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Introduction générale

Les troubles neurodéveloppementaux (TND), incluant des déficits cognitifs,
d’apprentissage, de I’attention ou encore les troubles du spectre autistique, touchent plus de 10
% des enfants dans le monde. L’augmentation de leur incidence souléve des inquiétudes quant
au réle que pourraient jouer les polluants environnementaux, en particulier les perturbateurs
endocriniens (PE). Depuis plusieurs années, le grand public, la recherche et les organismes
réglementaires se questionnent sur la problématique des PE. Malgré la caractérisation de
nombreuses cibles et modes d’action des PE, la mise en place d’outils hautement spécifiques
ainsi que le développement de cadres réglementaires, de nouveaux défis émergent en
permanence avec 1’apparition de nouvelles questions sur les PE et des limites sont encore

aujourd’hui inhérentes a I’évaluation de la toxicité des PE.

Face au manque de preuves directes de leur toxicité, ce projet a pour objectif de
développer une approche alternative aux méthodes in vivo, combinant 1’utilisation de mod¢les
cellulaires et de sections cérébrales murines. Cette approche sera tout d’abord validée en
reproduisant in vitro certains effets déja décrits in vivo de PE largement répandus dans
I’environnement tels que le bisphénol A et les phtalates. Les voies de toxicité en jeu seront alors
analysées, en privilégiant les altérations épigenétiques en tant que mécanismes susceptibles de
contribuer aux effets indésirables des PE. L’analyse de ces altérations pourrait augmenter la
sensibilité¢ de la méthode d’évaluation et permettre de définir des biomarqueurs traduisant

I’exposition aux PE.

Dans une premiere partie, nous exposerons le contexte scientifique de cette thése. Nous
commencerons par les généralités sur les TND incluant leur incidence, les mécanismes
neurodéveloppementaux, les marqueurs de différenciation cellulaire et les mécanismes
épigénétiques pouvant €tre a I'origine de ces troubles. Nous parlerons ensuite des PE en
détaillant leurs mécanismes d’action, leurs impacts sur la santé humaine et plus particulierement

leur implication dans les TND.
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Dans une seconde partie, nous présenterons les objectifs et travaux expérimentaux mis
en ceuvre pour ce projet de thése. Le matériel et méthodes sera développé avant d’aborder les
résultats obtenus au cours de la présente étude. Nous discuterons des données présentées puis

nous conclurons.
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A. Contexte scientifique

1 Généralités sur les troubles neurodéveloppementaux

1.1 Définition et incidence des TND

Les troubles neurodéveloppementaux (TND) constituent un groupe de troubles
hétérogeénes et chroniques qui reposent sur une perturbation dans I’acquisition des fonctions
cérébrales. Les capacites altérées recouvrent la motricité fine et globale, le langage, les
interactions sociales ou encore la cognition, entrainant des conséquences directes sur les
activités de la vie quotidienne. Les pathologies les plus sévéres sont généralement identifiées
plus tot que les formes mineures et modérées, qui sont les formes les plus fréquentes. Les
troubles de développement incluent la paralysie cérébrale, le retard de développement, le
handicap mental, le trouble primaire du langage ou dysphasie, les troubles du spectre autistique
(TSA), les troubles du déficit de I’attention avec/sans hyperactivité (TDAH ou TDA), les
troubles d’apprentissage, et le trouble d’acquisition de la coordination (Shevell 2010) (Figure
1). lls constituent une part importante de la neurologie pédiatrique et touchent plus de 10% des
enfant dans le monde (Grandjean et Landrigan 2014).

