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Résumé

Notre environnement actuel présente de nombreux dangers pour la santé des
organismes. L'un d’eux se caractérise par l'altération du systéme endocrinien des
organismes par certaines substances, souvent issues de I'industrie pharmaceutique ou
chimique. C’est le cas du bisphénol A. Ce composé chimique, utilisé dans le processus de
fabrication de plastiques, se lie aux récepteurs hormonaux et empéchent ceux-ci de
fonctionner correctement. En conséquence, 'exposition au bisphénol A augmente la
prévalence de 'obésité, de cancers et autres maladies. Aujourd’hui interdit dans certains
produits de consommation, le bisphénol A compte de nombreux remplagants,
certainement tout aussi néfaste, comme le bisphénol S. Pour autant, peu de recherches
portent leur regard sur le possible effet des bisphénols sur le placenta. Lors du
développement embryonnaire, cet organe est le seul moyen de communication avec le
monde extérieur, la présence de perturbateurs endocriniens pourrait entrainer des
conséquences fortes sur le développement embryonnaire.

Nous avons donc étudié la croissance fcetale et cherché a identifier des marqueurs
transcriptionnels placentaires aprés une exposition au BPA et au BPS a faible dose, chez
les rats Wistar. Nous avons alors sélectionné quatre génes impliqués dans la placentation :
Wnt7b, Postn, Grem1 et Spp1 et étudié leur expression dans le placenta. Enfin, nous avons
évalué les effets d’'une exposition périnatale au bisphénol S sur la croissance postnatale et
le développement pubertaire.

Cette expérience nous a permis d’identifier des marqueurs transcriptionnels placentaires
apres une exposition au bisphénol S, avec une différence sexuelle. L’expression des genes
Sppl et Wnt7b est diminuées chez les animaux exposés au BPS a faible dose par rapport
au groupe contrOle, respectivement chez les femelles et les méles. Cette altération de
I'expression des génes placentaires est associée a un effet délétére du BPS sur la
croissance feetale qui est significatif chez le méle. Le BPS diminue également la croissance
pondérale postnatale chez la femelle, ce qui semble différer de I'effet obésogéne connu du
BPA. Concernant la puberté, le bisphénol S semble induire un effet semblable & son

prédécesseur puisqu’il induit un léger retard de I'ouverture vaginal chez la femelle.

GIGA Neurosciences ; A-S. Parent (co-promoteur) ; J. Fudvoye (encadrant) ; J-C. Plumier (promoteur)
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Liste des abréviations

AR : récepteur androgénique

BAT : graisse brune

BPA : bisphénol A

BPS : bisphénol S

CT : cycle threshold

DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane
DES : diéthylstilbestrol

ER : récepteur oestrogénique

ERa : récepteur oestrogénique alpha
ERb : récepteur oestrogénique béta

FSH : hormone folliculostimulante

GD : jour de gestation

GnRH : gonadotropine releasing hormone
HPG : hypothalamo-hypophyso-gonadique
LH : hormone lutéinisante

MBH : hypothalamus médio-basal

PBDE : polybromodiphényléther

PCB : biphényl polychloré

PCR : réaction en chaine par polymérase
PE : perturbateur endocrinien

POA : aire pré-optique

RT : reverse transcription

WAT : graisse blanche
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Introduction

Les hormones

Une hormone est définie comme étant un messager chimique libéré dans le
systéme sanguin afin de pouvoir atteindre toutes les cellules de l'organisme. Ces
hormones se lient a des récepteurs qui leurs sont adéquats, la liaison hormone-récepteur
a dés lors un caractére spécifique. Elles sont libérées dans le sang par des glandes sans
canaux et leur réle est de modifier les fonctions des cellules ou organes cibles (Andrea C
Gore et al. 2014). Parmi les glandes endocrines, on peut notamment citer ’hypothalamus
et 'hypophyse, la thyroide, les glandes surrénales, le pancréas mais aussi les gonades
(Figure 1). Leurs fonctions sont nombreuses, notamment dans le contréle de la balance
énergétique et de la reproduction.

Principales glandes endocrines

Hypothalamus

Parathyroid

Pituitary glands
gland

Thyroid
gland

Adrenal
glands

Pancreas

Ovaries
(female)

Testes
(male)

Figure 1 : schéma représentatif des principales glandes endocrines, © www.msdmanuals.com

Certains récepteurs hormonaux régulent plusieurs mécanismes et comportements
reproductifs : c’est le cas des récepteurs aux androgénes (AR) et des récepteurs aux
cestrogénes (ER). Les androgénes comme les ocestrogenes sont des hormones
stéroidiennes produites principalement par les glandes surrénales, les gonades et le
cerveau, et dont les récepteurs se trouvent principalement dans le noyau. Les stéroides

sexuels proviennent du clivage du cholestérol. Il est a noter que le cholestérol n’active pas



les récepteurs AR et ER. Ce clivage produit une premiére pro-hormone, la prégnénolone,
puis une deuxiéme qui est la progestérone. Une pro-hormone est définie comme étant
une substance qui peut soit agir comme une hormone soit étre convertie en une autre
hormone avec des propriétés endocrines différentes. A ce stade, les hormones
stéroidiennes sont composées de 21 carbones. Par clivage celles-ci deviennent des
androgenes a 19 carbones parmi lesquelles on peut citer la testostérone. Ensuite les
androgénes vont étre transformés, sous action de l'aromatase, pour produire les
cestrogenes dont I'estradiol et I'estrone. Ces hormones et leurs récepteurs vont réguler de
nombreux phénomeénes liés a la reproduction. Une altération de leur expression ou de leur
activation peut engendrer des conséquences néfastes sur le contrdle de la reproduction,
comme une hypofertilité, la diminution de la quantité de spermatozoides, une

modification du sex ratio ou des anomalies de développement des gonades (Kollner 2018).

La reproduction est régie par 'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG) (Figure 2).
En effet, les hormones stéroidiennes régulent la sécrétion de la gonadotropine releasing
hormone (GnRH), dans l'hypothalamus. Ceci va induire une cascade hormonale
permettant de mettre en place les mécanismes de la fertilité grace 'hormone lutéinisante
(LH) et I'hormone folliculostimulante (FSH) qui sont

sécrétées par I’hypophyse et stimulent la productions Hypomaamus

de stéroides et la maturation des gametes au niveau ®

des gonades (Yeo et Colledge 2018).

GnRH

& Hypohyse
L )

(
LH FSH

\+

Gonades

Oestrogene
Progestérone

Téstostérone

Figure 2 : Modulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique




Perturbateurs endocriniens

Définition

Les perturbateurs endocriniens sont définis comme étant des composés chimiques
exogenes qui interferent avec n’importe quel aspect du systeme endocrinien, selon 'OMS.
Une exposition a ces perturbateurs peut alors induire des maladies chez différents types

d’organismes.

En 2009, la Endocrine Society a regroupé plusieurs experts afin de faire un point sur I'état
des recherches sur le sujet des perturbateurs endocriniens (PEs). Depuis, quatre sujets de
recherches sont largement étudiés : les conséquences d’une exposition au PEs sur le
développement et la physiologie, les mécanismes sous-jacents aux perturbations
endocriniennes, les charges corporelles induites par les PEs et la propension des maladies

chez 'humain (A. C. Gore et al. 2015; Andrea C Gore et al. 2014).

Les sources de perturbations endocriniennes sont nombreuses (Fudvoye et al. 2014). Tous
les organismes sont en effet constamment exposés a ces composés chimiques, que cela
soit par inhalation d’un air pollué ; ingestion de nourriture contenant des pesticides ou
composés industriels ; ou encore dans I'eau de rivieres ou étangs ayant subis un
déversement (Kabir et al. 2015). L’exposition peut aussi étre due des accidents chimiques
de grande ampleur comme le montre I'exemple de Seveso en Italie ou I'utilisation de
'agent orange lors de la guerre du Vietnam (A. C. Gore et al. 2015; Andrea C Gore et al.

2014)

Les différentes recherches menées ont permis de voir que les PEs sont responsables de
nombreux effets délétéres et maladies. Les principaux effets touchent le cerveau,
entrainant des troubles cognitifs et psychomoteurs, la différentiation sexuelle, le systeme
reproducteur ou encore la balance énergétique. Une exposition a ces PEs augmente alors
les probabilités de développer certaines maladies comme le diabéte de type II, 'obésité
viscérale, une modification du timing pubertaire, des troubles de I'ovulation ou encore des

cancers (Fudvoye et al. 2014).




Origine et fonctionnement

Les mécanismes d’action potentiels des PEs sont étudiés depuis les années 1970.
L’impact de I'exposition aux PEs sur la santé a été évoqué suite a 'augmentation de
I'incidence du cancer du sein et des testicules, des troubles de la fertilité ainsi que les
malformations du tractus génital (Andrea C Gore et al. 2014). Le systéme endocrinien joue
un réle tres important dans nombre de processus biologiques et physiologiques, donc une
perturbation méme minime est susceptible de provoquer des changements menant a des

maladies (Andrea C Gore et al. 2014).
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Figure 3 : Résumé de (La Merrill et al. 2020) des dix voies d'action et exemple de PEs (Patisaul 2021).

