de la glande mammaire en période-péhertaire;

les données avec la génistéine sont en accord avec les données de la littérature. Des résultats
entierement nouveaux ont été obtenus aprés administration de vinclozoline, et/ou dungestie

genistéine et vinclozolina faibles doses (1 mg/kg/j); ces résultats concernent des modifications
anatomopathologiques du développement de la glande mammaire a la pubedg modifications

impliquent de surcroit des variations de réceptivitémonale. Ainsi, la glande mammaire apparait

comme une cible importante de la vinclozoline, seule ou en association avec la génistéine

administrée a 1 mg/j/kg.

Cette partie du programme a fait (fera) | 6objet
theses référencés 16, 23, 28, 31, 32

Perspectives
Ces données indiquent un effet des androgenes sur le développement de la glande mammaire. Ces
effets, insuffisamment ®tudi ® ~ ce jour, sugg r

androgenes atestrogenes dans le développement mammaieea p pr oche transcri ptonm
validationRFPCR) devrait nous permettre de caract®rise
de la glande mammaire. Les genes cible de ER (et AR) seront étudiés aveeniios qarticuliére,

car ils représentent une information capitale sur le plan environnement et toxicologique, compte tenu

de | 6exposition importante des popul ations aux |

Note concernant les organes de la reproduction femell
En ce qui concerne les organes reproducteurs femelles, les résultats obtenus dans le cadre de la pré
®tude ne montraient pas dobéeffets des expositions

poids des ovaires | or sesdompotéd &degpdosed irtermediaires | 6 assoc
(10mg/kglj de génistéine + 30mg/kg/j de vinclozoline).
Dans | e programme, | 6®tude des organes reproduct

et stockages des or ganes ultédepre. bas mestires pandéralesme vue do
font cependant pas appara’ tre doéeffet ut®rotroph
débexposition p®rinatale. De m°me |l es frottis vag
Cependant, chee$ rats traités a la génistéine et au mélange génistéine/vinclozoline, un léger

avancement de la puberté (ouverture vaginale) est noté. Une analyse plus fine implique de faire appel a
des outils mol ®cul aires (pr ot Rdgétidéesydans tegp®gratnmeé q u e )
et qui pourront faire | 6objet ddédun prochain pr oj
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D. Les expositions gestationnelles/lactationnelles a la génistéine et/ou a la vinclozoline a doses
faibles perturbent-elles le développement du cartilage? études en péripuberi(Equipes 5)

La participation de | 6Equipe 5 au projet s'est f
avec un aspect cannelé des queues de rats adultes traités par la vinclozoline. Cette observation non
publiée, fut faite sur des rats dtehs exposésia la mére pendant la gestation et la lactation puis traités

oral ement par 30 mg/ kg de vincl oFgor¢li2ne t ous | es

Figure 12. Aspects de queues de rats traités de maniére chronique a la vinclozoline

Queues des témoins Queues annelées aprés exposition de rats
adultes 2 la vinclozoline 30 mgkg/J

J. AUGER et M.C. CANIVENC, non publié

Parmi les tissus cible potentielsdesPB Equi pe 5 soé6int ® esse plus part
du squelette et a la croissance ossdussdonnées de la littérature dans ce domaine sont restreintes.

Le 17a-éthinyloestradiol induit des malformati® vertébrales importantes chez les poissons mais pas

le bisphénol A (BPA). Différents pesticides provoquent des anomalies multiples du cartilage dans des
modeéles de mammiféres, notamment la formation de cartilage ectopique.

D1. Analyse histologique.

Léopti misation de |l a d®mi n®r alisation des vert br
averée difficile, notamment sur le plan de la conservation morphologique du noyau central du disque
(nucleus pulposus). Cette difficulté a été résolue ealail de constitution de coupes sériées apres
déminéralisation a été terminé.

Les premiers r®sultats montrent | 6existence de n
induites par la vinclozoline et la génistéine aux faibles doses. Les queuesanntlées, avec la

présence de nodules au toucher, régulierement répartis sur toute la longueur de la {Bepee

13). Les corps vertébraux et les disques intervertébraux (DIV) paraissent normaux. Les images

évoquent la présence de tissu cartilaginegileigure 13B)” | 6i nt ®r i eur de chaque
'l pourrait sb6agir dobéexcroissances de tissus enyv

néoformations & partir de cellules mésenchymateuses souches environnantes.
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Figure 13. Les nodules néoforméd\ : la photo de gauche montre la situatiomermale» chez une
femelle t®moin ~ J35, l a photo de droite montre

chez une femelle a J35. Bodules cartilagineux (fleche) présentant la différenciatiompléte des

chondrocytes quiescents, prolifératifs, pr@ypertrophiques et hypertrophiques (nodules observés a
J35 chez une femelle exposée a la vinclozolinesdiéma de la différenciation chondrocytaire dans

un os |l ong doéani mal i mmatur e.