Il existe une certaine cooccurrence de plusieurs de ces pathologies dans le cas de TND.
Ainsi, jusqu'a 70% des personnes atteintes de TSA présentent une déficience intellectuelle. Les
TDAH ou TDA peuvent étre associés a d’autres troubles notamment a la dyslexie

développementale (DD) et au trouble développemental de la coordination (TDC).
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Figure 1 : Les différents troubles neurodéveloppementaux (d’aprés 1’ Anpeip (1)).
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En plus de ces troubles du développement qui apparaissent précocement pendant
I’enfance, d’autres maladies d’apparition beaucoup plus tardive semblent, elles aussi, étre liées
a une perturbation du développement cérébral. C’est notamment le cas des maladies
neuropsychiatriques telles que la schizophrénie, qui apparait a la fin de I’adolescence ou au
début de 1’age adulte, et des maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson ou
encore la maladie d’Alzheimer. A titre d’exemple, des études épidémiologiques et in vivo ont
montré un possible lien entre une infection chez la mére pendant la grossesse et I’apparition de
ces maladies (Knuesel et al. 2014). En effet, ces perturbations développementales peuvent
d’abord s’avérer silencieuses, mettant en jeu une modification persistante du systéme nerveux
central (SNC), cliniquement inapparente a moins d’étre démasquée par un évenement
secondaire, par exemple au cours du vieillissement (Kraft et al. 2016). Cette neurotoxicité
silencieuse, induisant des pathologies tardives, s’inscrit dans la théorie des origines
développementales de la santé (DOHaD), qui suggere que les évenements survenant durant la
vie feetale ou I’enfance pourraient prédisposer au développement de maladies a 1’age adulte,

notamment a la suite d’une seconde exposition (2) (3).

1.2 Les causes des TND

Les facteurs génétiques semblent étre impliqués uniquement dans 30 a 40% des cas de
TND ; les autres causes restent encore non élucidées ou mal comprises. En effet, méme si des
facteurs génétiques ont été identifiés, ils ne peuvent a eux seuls expliquer I’augmentation de la
fréquence des TND au cours des derniéres années (Grandjean et Landrigan 2014). Les troubles
du neurodéveloppement sont d’origine multifactorielle, provoquée par la combinaison de
facteurs génétiques, épigénétiques mais également environnementaux. Dans le cas de 1’autisme,
dans les années 1990 en France, la prévalence était estimée a une naissance sur 10 000. En
2000, elle passait a une naissance sur 1000 puis, en 2013, a une naissance sur 100, pour arriver
a une naissance sur 50 aujourd’hui. Cette évolution peut étre expliquée par une augmentation

du diagnostic des TSA et a un élargissement des critéres compris dans ce diagnostic (4).

Cependant, I’implication des facteurs environnementaux est de plus en plus invoquée,
notamment au cours du développement feetal et post-natal. Parmi les facteurs
environnementaux, 1’exposition a certaines substances chimiques pendant la vie foetale est

suggérée comme cause. En particulier, I’exposition du cerveau aux perturbateurs endocriniens
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(PE) est aujourd’hui mise en cause dans 1’augmentation de I’incidence des TND. Un nombre
croissant d’études a maintenant permis d’entrevoir une possible association entre 1’exposition
a certains PE et le risque de développer des TND (Braun 2017). Il a par exemple été montré
que I’exposition prénatale a plusieurs phtalates était associée a des troubles autistiques
(Miodovnik et al. 2011) et a un développement mental et psychomoteur réduit (Whyatt et al.
2011). De plus, I'exposition prénatale au bisphénol A (BPA) a été associée a des comportements
plus intériorisés chez les enfants (Evans et al. 2014) et a un risque accru de comportements
caractérisant un TDAH a 4 ans (Casas et al. 2015).

1.3 Mécanismes neurodéveloppementaux

Pour comprendre I’impact des PE sur le cerveau, il est nécessaire de connaitre le
développement normal du SNC qui correspond a une séquence de processus développementaux

interdépendants.

Malgré les récents progrés faits ces dernieres années sur les mécanismes
physiopathologiques, environ 40% des TND restent inexpliquéees. Ceci démontre un vrai besoin
d’accélérer les recherches dans ce domaine. Pour ce faire, il faut d’abord comprendre les
différentes étapes clés du développement cérébral. Les étapes impliquées dans la formation du
SNC vont étre nombreuses comme notamment la prolifération, la migration et la différenciation
cellulaire, ainsi que I'apoptose. 11 existe des phases « critiques », correspondant a des périodes
pendant lesquelles certaines étapes doivent impérativement se produire car elles ne pourront
étre compensées a postériori. Au cours de ces périodes critiques, 1’environnement a un role
déterminant dans le bon développement des circuits neuronaux. Ce sont des fenétres de

vulnérabilité accrue.