Les effets des PEs s’observent par différents mécanismes (Figure 3). Ils peuvent agir
directement sur des protéines spécifiques, influengant alors la production ou le

meétabolisme de ’'hormone (Kabir et al. 2015). Il est également possible qu’ils engendrent




des effets épigénétiques. Concernant les effets épigénétiques des PEs, ceux-ci sont définis
comme étant un changement héritable de 'expression du géne non lié a une mutation de
I’ADN. Les mécanismes étudiés, induits par ces changements sont en majorité lié a la
méthylation des résidus de cytosine dans I’ADN mais de plus en plus d’études se penchent
sur la modification des histones et aussi de 'expression altérée des microRNA (A. C. Gore
et al. 2015). Enfin, les PEs peuvent aussi provoquer une altération de la liaison hormone-
récepteur. En effet, un PE peut avoir une action de bloqueur de récepteur, d’activateur ou
d’inhibiteur : ils ont une action d’agoniste ou d’antagoniste envers les hormones et leurs
récepteurs (Barcelo et Kettrup 2004). C’est-a-dire qu’ils vont se lier aux récepteurs
hormonaux et avoir le méme effet qu'une hormone en I’activant (agoniste) ou ne pas
enclencher un changement de conformation du récepteur et empécher I'activation par

I’hormone (antagoniste).

Les effets des PEs sont principalement étudiés sur des hormones oestrogéniques et
androgéniques qui sont des hormones stéroidiennes qui interviennent dans la maturation
sexuelle, ce qui peut influencer le timing pubertaire puisque la période périnatale est trés
sensible aux perturbations endocriniennes, mais également influencer le développement
du cortex et des fonctions cérébrales (Fudvoye et al. 2014). Les PEs n’ont pas
nécessairement besoin d’avoir une ressemblance structurelle avec I’'hormone qu’ils vont
perturber mais vont avoir un effet liant avec son récepteur. De plus un PE peut avoir un
effet pléiotropique et donc perturber a la fois, par exemple, les hormones androgéniques
et oestrogéniques comme c’est le cas pour le DDT (Barcelo et Kettrup 2004). Tous les
perturbateurs endocriniens, méme s’ils sont agonistes d'un méme récepteur, par exemple
les ERs, n’ont pas le méme effet : ainsi, le PCB est impliqué dans la formation du cancer
du sein mais ce n’est pas le cas du BPA (bisphénol A) ou des phtalates (Morgan et al.

2017).

Effets des perturbateurs endocriniens

Développement cérébral

Les perturbateurs endocriniens sont capables d’affecter le développement cérébral

et principalement celui de I'’hypothalamus en altérant la formation et la croissance




neuronale (Bouret 2017). Ceci engendre, par exemple, des modifications dans la formation
et la maturation de 'axe HPG, induisant des difficultés de développement ou de
fonctionnement lors de la puberté, de la reproduction mais aussi concernant la

différenciation sexuelle (Patisaul 2021).

Puberté et reproduction

Deux autres points importants des effets des perturbateurs endocriniens sur les
organismes, sont la puberté et la capacité de reproduction. Dans un premier temps, on
peut voir une avancée de la période de puberté chez les femelles. Cet effet est moins
visible chez les méles. Mais la reproduction est bel et bien impactée chez les deux sexes.
Lors des 50 derniéres années, la quantité de spermatozoides chez les hommes de
population occidentale a été divisée de moitié. Ceci est maintenant valable également
chez les populations africaines. On observe aussi une augmentation flagrante de cas de
cancers des testicules, de cryptochordies et d’hypospadias, surtout dans les pays du nord.
Concernant les femmes, le nombre de naissances prématurées n’a cessé d’augmenter
jusqu’a atteindre 10% des grossesses aux Etats Unis en 2018. La prévalence du cancer du
sein a également augmenté et touche maintenant 1/8 personne au Etats Unis et devient

donc le deuxieme cancer le plus répandu dans cette population (Patisaul 2021).

Métabolisme

Le métabolisme n’est pas en reste de I'effet des perturbateurs endocriniens. Au
cours des derniéres décennies, les cas de diabetes de type 2 et d’obésité ont largement
augmenté. En effet les cas d’obésité sont passés de 5% chez les hommes et 8% chez les
femmes en 1980 a 10% et 14% respectivement en 2008. Ces maladies touchent également
de plus en plus les enfants et adolescents (A. C. Gore et al. 2015). Les perturbateurs
endocriniens pourraient influencer le métabolisme par plusieurs voies. En prenant le cas
de l'hypothalamus, celui-ci permet la régulation de l'appétit et aussi de la balance
énergétique. L'impact des PEs peut avoir lieu a la fois lors de la neurogénése
hypothalamique ce qui induira une altération de ces fonctions de contréle des hormones
comme la leptine, la ghréline ou l'insuline. Mais les PEs peuvent aussi directement
impacter les voies de régulations hypothalamiques de ces hormones, méme si la

circuiterie neurologique est correctement formée (Bouret 2017).




Exemples écotoxicologiques de perturbation endocrinienne

L’écotoxicologie est 'étude des effets toxiques des agents physiques et chimiques
sur les organismes vivants et les communautés qui constituent les écosystémes. Elle
comprend les voies de transfert et les interactions de ces agents avec I'environnement.
Un contaminant émis dans 'environnement va subir une dilution, un transport ou un
transfert entre compartiments par bioconcentration et bioaccumulation. Ces mécanismes
dépendent des propriétés physico-chimiques du polluant : on va alors se renseigner sur
sa solubilité dans 'eau, le coefficient octanol-eau afin de savoir s’il aura une tendance
lipophile, la pression de vapeur pour connaitre sa capacité de sédimentation et son taux

de dégradation, mais également sa masse molaire qui influencera la bioaccumulation.

On appelle ces composés des xénobiotiques. Leurs effets sur la santé des mammiferes
sont largement montrés par une forte augmentation de cas de cancers, d’obésité ou de
maladie reproductives. Par exemple, 'augmentation de la prévalence des cancers du sein
durant les 60 derniéres années semble partiellement due a lexposition aux
xénocestrogénes (Safe 2004). De maniére générale, les effets des PEs ont un impact, au

niveau physiologique mais aussi comportemental.

L’implication possible des perturbateurs endocriniens dans des catastrophes
environnementales a été illustré notamment par le cas des alligators du lac Apopka
(Semenza et Jackson 1997). En effet, aprés déversement de deux composés utilisés
comme pesticides (DDT et Dicofol) dans le lac, les alligators méles ont présenté des signes
de démasculinisation. Sous l'effet de I'induction de 'aromatase, une enzyme responsable
de la transformation des androgenes en cestrogénes, le taux d’cestrogénes a doublé, a la
fois chez les femelles et les males. Dans la descendance, on a mis en évidence une
diminution de la taille du pénis chez les males ne permettant pas l'intromission lors de
I'accouplement et les femelles n’étaient alors pas fécondées. Un autre exemple serait celui
des phoques communs dont la population a chuté entre 1950 et 1975, passant de 3000 a
500 individus. Leur zone de chasse a été polluée par des polychlorobiphényles (PCBs)
donc les poissons, dont ces animaux se nourrissaient, étaient aussi contaminés aux PCBs.
Ceux-ci étant fortement bioaccumulables, ils se sont retrouvés en grande quantité dans

I'organisme des phoques ce qui a causé une baisse de la capacité de reproduction chez




les femelles (Helle et al. 1976; Cullon et al. 2012). Enfin il est & noter que les contraceptions
hormonales humaines sont également la cause de changement physiologiques chez de
nombreux organismes vivants mais principalement chez les « poissons». Les
contraceptifs hormonaux sont métabolisés, chez ’humain, par le foie mais pas dans leur
totalité, ainsi une partie est excrétée via 'urine. De cette maniére, les pro estrogenes et
estradiols synthétiques passent par le systeme de traitement des eaux usées dont les
stations d’épuration relarguent le produit nettoyé dans les eaux de surfaces. Une fois dans
I'environnement, les hormones synthétiques, comme I’éthinyl estradiol, vont perturber le
systeme endocrinien des téléostéens. Les conséquences de cette exposition sont une
féminisation voir un changement de sexe chez les méles allant jusqu’a la production
d’ceufs dans les testicules avec le vitellogéne résultant de la présence de protéines codant
pour la formation du sac vitellus qui sont normalement présentes uniquement chez les
femelles fertiles. Ces changements entrainent le déclin des populations de poissons mais

sont réversibles si 'exposition est arrétée (Williams et al. 2021).