Nodule d'aspect

AF +ligament

petiarticutar
region

DIV Vertébre Vertébre DIV praliferating

A prehyoentrophic

Lohypetiaite initial ement par | 6Equipe 5 concerr
localement soit sur des chondrocytes du disque ou des vertébres, soit sur des cellules souches locales,

en modi fiant | e processus doeadpdgénmuelosstdy on chondr o
d®vel oppement . Léanalyse plus compl te des queue
déune f or madeinavolLa préparatignidejcoupes seriées sur chaque échantillon montre

gue les nodules sont présenssmls | a zone tendineuse doéun muscl e
cOté «ventral» de la queue.

Figure 14. Pr®sence de nodules dans une zone doa

disque

ligament nodule
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Cette exploration plus approfondie révéle la présence de petits nodules pendiéfcbez certains
animaux témoinghien gue la plupart soient négatifsl| pourrait donc sbdéagir de
dor mantes ou soO6involuant avec | e tempsCetteet dont

étude requiert une analyse stadjse.

Perspectives

Pour répondre a ces questions, une nouvelle étude a été mise en route dans le cadre du PNRPE 2008

de facon a caractérisirvivola nature du contenu cellulaire de ces anomalies sur des coupes sériées

de la queue, du rachis vertébdahns son ensemble ainsi que des os des membres. Une analyse par

imagerie sur corps entier (scan puis microscan) devrait permettre de visualiser toute la queue et
do®viter des faux n®gatifs |i®s °~ des coupes al G
Une analyse mécanistigirevitro estprévue. Nous proposons que ces formations puissent étre

générées ou stimulées a partir de cellules souches mésenchymateuses résidentes pluripotentes. Pour
explorer cette hypothése, nous utilisons la lignée mésoblastique C1 qui, selon les inductégrssatilis

di ff®rencie s®l ectivement vers | a chondrog®n se,
débagr ®gation. Nous induisons |l es cellules C1 ver
une interférence des PE. Dans ce modéle, les Cléggégnt incubées a JO en présence de

dexaméthasone (DEX, IB1). Les PE (16M) sont ajoutés & chaque changement de milieu. Leurs

effets sur les marqueurs chondrogéniques sont analysés par gPCR a J2 et a J17 par comparaison avec
leur expression a JO etlas cellules non traitées. La DEX est indispensable pour conserver les

agrégats de JO a4 J17.

Figure 15. Effetsin vitro. La Figure 15A montre la premiére culture en monocoucheFiture 15B

montre la constitution des agrégats maintenus par la Bigxre 15C° J 4 et J9) . Léabse
entraine la dislocation des agrégé#tigire 15 D, a J4 et J9). Le panel de droite montre les effets des

PE

A
B
Induction chondrogénique Effers des P.E.
[ - bEX +DEX
u Ginlerding 1
| +OEX U Vinclozolire [20¢ 1] N
Soxd W 2 J ll| |
e ETLET L
+pEX |B ° colzg) M
& = a PAS O EFFET:
3 <o o ﬁxi i
2 AF JB 1) En absence de DEX
D g m' Agricone 2) S Bimx2, Cofia2
=1 QA 3) APZ, PPARY
- DEX |PRUEORN: n AP
Jo Jz 17 Ja g2 Jar
J4 Jo
Ce mod |l e vient doé°tre ®tabli au | aboratoire. L a

aug ment agssion désdnargupursespécifiques Sox9, Col2A1 et Agrécane, alors que les transcrits
de COL1A1, AP2, et Runx2 ne sont pas modi fi ®s (F
chaque PE sur les marqueurs chondrogéniques (Sox9, Col 2A1, Agrécare& MG et non

chondrogéniques (Runx2, AP2, Colla?2).
Aussi bien la DEX que les PE ont de multiples impacts ou des interférences pourraient se produire

(PXR; kinases; Nk B ou Cytochromes P450). Lodéactivation de
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provoquer ue interférence avec les effets de la DEX liés au récepteur des Glucocorticoides (GR). La
croissance du squelette osseux est contrdlée par de nombreux facteurs locaux et hormonaux. Les RE
sont exprimés dans le cartilage poatal. Les troubles de développent du cartilage induits par

| 6ovariectomi e montrent que |l es oestrog nes et |
différenciation du cartilage de croissance. Nous avons précédemment montré gue les oestrogénes sont
actifs a faible dose sur fhénotype chondrocytaire. Les deux PE analysés sont des oestrogenes ou des
antrandrogeéenes et un effet des PE au niveau de ces récepteurs dans le cartilage apparait plausible.