Le développement du SNC debute trés tot au cours de I’embryogénése. La premicre
étape de formation du systeme nerveux, la neurulation, se termine durant la quatrieme semaine
du développement embryonnaire. Par la suite, les neurones puis les cellules gliales d’origine
neurale (astrocytes et oligodendrocytes) proliférent et migrent ; certaines cellules meurent par
apoptose ; les synapses se forment et les axones sont myélinisés par les oligodendrocytes. La

microglie constitue une population supplémentaire de cellules gliales d’origine extra-cérébrale.
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Issue de la lignée myéloide, la microglie colonise le cerveau pendant les deux premiers
trimestres, des la quatriéme semaine de gestation. Tous ces processus se produisent selon un
schéma spatio-temporel bien défini et finement régulé au cours du développement (Figure 2)
(Knuesel et al. 2014). Le développement du systeme nerveux découle d'une succession d'étapes
et certains processus se déroulent quasi-uniquement pendant la vie utérine comme la migration
neuronale. D’autres continueront jusqu’a 1’age adulte comme la myélinisation. En fonction de
la période a laquelle I’exposition survient, les processus développementaux affectés seront donc
différents.

Si on s’intéresse aux perturbateurs endocriniens, la fenétre d’exposition est essentielle
en termes d’impacts sur le développement ; celle-ci est critique en particulier lorsqu’elle
survient pendant la période feetale. Au cours du développement foetal, les PE peuvent traverser
la barriére placentaire et atteindre le cerveau, en fonction notamment de leur lipophilie. Les
effets induits peuvent apparaitre des années plus tard et étre permanents. A 1’dge adulte,
I'exposition pourra entrainer un effet immédiat potentiellement réversible. Pour exemple, le
diéthylstilbestrol (DES) ou le BPA, auraient une action sur un nombre important de mécanismes
cellulaires et moléculaires, jouant un réle primordial dans le neurodéveloppement. Le BPA
aurait plusieurs points d’impacts dans le neurodéveloppement. A [’heure actuelle, les
mécanismes sont loin d’étre élucidés. Le BPA pourrait notamment stimuler le récepteur
androgeénique pour affecter la neurogenése, dans le cerveau en développement. On observerait
une diminution de l'expression de protéines synaptiques (synapsine 1 et PSD-95) au niveau de
I'hippocampe lors d’une exposition juvénile. Il a ét€ montré dans une étude sur I’analyse du
sang du cordon ombilicale que le BPA diminuait I’expression de certains facteurs de
transcription, comme Sox2 et Pax6, impliqués dans des processus neurodéveloppementaux
(Nesan et al. 2018).
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Figure 2 : Etapes de développement du SNC de la conception & 1’age adulte (Knuesel et al. 2014).
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1.4 Marqueurs de differenciation cellulaire

Certains marqueurs de différenciation spécifiques d’un type cellulaire sont
classiquement étudiés pour suivre le bon déroulement d’un processus développemental donné.
De plus, ces étapes mettent en jeu de nombreuses interactions entre les différents types
cellulaires, par I’intermédiaire de contacts directs et de signaux sécrétés. Par exemple, les
interactions entre les facteurs inflammatoires et la signalisation par les facteurs de croissance
tels que le BDNF (facteur neurotrophique dérivé du cerveau) sont suspectées de contribuer au
développement de TND. L’étude de ces marqueurs de différenciation connus pourrait ainsi

permettre de prédire I’incidence ou I’apparition des TND.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux marqueurs de différenciation de
différents types cellulaire du SNC, a savoir les marqueurs de différenciation des neurones et
des oligodendrocytes, mais aussi a des marqueurs de neuroinflammation et de

neurodéveloppement.