Perturbateurs endocriniens : difficultés d’évaluation des effets

Définir le seuil de toxicité pour un perturbateur endocrinien reste un défi. Dans le
cas d’un polluant classique, on détermine la courbe effet-dose, mais dans le cas des
perturbateurs endocriniens, cette courbe représente généralement une forme de U
inversé (Figure 4). C’est ce qu’on appelle des courbes dose-réponse non monotone, pour
lesquels I'effet le plus néfaste n’est pas forcément atteint par les doses les plus fortes. Le
systeme endocrinien est régulé par deux mécanismes importants : la connectivité ligand-
récepteur et les caractéristiques du récepteur. L’abondance, I'isoforme ainsi que le signal
de transduction peuvent empécher le fonctionnement correct du systéme hormonal. Les
hormones ont une forte affinité de liaison envers leurs récepteurs et fonctionnent alors en
faible concentration. La présence de PEs peut alors engendrer une réponse biologique
plus forte que nécessaire a un stimulus. La concentration en récepteur est tout aussi
importante, elle peut varier selon la présence de PEs et une forte concentration en
récepteurs induit un besoin en hormone liante moins important pour un méme résultat

biologique (A. C. Gore et al. 2015).
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Figure 4 : courbe dose-réponse d'un perturbateur endocrinien

Les PEs peuvent avoir des effets a des doses tres faibles, dites low-doses, que I'on définit
comme étant inférieures a celles testées habituellement en toxicologie (Vandenberg
2014). Ils peuvent aussi induire une influence aprés une exposition a forte dose mais |'effet
toxicologique n’est pas toujours le méme qu’avec une exposition a faible dose. Par
exemple, une exposition au DES faible dose entraine une obésité morbide alors qu'une
exposition a forte dose entraine une perte de poids (Newbold et al. 2009). Il est important
de noter que les doses auxquels les organismes sont couramment soumis sont des doses

faibles que 'on va retrouver dans notre environnement et non pas une exposition aigiie.

En effet, 'impact d’'une exposition dépend du type de celle-ci : une exposition aigiie se fait
sur une période courte, les effets sont visibles sous 24h, elle se fait de maniére accidentelle
et ses effets sont irréversibles. Une exposition chronique, a laquelle on peut se référer pour
les doses environnementales, se fait sur le long terme et montre des effets irréversibles
également mais qui s’expriment sur un temps long aprés l'exposition. Ceci est
particulierement vrai lors de la phase précoce du développement du feetus mais aussi du
juvénile. En effet, dans les stades précoces de la vie, les voies de métabolisation ne sont
pas matures et ne sont alors pas encore capable d’excréter correctement les composés
néfastes. On peut citer 'exemple d’'une exposition alimentaire au PCB chez les phoques
de la mer Baltique dont une partie des PCBs bioaccumulés dans les graisses est transmise
a la descendance via le lait maternel, et dont I'effet est encore plus toxique du fait de
I'immaturité du systéme métabolique des petits (Wolkers et al. 2004). De plus cette fenétre

de développement est critique pour le bon fitness de la descendance. Une exposition aux




PEs au cours de cette période peut alors induire une altération du développement
pubertaire (Fudvoye et al. 2014). Enfin, de nombreuses études se penchent sur les effets
cocktails des perturbateurs endocriniens. En effet, dans notre environnement nous ne
sommes pas soumis seulement a I'exposition d’un seul polluant mais plutét a une
multitude d’entre eux. Leurs effets peuvent donc s’additionner, se multiplier ou encore
s’'inhiber (Rajapakse et al. 2002). Tous ceci explique pourquoi il est si difficile d’établir une

dose seuil d’exposition toxique a un PE.

BPA et BPS
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Figure 5 : représentation du Bisphénol A, du Bisphénol S et d'autres congénéres, Robert Frankowski et al.

Les bisphénols (Figure 5) sont des polluants organiques, c’est-a-dire qu’ils sont
composés de carbones, de dioxygene et de dihydrogéne. A l'origine, les composés
organiques ne sont pas toxiques mais 'agencement des atomes peut provoquer une
toxicité. C’est le cas des hydrocarbures qui sont caractérisés par des cycles aromatiques
générés par la combustion incompléte de combustibles fossiles. C’est dans ce cadre que
les bisphénols ont été établi: la production de plastiques et résines résulte de la

combustion de pétrole raffiné. Aujourd’hui, de nombreux composés industriels sur le
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marché sont soumis a une réglementation d’utilisation comme les

polybromodiphényléthers (PBDEs) ou les PCBs.

Le bisphénol A était utilisé dans la fabrication des plastiques polycarbonates et des résines
époxydes. On le trouvait notamment dans les biberons et le revétement des boites de
conserve. Il n’est pas persistant mais une exposition constante méne a des niveaux
constamment détectables chez 'humain. En effet, 95,7% des américains présentent du
BPA dans leur urine et le BPS (bisphénol S) est détecté chez 89,4% de cette population
entre 2013 et 2014 (Lehmler et al. 2018). Aprés ingestion, le bisphénol A subi une
biotransformation par glucuroconjugaison et sulfatation, c’est-a-dire que les bisphénols, A
comme S, se conjuguent avec le glucoronide ou le sulfate. Ces métabolites étant fortement
hydrophiles, il sont rapidement excrétés (W. Mao et al. 2022) ce qui explique la détection
de BPA et BPS dans les urines chez 'humain. La principale source d’exposition se fait par
I'alimentation car le composé migre du contenant vers la nourriture, cette contamination
dépend de la température et de ’dge du contenant. En effet, plus le contenant est vieux
et plus il est chauffé, plus le risque de migration est fort. Les concentrations sont les plus
élevées chez les enfants et les adolescents que chez les adultes de par les mécanismes de
glucoronidation et sulfination (Mielke et al. 2009). Il existe d’autres sources d’exposition

comme le contact cutané ou par inhalation de poussiére (W. Mao et al. 2022).

Le BPA est un composé agoniste : il est capable de se lier a la fois aux récepteurs
oestrogéniques mais aussi androgéniques. Il a alors les mémes effets que les ligands
naturels des récepteurs AR et ER. Concernant les conséquences sur des modeéles animaux,
il a pu étre constaté que le BPA peut moduler la prolifération des cellules de la prostate et
augmenter la sensibilité de celle-ci a une carcinogénese hormonale. Il est également décrit
que les effets toxiques du BPA sont plus forts a faibles doses qu’a fortes doses (vom Saal
et Hughes 2005). Ce propos est illustré par les précédents travaux du laboratoire d’Anne-
Simone Parent au sein duquel a été montré un effet a faible dose du BPA sur la maturation
sexuelle (Franssen et al. 2016), la folliculogénése et la cyclicité chez le rat (Lopez-
Rodriguez et al. 2019). De plus, une exposition au BPA engendre une augmentation de la
production d’hormones comme la leptine et l'insuline, une augmentation du stress

oxydatif et de I'adipogénése (Kabir et al. 2015).




Le BPS, qui est un substitut du BPA a sensiblement les mémes origines que son
prédécesseur (J. Mao et al. 2020). On peut alors en imaginer que les effets sont semblables
mais il existe a I'heure actuelle peu d’étude concernant ses potentiels effets néfastes. Il
n’existe donc actuellement pas encore de législations concernant les mesures d’utilisation

de ce composé.

Les propriétés physico-chimiques de ces deux composés sont sensiblement les mémes
selon les fiches toxicologiques de 'INRS : ils ne sont pas persistants et le point de pression
de vapeur ne montrent pas de danger pour les sols étant donné leur faible volatilité (5.3¢-
9 kPa pour le BPA et 6.29°-11 kPa pour le BPS). Le caractere lipophile et donc
bioaccumulable du polluant est montré par le coefficient de partition octanol-eau
(logKow). Pour le BPS sa valeur est de 1.65 alors que pour le BPA la valeur est de 3.4. On
dit d’'un polluant qu’il est lipophile si son logKow est supérieur a 3, le BPA est donc
lipophile mais ceci est une tendance. Le BPA peut donc étre bioaccumulé mais le risque

est moindre.

Placenta

Le placenta est un organe trés important puisqu’il est la premiére source de
nutrition d’un feetus. Ce réle commence 10 semaines aprés la conception et permet le
passage de l'oxygéne, de I'eau, des nutriments mais aussi des substances toxiques. Sa
capacité a s’adapter de maniére rapide aux menaces environnementales est alors
primordiale afin de servir de tampon. Mais cette capacité peut dépendre du sexe du foetus
et alors induire un dimorphisme sexuel dans le comportement ou la physiologie de la

descendance (C. Rosenfeld 2012).

L’exposition aux PEs durant cette phase de programmation fcetale peut avoir un impact
sur la santé d’'un individu a long terme (C. Rosenfeld 2012), et plus largement du
phénoméne appelé la programmation foetale (Konkel 2016). Cette période permet de
préparer le feetus a 'environnement dans lequel il va naitre. Par exemple, si la mére est
contrainte a une sous nutrition durant la période de gestation, le métabolisme du feetus
sera adapté a ce type d’environnement, il stockera alors plus facilement les nutriments

(Goyal et al. 2019). L’effet des modification épigénétiques de 'ADN ou des histones serait




un facteur primaire des maladies métaboliques comme I'’hypertension, I'obésité ou le
diabete mais nous ne pouvons, pour le moment, pas déterminer si ces changements sont

héréditaires (Goyal et al. 2019).