Dans un second temp®us souhaitons caractériser la nature cartilagineume@iseuse des nodules

induits in vivo. Sonklle limitées a la partie caudale de la colonne vertébrale ou-elistgalement

tout au long de la colonne vertébral&xisté t-il chez ces animaux des modifications des articulations

" | 6©0ge ateshédeo rEmaotqiuaams cartil agineuses de | 6art

Cette partie du programme a fait (fera) 1 6objet
15, 23, 26, 27, 29

E. Effets différentiels de la génistéine et/ou de la vinclozoline a faibldsses selon la fenétre
ddéexposition, vesspubettd/aduite: l)aomapoirome ment ali ment a
adulte et glandes salivaires et, 2) appareil reproducteur adulte et fonction de reproduction

male (Equipes 3 et 1)

E.1l.Comportementalime nt ai re =~ | 6©ge ad(Efuipe3d)et gl andes sal

L6Equi pe 3 se consacre " | a r®gulation hormonale d
lesquelles varient selon le sexe, I'age, le statut physiologique (grossesse, mérelftisssmarit, santé), et donc

selon le statut hormonal.

La présence alimentaire de composeés dotés de propriétés hormonalés§phytoo g nes, pesti ci de.
déemball ages ali mentaires, certai nsobsendslavecleDESEé) a c
des expositions utérines ou néonatales a des composés de tpExé@mesouphyfb st r og nes peuven
un rtle dans | 6®t i ol o gnotammdnten mdidabt @spréfer@nceg dimehtdiresq u e N

Danslepgent programme, | 6objectif de | 6Equipe 3 ®tait
phares que sont | a g®ni st @udmogenique) motdutailec@mbiedes e) et | a
perceptions gustatives et de la prise alimeptaitissu adipeux et les glandes salivaires physiologiqguement

regul ®es par | es hormones sexuell es -hermonesdonc suscep
alimentaires.
Note

En raison des restrictions budgétaires imposées lors de ldomliltate projet, et de la redéfinition du travail de

| 6®qui pe |l ors de |l a fusion des UMR TA :les#tudesL AVI C ( 2
envisagées sur les glandes olfactives et sur souris transgéniques ont été retirées thefrégftactation du
chercheur concern®). LO6®tude des glandes sa-livaire
mandibulaires, sublinguales et parotidesimpte tenu des mises au point techniques a faire sur ce nouveau tissu,

| 6®t ude a ®t ® s u rmamibuairesadprples tehs@vedlas mécaniantes de gustation,umbis
aussi doéinfertilit® et de d®vel oppement sont |l es p
Par contre, | 6®tude concer naendesgustativesp&eclargiechexslewxc o mp o s
mod | es dbéexposi ti oversuapnbertdiallite) et §pgrafondie au niveaundesl effets surdes i 0 n
pr ® ®r ences au sucr ®. IDwtosullacempréherSiéh gaesdagismes Rliardlesi ni t i ®
processus de prise alimentaire et les effets sur le tissu adipeux (adipogenése, synthese de leptine).

E.1.1. Comportement alimentaire

L6®t ude des effets de | a g®nist®i ne etlebmesuede | a vi
r®guli res de |l a croissance et de |l a prise aliment
di ff® ents stades de d®vel oppement (choix entre un

répatition adipeuse chez le rat lors du sacrifice.
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Débune mani re globale, les traitements, quelle que
maj eurs sur | a croissance et sur | a prniasnmElangd i ment a
De plus, |l es diff®rentes modalit®s doéexposition ne

faut cependant noter que les méles exposés pendant la période gestationnelle et lactationnelle & la génistéine avaient
une endance a étre plus gros. Cette observation avait déja été faite daétidepeé exposition continue de la
conception ° | 606ge adulte. Aussi, cette question s

(PNRPE2008) dont la thématique et legdifs sont dans la continuité du présent programme.

En ce qui concerme les préférences gustatives, les effets ont initialement été étudiés sur trois saveurs, le sucré
(solutions de saccharine), | e s adu®ontégueésparlesons de N
hormones sexuelles. Conformément a la littérature, des différences de préférences sensorielles liées au sexe ont été
retrouv®es par c ha c lenezpositichsont setlamert difdcté lss percepionsiciése v a n ¢ h e
Comme | OFigurd1§ stcred led f et sbdexprimait surtout de mani
noter ici que la génistéine et la vinclozoline induisent le méme phénotype comportemental, avec des effets majorés

par le mélang

Figure 16. Résultats des tests de préférenceausucré di f f ®r ences observ®es sel on

gestationnell e | actationnell e ( Fobsenatbdsdanslasdeuxde | a p
sexes; G= exposition a la géniatseule a Img/kgl) : exposition a la vinclozoline seule & 1mg/k@V :
exposition © | 6associati pow:pdd®s deux mol ®cul es aux
Les effets diff:®raient selon | 6exposition

- Une exposition périnataleisbulait de maniére significative les préférences au sucré chez les males
immatures, traduisant une féminisation du comportementalimenta@ee t ef f et di spar ai ssa:

- Une exposition apr s sevr ag e miuios sigoifitatvede® ©ge adul t e
préférences au sucré chez les méles uniquenteit.r contre, | 6augmentation de
classiquement rencontr®e ~ ce stade | ors dbéune exX
exposition a la géstéine.
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