1.4.1 Difféerenciation neuronale et expression de KCC2

Les neurones sont les premieres cellules a se mettre en place dans le SNC (Figure 2)
(Knuesel et al. 2014). Au début de la neurogenése, des défauts de prolifération et/ou de
migration conduisent a des anomalies severes, souvent non viables. Certaines perturbations plus
tardives peuvent entrainer des altérations du fonctionnement neuronal affectant notamment le

fonctionnement des synapses et la neurotransmission.

Dans le SNC, le chlorure neuronal est un parameétre cellulaire fondamental qui dicte la
neurotransmission par le GABA (acide y-aminobutyrique), neurotransmetteur inhibiteur
principal (Ganguly et al. 2001). Le maintien de faibles niveaux en chlorure intracellulaire est
assuré par le cotransporteur chlorure-potassium 2 (KCC2), qui est exclusivement responsable
de I'extrusion du chlorure des neurones matures. Le développement du SNC est caractérisé par
un taux de chlorure neuronal initialement élevé dans les neurones immatures, corrélé avec leur

phénotype migratoire, suivi d'une diminution au cours du développement périnatal.
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Ce changement hautement dynamique est induit par l'augmentation de I'expression de
KCC2 et dénommé le chloride shift, dont la perturbation représente une voie de toxicité
potentielle pour les PE (Yeo et al. 2013).

1.4.2 Différenciation oligodendrocytaire et marqueurs de

myélinisation

Une fois les neurones en place, la myélinisation représente une étape importante de la
maturation du SNC, qui débute avec la différenciation des oligodendrocytes et se poursuit
longtemps apreés la naissance (Figure 2). Aprés induction par des signaux adéquats, ces cellules
dites spécifiees puis déterminées sont appelées progéniteurs des oligodendrocytes (OPC). Les
progéniteurs donnent progressivement naissance aux precurseurs, preoligodendrocytes,
oligodendrocytes immatures non myélinisants, et enfin aux oligodendrocytes matures
myélinisants ¢’est-a-dire fonctionnels (Volpe et al. 2011). Les oligodendrocytes synthétisent la
gaine de myéline entourant les axones de nombreux neurones, assurant ainsi la conduction
saltatoire des potentiels d’action. La gaine de my¢line est formée par I’enroulement en spirale
des extensions plasmatiques des oligodendrocytes autour d’un axone, suivi de 1’extrusion du
cytoplasme et de la compaction des différentes couches membranaires. Bien que principalement
composeée de lipides, la myéline contient également des protéines spécifiques qui jouent un réle
important dans sa structure et son intégrité. Dans le SNC, les principales protéines de la myéline
synthétisées par les oligodendrocytes sont la Myelin Proteolipid Protein (PLP/DM-20) et la
Myelin Basic Protein (MBP). Elles constituent a elles seules 80% des protéines totales. Dans
des proportions nettement moins abondantes sont retrouvées la Myelin-Associated
Glycoprotein (MAG), la Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) ou encore la 2°-3°-
Cyclic Nucleotide 3’-Phosphodiesterase (CNP) (Baumann et Pham-Dinh 2001). Ces protéines
et leurs transcrits respectifs sont utilisés comme marqueurs de la différenciation et de la
maturation oligodendrocytaire. Ainsi, une diminution de leur expression peut refléter, a nombre

¢gal d’oligodendrocytes, un défaut de maturation de ces cellules et de la myélinisation.
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1.4.3 Facteurs sécrétés et TND

Au cours des TND, des facteurs peuvent étre libérés et perturber ainsi le développement
neuronal normal. Il s’agit principalement de I’activation de facteurs pro-inflammatoires et de

modification de I’expression ou de la libération d’un facteur de croissance, le BDNF.