Le développement du placenta chez les mammiferes suit plusieurs étapes cruciales. Il est
composé de cellules trophoblastiques qui vont assurer les fonctions d’implantation, par
adhérence avec ’endomeétre, mais aussi d’échange avec 'embryon. Pour permettre la
transmission des nutriments entre la mere et le petit, des villosités choriales se forment.
Ce sont en fait des replis dans le chorion qui pénétrent dans les vaisseaux sanguins de la
mere, permet les échanges de gaz, d’éléments nutritifs, et de déchets sans mélange des 2

circulations sanguines (Serman 2011).

Le placenta joue alors le role de barriére contre de nombreux dangers comme les agents
infectieux, I’échange sanguin entre la mére et le foetus, mais aussi contre le passage des
médicaments et substances toxiques ingérées par la mere. Malheureusement, le placenta
n’est pas imperméable a ces substances et ceci dépend des propriétés physicochimiques
des composés toxiques. Seuls les composés de fort poids moléculaire seront bloqués. En
effet, le passage des substances a travers le placenta se fait généralement par transport
actif ou passif si le poids moléculaire est inférieur a 500 Da (Elefant 2012). Les composés
toxiques vont alors modifier I'expression des génes, en affectant directement la
transcription de '’ADN ou en ayant un effet épigénétique (Fudvoye et al. 2014). Une des
voix de régulation des modifications épigénétiques est le silencage de I’ARN messager par
les microARN qui sont des petits brins d’ARN non codant qui vont réguler ’expression du

géne (Konkel 2016). La période feetale est donc une période critique.

Les effets des bisphénols A et S sur le placenta

Du fait de leur faible poids moléculaire, le BPA (228,29) et le BPS (250,27) sont
capables de passer la barriere placentaire et de contaminer 'environnement du feetus.
Une étude montre que des femelles traitées avec une forte dose de BPA (40 mg/kg/jour)
montrent un retard de I'implantation et une augmentation de la mortalité périnatale de la
descendance. Une exposition périnatale au BPA a forte dose entrainerait donc un effet

délétere sur le transport de 'embryon, sa préimplantation et I'implantation (Xiao et al.




2011). Une exposition périnatale au BPA a dose environnementale entraine également
une diminution de la prolifération des cellules trophoblastiques ce qui compromet la
communication mére fcetus, les cellules trophoblastiques servant a former les villosités
choriales qui sont indispensables aux échanges entre la mere et le feetus (C. Rosenfeld
2012). De plus, aprés 9 jours d’exposition au BPS ala dose de 500ug/kg/jour, le sang des
rates FO contient 55% du contaminant (W. Mao et al. 2022). Or le sang de la mére est la
voie principale d’échange avec le foetus via le chorion, par les villosités choriales
permettant les échanges de gaz et de nutriments. Le BPA comme le BPS, a dose
environnementale, impactent tous les deux I'expression de certains génes codant pour la
zone de jonction, soit l'interface entre le placenta et 'endométriome mais aussi une
altération du contenu en neurotransmetteurs du placenta (J. Mao et al. 2020; Tait et al.

2015).

L’exposition aux bisphénols peut aussi engendrer un disfonctionnement du systéeme
endocrinien lié au placenta ce qui entraine une dérégulation du signal fusogénique des
trophoblastes (Gingrich et al. 2018). On remarque aussi une augmentation du
développement de I'arborescence des vaisseaux sanguins du placenta a faible dose alors
gu’une exposition a forte dose limite la formation de cette arborescence. Ceci est induit
par une diminution de la concentration en sérotonine placentaire a la suite d'une
exposition au BPA comme au BPS et qui est essentielle pour la formation du tissu
trophoblastique. De plus une exposition maternelle au BPA engendre une

hyperméthylation des certains génes (C. S. Rosenfeld 2021).

Contexte de travail et objectif

Le fonctionnement actuel de notre société engendre de nombreux dangers pour la santé
des organismes. Les perturbateurs endocriniens en font partie et posent un probléme aussi
bien pour la santé humaine que pour '’environnement. Leur étude entre dans le cadre de
’écotoxicologie afin de comprendre quels polluants sont des perturbateurs endocriniens
mais aussi de connaitre leurs impacts sur les organismes. C’est dans ce contexte que nous
avons essayé de montrer les effets du BPA et du BPS sur la placentation, en cherchant des

marqueurs transcriptionnels placentaires d’'une exposition a ces polluants, sur un modele




animal. Nous avons également regardé les possibles effets sur une génération d’animaux

F1 concernant la puberté et le poids.

Matériel & méthode

Substances

Les composés chimiques BPA et BPS ont été commandé aupreés de la firme Sigma-
Aldrich (Missouri, USA). Le BPA (Bisphenol A 99+%, 2,2-Bis-(-4-hydroxyphenyl) -propan
99+%, 228,29g/mol, CAS : 80-05-7) se présente sous forme de billes blanches. Le BPS
(Bisphenol S 98%, 4,4’-Sulfonydiphenol 98%, 250,27g/mol, CAS : 80-09-01) se présente,
lui, sous forme de poudre blanche. Les composés sont chacun dissous dans de I’éthanol
>99,8% (Roth). De cette solution stock est calculé le volume nécessaire, selon le poids des

rates, pour la solution finale de 50uL d’huile.

Animaux et expérimentation

La phase expérimentale se fait sur des rats Wistar logés dans des conditions
standards d’animalerie, soit une température de 22,8°C et un cycle de jour de 7h a 19h.
Pour écarter une exposition non contrélée aux perturbateurs endocriniens testés, les rats
sont logés dans des cages BPA-free (Cage polypropylene, Ref 1291H006, Tecnilab, Pays-
Bas) et I'eau de boisson est fournie dans des biberons en verre. De plus les animaux sont
nourris avec des pellets sans perturbateurs endocriniens ni phytocestrogenes (V135 R/Z

low phytocestrogen pellets, SSNIFF Diet, Pays-Bas).

L’administration des substances se fait par voie orale: des galettes (galette vanille,
Delacre) dans lesquels sont ajoutés 50l d’huile de mais seule ou d’une solution de BPA
ou de BPS mélangé avec de 'huile de mais, sont administrées chaque jour aux rates. Les

cages sont systématiquement vérifiées aprés 10 minutes pour contrdler l'ingestion




compléte de la galette. Les solutions de BPA et de BPS sont soumises a deux dosages, 4

pg/kg/jour et 25ng/kg/jour. Les groupes ont été répartis comme suit :

Groupe Controle BPA 4 BPA BPS 4 BPS

ug/kg/j 25ng/kg/j ug/kg/j 25ng/kg/j
Nombre de 15 5 5 5 15
rates

Les femelles sont pesées toutes les semaines afin de rééquilibrer le dosage des solutions
de BPA et de BPS en fonction de la prise de poids des différents groupes tests. L’exposition
des femelles commence 7 jours avant la mise a méles. Cette étape s’étale sur 72h durant
lesquels un male est alors placé dans une cage de deux femelles. Les femelles sont
disposées de maniéere a ce que la capacité reproductrice du méale n’influence pas les
groupes tests : dans chaque cage, les femelles appartiennent & des groupes différents. La
fin de la mise a male est considérée comme le premier jour de gestation, de cette maniere
nous respectons le temps nécessaire aux substances pour atteindre une concentration
effective dans le sang de I'animal (W. Mao et al. 2022). L’exposition continue tout au long
de la gestation, soit jusqu’au jour 20. La prise de poids des femelles nous sert & définir
lesquelles sont gestantes (prise de poids >90g). Au 20°™ jour, les femelles prévues comme
gestantes sont sacrifiées et une césarienne est effectuée, notant la position de chaque sac
gestationnel. Une dissection de l'appareil génital des femelles prévues comme non
gestantes est également pratiqué afin de vérifier qu'elles ne possédent pas de sac
gestationnel ou de malformation gonadique. Du tissu fcetal est collecté pour réaliser une
réaction en chaine par polymérase (PCR) afin de déterminer le sexe des petits. Les tissus
placentaires sont congelés dans de l'azote liquide et conservés a -80°C avant une
extraction de 'ARN. Les tissus feetaux sont eux disposés a -20°C avant 'extraction de

I’ADN.

Cette exposition étant une répétition d’une expérience précédente, nous avons utilisé les

premiers placentas ainsi que les mesures de taux de gestation et de poids en complément.




Trois femelles des groupes de contrdle et de BPS 25 ng/kg/j terminent leur gestation. Un
pool de petits est alors gardé. L’exposition des meres est allongée jusqu’a la fin de

l'allaitement. Le sevrage est réalisé au 21°™ jour de la descendance.