1.4.3.1 _Les marqueurs de neuroinflammation

La neuroinflammation (inflammation du SNC) est impliquée dans la physiopathologie
d'un grand nombre de TND, y compris les TSA (Pozzi et al. 2018). En cas de perturbation
d’origine environnementale, I’activation de la microglie dans un premier temps, puis des
astrocytes dans un second temps, entrainent la libération de facteurs pro-inflammatoires
participant a la défense et a la réparation éventuelle de lésions, mais qui peuvent aussi perturber
ces évenements de différenciation et exercer une neurotoxicité vis-a-vis des neurones et des
oligodendrocytes (Liddelow et al. 2017). Les cellules microgliales sont aujourd’hui définies
comme étant les macrophages résidents du SNC et constituent la principale défense immunitaire
du parenchyme cérébral. Leur activation est un processus cellulaire modifiant rapidement les
propriétés microgliales lors de changements dans leur environnement (lésion, changement de
concentration des composants du milieu extracellulaire, entrée de pathogenes...). Cette réponse
se caractérise généralement par un changement morphologique (rétraction des prolongements
les plus fins, augmentation de la taille du soma), I’expression de nouvelles protéines, la
sécrétion de facteurs pro et anti-inflammatoires, une prolifération, éventuellement la migration
des cellules aux sites 1ésés, et une activité de phagocytose pour éliminer des débris cellulaires.
Les facteurs impliqués dans la réponse pro-inflammatoire sont, notamment, le facteur de
nécrose tumorale o (TNF-a), l'interleukine 1-B (IL-1B), l’interleukine 6 (IL-6) et la
cyclooxygénase 2 (COX2) (Mantovani et al. 2002; Belarbi et Rosi 2013). Les facteurs pro-
inflammatoires libérés déclenchent alors rapidement d’autres réponses cellulaires, incluant
I’activation des astrocytes. L’induction de 1’expression de ces facteurs pro-inflammatoires

représente un mécanisme potentiel de toxicité neurodéveloppementale (Kraft et Harry 2011).

De plus, on sait maintenant que ces cellules exercent des fonctions développementales
cruciales, en particulier dans 1’élimination des synapses en exces (Synaptic pruning, Figure 2)

et la maturation des réseaux neuronaux (Neniskyte et Gross 2017). La modulation du
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fonctionnement de ces cellules par des agents environnementaux immunomodulateurs pourrait
affecter ces fonctions et entrainer des troubles fonctionnels associés a des défauts synaptiques,
comme cela est suggéré dans le cas de ’autisme (Ohja et al. 2018; Pozzi et al. 2018). Dans leur
étude, Ohja et collaborateurs explorent notamment les inter-relations entre les facteurs

neuroimmunologiques et les facteurs de croissance, en particulier la signalisation par le BDNF.

1.4.3.2 Le BDNF, un marqueur du neurodéveloppement et de TND

Le BDNF est une petite protéine sécrétée qui fait partie de la famille des neurotrophines
(Boulle et al. 2012). Son action dépend de deux récepteurs distincts qui difféerent dans leurs
voies de signalisation respectives en aval. Le BDNF joue un réle important dans le
développement neuronal normal (Ernfors et al. 1995). Le BDNF est fortement exprime dans les
structures limbiques et le cortex cérébral, et est important pour la neurogenese et la
potentialisation a long terme, faisant de ce facteur trophique un acteur clé de I'apprentissage et

de la mémoire.

L’expression de BDNF est finement régulée dans le cerveau et des modifications de
I'expression ou de la libération neuronale du BDNF sont supposées induire un fonctionnement
anormal de certaines régions du cerveau (Martinowich et al. 2007; Greenberg et al. 2009).
L’expression de ce facteur est aujourd’hui considérée, dans de nombreux contextes différents,
comme un marqueur de perturbation neurodéveloppementale (Kundakovic et Jaric 2017). Il a
ainsi ét¢ montré dans un modele murin que la diminution de I’expression de BDNF était
corrélée a des défauts de myélinisation caractérisés par la diminution de I’expression de MBP
(Peckham et al. 2016). D’autres exemples illustreront ce point dans la suite de I’introduction
consacrée a la toxicité neurodéveloppementale des PE. De facon importante, ces études ont
permis de mieux comprendre les mécanismes de mémoire moléculaire liant une perturbation
précoce au développement plus tardif de TND. En particulier, un intérét récent a été porté a la
régulation épigénétique de I’expression du BDNF et, plus largement, aux modifications

épigénétiques induites par les polluants environnementaux tels que les PE.
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1.5 Mécanismes épigéenétiques impliqué dans les TND

L’importance des mécanismes épigénétiques dans les processus
neurodéveloppementaux a été récemment mise en lumiere. Pour comprendre cela, nous ferons
une présentation de 1’épigénétique, de son implication au cours du neurodéveloppement normal
ou altéré puis, afin d’illustrer ces propos, nous aborderons un exemple de mécanisme

épigénétique.