Les F1 sont soumis a plusieurs mesures. Tout d’abord le poids est évalué aux jours 7, 14,
21, 40, 50, 60 et 90. La taille est également mesurée a 90 jours en plagant 'animal en
position allongée le long d’une régle, la taille est considérée du bout du museau a la base
de la queue. Un suivi de la phase de puberté est réalisé : chez les femelles, en notant le
jour de l'ouverture vaginale, mais également chez les méales en notant le jour de la
séparation balanopréputiale compléte (Figure 6). Les animaux sont pesés au moment de
leur puberté. La prise de nourriture est aussi mesurée a p60 en pesant la nourriture
restante des cages pour en déduire la quantité ingérée par rat. Enfin une partie des
animaux est sacrifiée suivant des ages spécifiques : au sevrage, a la puberté et a I'age
adulte afin de pratiquer une dissection du cerveau. L’hypothalamus medio-basal (MBH),
l'air pré optique (POA) et I'hypophyse sont alors échantillonnés et conservé a -80°C. Une

extraction de 'ARN de ces échantillons est réalisée.

Figure 6 : lllustration des phases de la séparation balanopréputiale chez le rat mdle. (A) état juvénil, (B) début de la séparation,
(C) séparation balanopréputiale. Le rat est consiédéré comme pubere a la phase (C). (D. Franssen)

Enfin, des frottis vaginaux sont réalisés sur les femelles F1 adultes, a partir de leur 67
jour et ce pour une durée de 21 jours. Les frottis sont faits le matin entre 9h30 et 10h, a
I'aide d’'un coton tige imbibé de PBS pour aider le passage. Le contenu récupéré est
déposé sur des lames puis laissé a sécher a l'air libre pendant 20 minutes. Ensuite, les
lames sont plongées 5 minutes dans un bain de bleu de toluidine 0,1%, puis dans un
deuxiéme bain d’eau froide pour le rincage. Les lames sont ensuite soumises a un
deuxiéme temps de séchage de 30 minutes avant d’étre analysées. L’étude des frottis se

fait a 'aide d’'un microscope afin d’évaluer le type de cellules présentes dans le vagin des




rates. Ceci permet de connaitre la phase du cycle menstruel des femelles. Celui-ci est

composé de quatre phases (Figure 7) :
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Figure 7 : Schéma de la proportion cellulaire des trois types de cellules caractérisant le cycle menstruel des rates. (Cora,
Kooistra, et Travlos 2015)

La phase de proestrus dure en moyenne 14h et est
caractérisée par la présence de nombreuses cellules
épithéliales nuclées, rondes et de petite taille. Elles se

présentent généralement en amas mais peuvent aussi

étre séparées (Figure 8).

Figure 8 : Frotti vaginal d’un proestrus chez la rate. (Cora, Kooistra, et Travlos 2015)

L’cestrus peut aller de 24 a 48h. Il est facilement
reconnaissable par son nombre important de cellules
et de la configuration en amas qu’elles prennent. La
majorité des cellules présentent sont des cellules
épithéliales kératinisées anucléés. Ce stade sert de

référence pour définir la cyclicité de nos rates (Figure
9).




Figure 9 : Frotti vaginal d’un cestrus chez la rate. (Cora, Kooistra, et Travlos 2015)
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Figure 10 : Frotti vaginal d’un metoestrus chez la rate. (Cora, Koozstra et Travlos 2015)

Le dioestrus peut durer de 48 a 72h et est
TN . caractérisé par la présence accrue de
neutrophiles, en comparaison avec les autres
stades, que 'on peut trouver principalement dans
les excrétions vaginales. De plus la quantité

générale de cellule y est faible (Figure 11).

Figure 11 : Frotti vaginal d’un dioestrus chez la rate. (Cora,
Kooistra, et Travlos 2015)

Sexage

Le sexage des feetus utilisant la distance ano-génitale étant impossible apres la
césarienne (de plus, le BPA ou BPS pourrait affecter celle-ci), un échantillon de tissus de
chaque feetus est récupéré. L’ADN est ensuite extrait de I’échantillon en utilisant le
protocole de génotypage du kit PROMEGA (PROMEGA®, Wisconsin, USA). A la suite de
I'extraction de ’ADN, une étude de I'expression du gene SRY par une PCR est réalisé,
suivant toujours le protocole du kit PROMEGA. Pour se faire un couple de primer du gene
SRY (sens: 5GGAGAGAGGCGCAAGTTGGCTS3 ; antisens :
5’GCTATGGTGCAGGGTCGCTCAZ3’) ayant déja servi a d’anciens sexages est utilisé. 2uL
d’ADN est ajouté a 48uL d’'un mix composé (par échantillon) de 0.25uL de Taq, 1pL de
nucléotides, 10uL de buffer, 2uL de primer sens et antisens ainsi que 33,75uL d'H20. Les




échantillons sont ensuite soumis a une PCR via le Labcycler (Sensoquest GmbH,
Gottingen, Allemagne) suivant un programme de 5min a 94°C puis 35 cycles de 45sec a
95°C, 45sec a 60°C et 1min a 72°C, pour terminer par une phase de 7min a 72°C. Les gels
sont élaborés avec 100mL de TBE 1x et 2% d’agarose auquel on ajoute 10puL de midori
green. Les plaques sont remplies suivant le schéma ci-dessous (Figure 12). Le marqueur
de poids moléculaire utilisé est le SmartLadder SF™ de la firme Eurogentec (Seraing,
Belgique, ref. MW-1800-02). Les contréles, méle et femelle, proviennent d’'un échantillon
de bout de queue de rat adulte ayant subi les mémes transformations que décrites

précédemment.
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Figure 12 : Schéma représentant la disposition des échantillons pour chaque gel de génotypage

Extraction d’ARN, reverse transcription (RT) et real-time quantitative PCR (qPCR)

L’ARN est extrait de plusieurs échantillons, toutes les extractions sont réalisées en
suivant le kit RNeasy Mini (Qiagen, Pays-Bas). Dans un premier temps, I’extraction de
I’ARN est réalisée sur les placentas de l'expérience précédente puis sur ceux de

I'expérience actuelle, puis ’ARN des MBH et POA de 'hypothalamus est aussi extrait.

Par la suite, une reverse transcription (RT) est réalisée a l'aide protocole du
kit Transcriptor FirstStrand cDNA Synthesis (Roche Diagnostics, Bale, Suisse). Les
échantillons d’ARN sont, ici, d’abord dilués a 1/5 pour que les quantités soit accordées

avec une qPCR 500ng.

Enfin TADN complémentaire produit par la RT est dilué 10 fois pour faire les gPCR. 4 pL.

d’échantillon était ajouté a 6 yL de mix :




FastStart Universal SYBR® Green Master | 5 plL
(Roche)

Eau nuclease-free 0.4pL
Primers 0.3uL

Les primers sont dessinés par Integrated DNA Technologie, Inc. (Tableau 1). Comme
géne de référence, sont utilisés l'actine qui est un géne codant pour des protéines
permettant notamment la liaison de 'ATP et le 18s qui est un géne de I’ADN ribosomial.
La qPCR est réalisée a l'aide du LightCycler® 480 (Roche Diagnostics, Béle, Suisse) en
suivant les conditions suivantes : phase d’initialisation de 2 minutes a 50°C et 10 min a
95°C, puis 40 cycles de dénaturation suivant 15 sec a 95°C et enfin une élongation et
collecte de données de 60s a 60°C. Les valeurs de CT (cycle threshold) sont obtenues sur
la courbe d’amplification de chaque échantillon. Les échantillons sont disposés en triplicat
afin de normaliser nos résultats. Les statistiques sont alors faites sur une moyenne des Ct
pour chaque gene cible sur chaque échantillon. Les statistiques sont faites suivant la
méthode du AACt. Une équation de Pfaffl est également réalisée pour chaque gene testé
afin de prendre en compte 'efficacité des couples de primers, seules les efficacités allant

de 1.8 a 2.2 sont retenues.




Tableau 1 : liste des primers utilisés pour les gPCR

Actine S5 CGC GAG TACAACCTTGC ¥

As 5" ATA CCCZACCATCACACCCTG 3
18S S5 GTT CCG CTCACZA CCT CAGAT ¥

As 5" AGT GCG TTC GAA GTG TCG AT 3’
GREM1 S5 GGA TCC ACT GAG GTG ACA GAATG 3’

As 5’ GGG TCT GCT CGG AGT CAT TG 3’
WNT7B S5'GTCCTC TAC GTG AAG CTCGGA 3’

As 5’GAA TCG GAACTG GTG CTG GC ¥
SPP-1 S5 GAT GAC GATGACGA ¥

As 5’ GCT GGC AGT GAAGGACTCAT ¥
POSTN S5 TGC AAA AAG ACACACCTG CAA 3

As 5" GGCCTT CTCTTG ATCGCCTT 3’
SRC2-10 S5 GGT CAGTTG ACAAGCAAGCC¥

As 5" AAT AAC CTG CCCAGT TGC CC 3’
SRC2-8 S5’ CAT ACG CCA AGA GGCATCAC 3

As 5’ CGT AGT CTG GGA ACG GATGAG ¥
GnRH S 5" GAA CGT CTG ATT GAA GAG GAAG 3’

As 5’ TACTTT ATT ATG AAATCT ACG CTG 3’
Kiss1 S5 TGG TGA ACC CTG AACCCA CAGGC 3’

As 5’ CGG GCATGG CGATGT T 3’
ERa S5 CGCTCTGCCTTGATCACACAY

As 5’ GCC GAG GTACAG ATTGGCTT ¥
ERb S5 TGA GCC GGA CAGACTACAGA 3

As 5’ TAT GAG GAA CACCGC CACAC3

Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont réalisées a 'aide du logiciel Graphpad Prism 8
(version 8.0.2, Dotmatics, Royaume-Uni). Les données sont représentées sous forme de
moyenne + SEM. Les statistiques concernant les gPCR et le poids des animaux poids sont

réalisées a 'aide d'un test ANOVA a un facteur ou test Student. Le nombre de portées




ainsi que le sex ratio sont soumis a un test de contingence ainsi qu’a une ANOVA a deux

facteurs. Enfin I’évolution du poids des F1 est analysée a 'aide d’un test Student multiple.

Résultats

Effets de I'exposition prénatale au BPA et BPS sur la gestation et la croissance
foetale

Nous avons déterminé l'effet de I’exposition prénatale au BPA et au BPS sur le
pourcentage de femelles enceintes apreés fertilisation (Figure 13). On note que les femelles
exposées durant la gestation au BPA 4ug/kg/j ou BPS 25 ng/kg/j présentent un taux de

gestation plus faible, bien que non significativement, comparé aux femelles contréles.
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Figure 13 : pourcentage de femelles gestantes apreés fertilisation, aprés exposition périnatale au BPS 25 :BPS 25 ng/kg/j, BPS
4 : BPS 4 ug/kqg/j, BPA 25 : BPA 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j Les données ont été soumises & un test de Chi?.

Afin de voir si 'exposition influence I’état général de la descendance, nous avons ensuite
étudié les effets de I'exposition gestationnelle au BPA et BPS sur la taille des portées, la
croissance placentaire et la croissance foetale. La taille des portées n’a pas été
significativement influencée par les différentes expositions. Le poids moyen des fcetus (au
18eme jour de gestation) exposés au BPA 25ng/kg/j ou BPS 25ng/kg/j était

significativement plus faible que le groupe contréle. A I'inverse, le poids moyen des foetus




exposés au BPS 4ug/kg/j est significativement plus élevé que celui du groupe controle.
Enfin le calcul du ratio du poids du feetus contre celui du placenta nous permet de voir si
I'altération de la croissance foetale est associée a une potentielle altération de la croissance
placentaire. En comparaison avec le groupe controdle, les groupes BPA 25ng/kg/j et de
BPS 25ng/kg/j montre un ratio significativement plus faible alors que le groupe du BPS
4ug/kg/j montre a l'inverse un ratio significativement plus important que les animaux
contrbles. Le BPA 4ug/kg/j ne montre aucune différence significative avec le groupe

contrble concernant le poids du feetus et du placenta.

Apres avoir réalisé le sexage des foetus, nous avons comparé le nombre de méles et de
femelles dans chaque groupe test (Figure 14). Une analyse ANOVA a deux facteurs n’a
pas montré d’effet significatif de 'exposition au BPA ou BPS sur le sex ratio (Figure 15).
Cependant I'influence de I’exposition est légérement différente entre les males et femelles
concernant le poids du feetus : les méles sont plus sévérement impactés par une exposition

au BPS que les femelles, bien que cela ne soit pas significatif.
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Figure 14 : comparaison des effets de I'exposition au BPA et au BPS sur le poids du feetus et du placenta des F1, selon leur sexe. Les
rats ont été exposés au BPA et au BPS lors de la période périnatale, selon les dosages suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4
ug/kg/j, BPA 25 : BPA 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j. Les données sont soumises a une ANOVA 2 avec *, P<0.05 ; **, P<0.01 et
*** P<0.001 vs le groupe contréle. Données = moyenne + SEM.
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Figure 15 : évaluation des effets de I’exposition au BPA et au BPS sur le sex ratio (%) des F1. Les rats ont été exposés au BPA
et au BPS lors de la période périnatale, selon les dosages suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j, BPA 25 :
BPA 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j. Les données sont soumises & un Chi?.

o

Effets de I'exposition périnatale au BPS 25 sur la croissance pondérale et la puberté
de la descendance

L’analyse d'un RNAseq réalisé précédemment sur des placenta (GD18) de rats
femelles exposés au BPA ou BPS selon les méthodes décrites ci-dessus nous a permis de
voir que le BPS 25 ng/kg/j influence I'expression de génes de la placentation. Nous avons
également décrit ci-dessous l'effet du BPS 25 sur la croissance fcetale. Afin de pouvoir
déterminer un phénotype postnatal potentiellement associé a cette exposition, nous avons
suivi la croissance des F1 des meéres exposées au BPS 25 ng/kg/j ainsi que celle des F1
contrble. Nous avons suivi la prise de poids des juvéniles ainsi que leur timing pubertaire.
Un T test multiple nous a permis de suivre la prise de poids des petits et de caractériser
I'effet de 'exposition au BPS 25 ng/kg/j sur cette prise pondérale. Les résultats sont
sensiblement les mémes entre les groupes males et femelles : les animaux exposés au BPS
25 ng/kg/j tendant a étre plus léger que les contréle (Figure 16). Cette différence devient
significative chez le jeune adulte. Concernant les femelles, les animaux exposés au BPS 25
ng/kg/j ont un poids légérement plus faible dont la différence devient significative a I'dge

adulte (p90).
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Figure 16 : évaluation des effets de I’exposition au BPS sur la prise de poids des F1 lors de la croissance, selon leur sexe. Les rats ont été
exposés et au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j. Les données sont soumises a un T-test
multiple avec **, P<0.01 vs le groupe contréle. Données = moyenne + SEM.

Pour expliquer cette différence, nous avons quantifié la prise de nourriture des petits

(Figure 17). L’exposition au BPS ne semble pas affecter la prise alimentaire.
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Figure 17 : comparaison des effets de I’'exposition au BPS sur la prise de nourriture des F1 lors de la croissance, selon leur sexe. Les rats ont
été exposés et au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j. Les données sont soumises a un T-test

multiple. Données = moyenne + SEM.

Le timing pubertaire a été analysé par test de Chi* multiple afin de savoir si 'exposition
au BPS provoque une puberté précoce ou tardive. L’observation a une nouvelle fois été
réalisée chez les méles comme chez les femelles (Figure 18). L’exposition au BPS a dose
environnementale n’affecte pas significativement le timing pubertaire des méales. Chez les
femelles, on note que 'exposition au BPS 25 entraine une tendance non significative au
retard pubertaire puisque la puberté de la moitié de femelles exposées est atteinte avec

un jour de retard par rapport aux femelles controéles.



Femelle montrant une ouverture vaginale (%)

100

w
(=]

Ay s s s e byl

o
1

1
5
- o
B ST oo
E— £ - BPS25
/ 5
=
-
£ 50
®
g
g
J ! ' 5 O-Zf'di"{’ir T T 1
30 32 34 E 36 37 38 39 40
Age (jour) ‘E Age (jour)

Figure 18 : illustration des effets du traitement au BPS sur le timing pubertaire des F1, selon leur sexe. Les rats ont été exposés et au
BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j.

Nous avons également surveillé le poids au moment de la puberté et celui-ci est
significativement plus faible chez les rats méles exposés au BPS que chez les controéles. Le
poids ne montre cependant pas de différence entre les groupes de contrbles et

d’exposition chez les femelles (Figure 19).
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Figure 19 : comparaison des effets de I'exposition au BPS sur le poids au moment de la puberté des F1, selon leur sexe. Les rats
ont été exposés au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j. Les données sont soumises
a un T-test avec *, P<0.05 vs le groupe contréle. Données = moyenne + SEM.

Pour finaliser les mesures sur cette exposition, nous avons compareé les poids et tailles des
individus mais également le poids, de la graisse brune (BAT) et de la graisse blanche

(WAT), chez les femelles (Figure 20) et chez les males (Figure 21). Nous avons également



mesuré le poids des gonades chez les deux sexes (Figure 22). L’exposition périnatale au
BPS n’affecte pas les différents facteurs de poids et de taille mesurés, a 'exception de la
taille des femelles qui est significativement plus petite chez celles traitées au BPS 25

ng/kg/j avec une p-value de 0,019.
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Figure 20 : comparaison des effets de I'exposition au BPS sur la taille et le poids des femelles F1 a p90 ainsi que le poids de la
BAT et de la WAT. Les rats ont été exposés au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j. Les données sont soumises a un T-test avec *, P<0.05. Données = moyenne + SEM.
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Figure 21 : comparaison des effets de I'exposition au BPS sur la taille et le poids des males F1 a p90 ainsi que le poids de la
BAT et de la WAT. Les rats ont été exposés au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j.
Les données sont soumises a un T-test. Données = moyenne + SEM.
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Figure 22 : comparaison des effets de I'exposition au BPS sur le poids des gonades des F1 a p90, selon leur sexe. Les rats ont
été exposés au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j. Les données sont soumises
a un T-test. Données = moyenne + SEM.



Effets transcriptionnels de I'exposition gestationnelle au BPA et BPS au sein du
placenta

Code du géne Greml Sppl Postn Wnt7b

Implication Placentation Placentation / Implantation Placentation /
Implantation Implantation

Traitement BPA4ug BPS25ng BPS25ng BPS25ng

d’effet

Expression upRegulated downRegulated downRegulated downRegulated

RNAseq

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des genes de la placentation mis en valeur par le RNAseq.

Afin d’identifier des marqueurs transcriptionnels placentaires précoces de
I'exposition au BPA et BPS, un RNAseq a été réalisé, par le laboratoire du Pr. Anne-Simone
Parent sur des échantillons de placenta de femelles rates ayant subi une exposition au
BPA et au BPS aux mémes concentrations que pour 'expérience actuelle. L’analyse du
RNAseq a permis de mettre en avant 4 génes codant pour la placentation dont I'expression

était significativement affectée par 'exposition au BPS 25 ou BPA 4 (Tableau 2).

Les analyses RT- qPCR ont ici été réalisées sur les échantillons issus de la premiere
exposition des rats aux BPA et BPS & doses environnementales. L’expression
transcriptionnelle a été étudiée sur 30 échantillons de placentas (n=6 par groupe) femelles
(Figure 23) et 25 échantillons de placentas males (n =5 par groupe) (Figure 24).
L’expression de ’ARNm codant pour le géne Spp1 est significativement plus faible au sein
des placentas femelles exposés au BPS 25ng/kg/j et 4ug/kg/j en comparaison avec le
groupe contrdle. Concernant les males, on voit cette fois une sous expression du géne

Wnt7b dans le groupe exposé au BPS 4ug/kg/j comparée au groupe controle.
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Figure 23 : expression placentaire de ’ARNm codant pour les génes Grem1, Wnt7b, Spp1 et Postn dans le placenta de foetus
femelles contréles ou exposées au BPA et au BPS lors de la période périnatale, selon les dosages suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j, BPA 25 : BPA 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j.. Les données sont soumises a une ANOVA 1
avec *, P<0.05 vs le groupe contréle. Données = moyenne + SEM.
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Figure 24 : expression placentaire de ’ARNm codant pour les génes Grem1, Wnt7b, Spp1 et Postn dans le placenta de foetus
males contréles ou exposées au BPA et au BPS lors de la période périnatale, selon les dosages suivant BPS 25 : BPS 25 ng/kg/j,
BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j, BPA 25 : BPA 25 ng/kg/j, BPS 4 : BPS 4 ug/kg/j. Les données sont soumises a une ANOVA 1 avec *,
P<0.05 vs le groupe contréle. Données = moyenne + SEM.

Effets transcriptionnels de I'exposition périnatale au BPS 25 au sein de
I’hypothalamus de la descendance

En complément du timing pubertaire, nous avons analysé par RT-qPCR
I'expression des génes impliqués dans le contrdle hypothalamique de la puberté. Aprés
extraction de ’ARN des échantillons de '’hypothalamus médio-basal (MBH) et de l'aire
préoptique (POA), nous avons mesuré I’expression de la kisspeptinel (Kiss1), de la GnRH,
est des récepteurs oestrogéniques alpha (ERa) et beta (ERb) chez les femelles. Nous avons

aussi déterminé l'expression du géne SRC2, un co-récepteur des récepteurs aux



cestrogénes, sous deux variants : SRC2-10 et SRC2-8 (splicing alternatif) puisque son

expression placentaire est affectée par I'exposition au BPS 25.

Les RT-gPCR ont été réalisées sur les échantillons de MBH et POA des femelles aux ages
p21 (Figures 25 et 26) et p35 (Figures 27 et 28) correspondant a la période de sevrage et

de puberté. Les CT ont été soumises a une analyse AACt avec, comme géne rapporteur,

I'actine.
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Figure 25 : expression placentaire a p21 de ’ARNm codant pour les génes Kiss1, ERa, ERb et SRC2 aux variants 10 et 8, dans
le MBH des femelles contréles ou exposées au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j. L’actine est utilisée en géne de référence. Les données sont soumises a un T-test. Données = moyenne + SEM.
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Figure 26 : expression placentaire a p21 de ’ARNm codant pour les génes Kiss1, ERa, ERb et SRC2 pour les variants 10 et 8,
dans le POA des femelles contréles ou exposées au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j. L’actine est utilisée en géne de référence. Les données sont soumises a un T-test. Données = moyenne + SEM.
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Figure 27 : expression placentaire a p35 de ’/ARNm codant pour les génes Kiss1, ERa, ERb et SRC2 pour les variants 10 et 8,
dans le MBH des femelles contréles ou exposées au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j. L’actine est utilisée en géne de référence. Les données sont soumises a un T-test. Données = moyenne + SEM.
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Figure 28 : expression placentaire a p35 de ’ARNm codant pour les génes Kiss1, ERa, ERb et SRC2 pour les variants 10 et 8,
dans le POA des femelles contréles ou exposées au BPS lors de la période périnatale, selon le dosage suivant BPS 25 : BPS 25
ng/kg/j. L’actine est utilisée en géne de référence. Les données sont soumises a un T-test. Données = moyenne + SEM.

L’expression de '’ARNm codant pour les génes impliqués dans le contréle de la puberté
n'est pas affecté significativement par l'exposition au BPS 25ng/kg/j. En effet,
I'expression des génes Kiss1, GnRH et ERa n’est pas affectée dans le POA par I’exposition
au BPS 25 ng/kg/j. Cependant, on constate une augmentation significative de

I'expression du gene SRC2-10 dans le MBH des femelles F1 a p35, avec une p-value de

0,0232.
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Discussion

Effets de 'exposition prénatale au BPA et BPS sur la gestation et la croissance
feetale

Les perturbateurs endocriniens peuvent affecter les fonctions placentaires et la croissance
foetale (Fudvoye et al. 2014; Gingrich et al. 2018; Rolfo et al. 2020). En effet le placenta est
caractérisé par un nombre conséquent de récepteurs aux stéroides ce qui le rend
vulnérables aux interactions avec les PEs (Gingrich et al. 2018). De plus, les PEs sont
capables de passer la barriere du placenta et vont ensuite s’accumuler dans ’embryon et
le liquide amniotique. Le foetus, pour son développement, est dépendant des hormones.
Il y est donc tres sensible, ce qui explique pourquoi la présence de perturbateurs
endocriniens entraine un danger pour le développement du fcetus. De plus, certains
phénoménes cellulaires sont engagés dans le développement cérébral et sont sensibles
aux hormones et donc également aux PEs (Bouret 2017). Enfin, une exposition lors de
cette période foetale est particulierement délétére puisque le foetus ne possede pas les
enzymes permettant la biotransformation des PEs (Fudvoye et al. 2014). Ainsi, de
précédentes recherches ont montré que I’exposition au BPA affectait la croissance fcetale
suivant un effet dose-réponse de U inversé (Fudvoye et al. 2014). Ceci sera discuté plus
bas. Cependant, les effets du BPS sur la croissance feetale sont tres peu abondants jusqu’a

ce jour.

Nous constatons que dans notre expérience, le succés de fertilisation tend a étre plus
faible chez les femelles exposées pendant la gestation au BPS 25ng/kg/j et BPA 4ug/kg/j.
Bien que cette tendance ne soit pas significative, le taux de gestation est proche des 50%
seulement au sein de ces groupes. Ceci pourrait indiquer qu’une exposition prénatale au
BPA et au BPS serait un frein au succes de fertilisation. Pour le BPA, ce type de résultats
n’est pas surprenant puisqu’il a déja été démontré qu’il entraine I'arrét de la progression
de 'embryon vers I'implantation dans 'utérus (C. Rosenfeld 2012). De plus, nous avons
montré que certains génes impliqués dans 'implantation et la placentation voient leur
expression modifiée par une exposition au BPS, avec Spp1 et Wnt7b qui sont tous les deux
sous exprimés. Notons que les taux de gestation sont tout de méme assez bas dans tous

les groupes, ce qui pourrait étre expliqué par le fait que la mise a méle a été faite sur un




temps court. Nous avons en fait choisi de la faire sur une période de 72 heures afin de
connaitre la date de fin de gestation et pouvoir réaliser une césarienne le plus tardivement

possible mais ceci limite les chances de succes de gestation.

Nos résultats indiquent que I'exposition prénatale au BPA et BPS a faible dose affectent la
croissance feetale. En effet, une exposition périnatale au BPA et au BPS est associée a un
poids feetal plus faible. Dans les groupes exposés au BPA et BPS 25ng/kg/j, le ratio de
poids entre le feetus et le placenta est plus faible en comparaison avec le groupe controle.
Ceci montre un possible impact de l'exposition au BPA et BPS sur les fonctions
placentaires. En effet, le BPA comme le BPS, & une dose de 200ug/kg/j, réduisent la
quantité et la qualité des cellules trophoblastiques du placenta chez les souris (J. Mao et
al. 2020). Ces cellules permettant les échanges entre le sang de la mere et le foetus, leur
nombre limité engendrerai alors un manque de nutriments pour la bonne croissance
feetale. Une récente étude sur cellules humaines (Profita et al. 2021) a montré pour la
premiere fois que le BPA ainsi que le BPS (10" et 10-*M) provoquent une altération de la
capacité de prolifération et migration des cellules HTR-8/SVneo. Celles-ci sont dérivées
des cellules trophoblastiques et sont utiles pour étudier le trophoblaste mais aussi la
biologie du placenta. Une telle altération pourrait expliquer une diminution des capacités
de fonctionnement du placenta. Cependant, concernant le groupe du BPS 4pg/kg/j, le
ratio de poids entre le feetus et le placenta montre un effet inverse puisqu’il est cette fois

plus fort que celui du groupe contréle. Ceci montre que l'effet du BPS dépend de sa dose.

Peu d’études impliquent la mesure du poids a la naissance aprés une exposition périnatale
au BPA et au BPS, mais nombreuses sont celles menées sur le modéle animal ayant
montré qu'une exposition précoce aux PEs et plus spécialement au BPA augmente le
risque de développer une obésité ou un syndrome métabolique plus tard dans la vie
(Fudvoye et al. 2014). En effet lors d’'une exposition au BPA a faible dose au cours de la
gestation et de la lactation, la descendance montre une augmentation du poids plus forte
chez les groupes exposés, que ¢a soit chez les maéles ou les femelles (Liang et al. 2016;
Wei et al. 2011; Rubin et al. 2001). Ajoutons qu’un poids feetal faible est souvent suivi par

une prise de poids forte au cours de la croissance ou a I’dge adulte (Taylor et al. 2018).




Les traitements n’ont cependant pas d’incidence sur le sex ratio de la descendance. Nous
savons aujourd’hui que les PEs ont tendance a influencer le sex ratio principalement dans

d’autres taxons animaux comme les reptiles (Semenza et Jackson 1997).

Effets de 'exposition périnatale au BPS 25 sur la croissance pondérale et la
puberté de la descendance

De nombreuses données indiquent qu'une exposition gestationnelle ou postnatale
précoce aux perturbateurs affecte la croissance ainsi que le développement pubertaire
chez les rongeurs (Liang et al. 2016; Wei et al. 2011; Taylor et al. 2018; Rubin et al. 2001;
Lopez-Rodriguez et al. 2021). Les perturbateurs endocriniens affectent également le
contrble de la balance énergétiques, ils peuvent affecter la neurogénése hypothalamique
ou agir directement sur les hormones telles que la leptine, la ghréline ou l'insuline
(Haverinen et al. 2021). Nous savons également que les PEs obésogénes, dont le BPA, qui
va donc promouvoir la prise de masse grasse en augmentant les adipocytes, leur taille et
leur différenciation chez ’humain (Heindel et al. 2019). L’exposition périnatale au BPS
25ng/kg/j montre plutét une tendance a un retard de la prise de poids contrairement a
ce qui a été montré avec le BPA. En effet, comme pour le poids fecetal, les F1 ayant subi
une exposition gestationnelle au BPS 25ng/kg/j ont un poids plus faible que les F1 issus
de femelles du groupe contréle. Cette tendance persiste jusqu’a 'dge adulte. Chez les
maéles, cette tendance est de moins en moins significative au fil de la croissance ce qui
montre une certaine stabilisation alors que chez les femelles, la différence de poids est de
plus en plus marquée avec le temps. Il existe donc une différence sexuelle concernant les
effets du BPS sur la croissance pondérale chez le rat. L’effet de 'exposition au BPS a faible
dose sur la croissance postnatale n’avait encore jamais été montré. Nous avons alors
vérifié la prise de nourriture des animaux afin de déterminer si le poids plus faible ne serait
pas induit par une prise de nourriture limitée. Nos données n’ont pas montré d’effet de
I'exposition au BPS sur la prise alimentaire. Ce profil est intéressant puisqu’il montre la
possibilité d'un effet inverse du BPS comparé au BPA, sur le métabolisme. En effet, le BPA
est connu comme étant un obésogene alors qu’ici le BPS semble ici associé a une
restriction de la croissance pondérale. Comme décrit récemment par Wang et al., le BPA

et ces analogues ne montrent pas tous le méme effet et certains bisphénols de




remplacement comme le BPAF et le BPE sont plus toxique que le BPA : les LCs,-96h en
eau douce du BPAF et du BPE (1.96 et 2.08 mg/L) sont plus faibles que celle du BPA (3.01
mg/L), avec 'espece de référence du méné a téte de boule. Concernant le modele du rat,
le BPAF suit la méme tendance avec une LCs,-96h de 306.91 mg/kg contre 3196.23 pour
le BPA. De plus leurs composés intermédiaires ne présentent pas les mémes effets (Wang
et al. 2022). Ceci nous permet de savoir que les bisphénols, bien qu’étant des composés

semblables, n’entrainent pas forcément les mémes mécanismes d’action.

La puberté, qui est contrdlée par I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, est une cible
des PEs. Il a treés souvent été démontré que la période de puberté est avancée ou reculée,
a la fois chez les maéles et les femelles, a la suite d’'une exposition périnatale aux PEs
(Fudvoye et al. 2019; Lopez-Rodriguez et al. 2021). Le laboratoire d’Anne-Simone Parent
a précédemment montré qu’une exposition postnatale au BPA a faible dose engendre un
retard de 'ouverture vaginale chez les rates Wistar (Franssen et al. 2016). Ces résultats
indiquaient un mécanisme hypothalamique puisque la maturation de la sécrétion de la
GnRH était ralentie suite a une augmentation du tonus GABAergique hypothalamique.
Notre recherche montre que I’exposition au BPS a faible dose tend a affecter ’age de la
puberté bien que ceci ne soit pas significatif : chez les femelles, le groupe exposé au BPS
présente une ouverture vaginale plus tardive que le groupe contréle, et chez les males le
groupe exposé au BPS montre cette fois ci une légére avance. Le BPS a faible dose semble
donc avoir le méme effet sur la puberté femelle que son prédécesseur le BPA. Par contre,

I'effet semble sexuellement différent.

Notre expérience porte sur une exposition périnatale développementale a des PEs. On
peut se poser la question de l'existence d’effets transgénérationnels de ce type de
composés, nécessitant alors d’étudier les générations F3 ou F4 au minimum (Mohajer et

al. 2021).

Effets transcriptionnels de I'exposition gestationnelle au BPA et BPS sur les génes
impliqués dans la placentation

Nous avons montré que l'exposition au BPA ou BPS durant la gestation affecte

I'expression de génes impliqués dans la placentation. Ceci suggere que le BPS et le BPA




pourraient affecter les mécanismes d’implantations et de bon fonctionnement du placenta.
Le gene Sppl codant pour l'ostéopontine est significativement sous exprimé a la suite
d’un traitement au BPS 25ng/kg/j et BPS 4pg/kg/j. Ce géne code pour la fermeture du
lumen utérin et la formation de la chambre d’implantation (Kramer et al. 2021). Une
exposition au BPS diminue les chances de succés d’'une implantation correcte chez les
femelles. Chez les males, c’est le géne Wnt7b qui est sous exprimé suite a une exposition
au BPS 4pg/kg/j, ce qui pourrait impliquer une dégradation de I’état du chorion puisque

Wnt7b code pour sa bonne formation (Parr et al. 2001).

On remarque alors une différence du pattern d’expression entre les placentas maéles et
femelles, pouvant faire penser a une différence sexuelle de I'impact des substances sur
I'expression des génes (C. Rosenfeld 2012). Toutefois, cette tendance n’est pas

significative.

De maniére générale, nos résultats montrent que le BPS apporte d’effets déléteres, et cela
principalement a dose environnementale. L’étude de cet analogue de remplacement,
corroboré avec les recherches de Wang et al. nous permet de remettre en question
'utilisation des bisphénols. En effet, il est important de trouver des solutions de
remplacement aux composés chimiques dangereux, tout en respectant I’environnement,

les organismes et notre santé.

Conclusion

Cette étude nous permet de montrer que le BPS, a dose environnementale, induit des
modifications de la transcription de certains genes liés a la placentation et que cet effet
est différent selon le sexe. Ces effets transcriptionnels pourraient expliquer I'effet négatif
du BPS a faible dose sur la croissance feetale. De plus, en étudiant le poids et la puberté
de la descendance apres une exposition périnatale au BPS 25ng/kg/j, nous avons observé
une influence de I'exposition aprés seulement une génération, a la fois chez les males et

chez les femelles.

L’expérimentation nous permet de montrer les effets néfastes d’une exposition au BPA et

au BPS a dose environnementale ce qui permettra de souligner une fois de plus 'effet des




polluants et perturbateurs endocriniens afin d’influencer les choix de législation

concernant ces substances.
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