1.5.1 L’épigénétique : origine et definitions

Les biologistes cherchent depuis longtemps a comprendre comment un ovule fécondé
peut former un organisme composé de centaines de types cellulaires spécialisés, chacun

exprimant un ensemble défini de génes.

L'identité cellulaire est désormais reconnue comme le résultat de I'expression de
combinaisons spécifiques de genes (Figure 3). Ce modéle d'expression doit étre établi et
maintenu : deux processus distincts mais connectés. La pluripotence de la cellule initiale et
I'établissement de types cellulaires dépendent dans une large mesure du déploiement coordonné
de centaines de facteurs de transcription qui se lient a des séquences d'’ADN spécifiques pour
activer ou réprimer la transcription des génes de la lignée cellulaire (Srivastava et DeWitt 2016).
Cette phase d'établissement correspond a ce qui est genéralement cité comme la premiere
définition de I'épigénétique par Conrad Waddington, a savoir I'étude des mécanismes par
lesquels le génotype produit le phénotype dans le contexte du développement (Waddington
2012). La phase de maintenance implique souvent beaucoup de cofacteurs de chromatine non
spécifiques de sequence d'ADN qui établissent et maintiennent des états de chromatine par
division cellulaire et pendant de longues périodes de temps, parfois en I'absence des facteurs de
transcription initiaux (Schuettengruber et al. 2017). Cette phase s'apparente davantage a une
définition de I'épigénétique proposée par Nanney, puis élaborée par Riggs et Holliday et
modifiée par Bird pour signifier I'héritage d'autres états de chromatine en I'absence de

changements dans la séquence d'ADN (Cavalli et Heard 2019).
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Figure 3: Mécanismes épigénétiques maintenant les identités cellulaires au cours du
développement puis tout au long de la vie (Cavalli et Heard 2019). A partir du génome, des facteurs
de transcription spécifiques du stade et du type cellulaire déclenchent des cascades de régulation
induisant la différenciation cellulaire. Les composants épigénétiques (par exemple Polycomb PRC1/2
et les protéines Trithorax) maintiennent des états « on » ou « off » sur les génes (sur la partie base de
cette figure sont schématisés trois genes sous forme de chromatine dans lesquels la transcription est
déclenchée par des facteurs de transcription spécifiques et des états silencieux ou actifs sont maintenus
par les protéines PRC1/2 ou Trithorax respectivement). lls constituent donc des obstacles a une
reprogrammation accidentelle ce qui permet le maintien de 1’homéostasie développementale et
physiologique. Des épigénomes altérés peuvent entrainer des changements dans la différenciation
cellulaire programmeée et des maladies (en bas a droite). La reprogrammation germinale réinitialise la
majorité (mais pas la totalité) de I’épigénome pour atteindre la reproduction (en haut a droite).
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La méthylation de I'ADN a été proposée trés tdt comme vecteur d'informations
épigénétiques, des travaux ultérieurs révelant que les protéines de chromatine et les ARN non
codants sont également importants pour ce processus (Chen et al. 2016; Festuccia et al. 2017;
Sharma et Rando 2017).

Depuis 1942, date a laquelle le mot a été inventé pour la premiére fois, I'épigénétique a
été redefinie plusieurs fois (Nicoglou et Merlin 2017). Dans leur revue, Cavalli et Heard
utilisent I'épigénétique pour signifier « I'étude des molécules et des mécanismes qui peuvent
perpétuer d'autres états d'activité génique dans le contexte de la méme séquence d'ADN »
(Cavalli et Heard 2019). Premiérement, cette definition englobe I'hérédité transgénérationnelle
ainsi que I'hérédité mitotique et la persistance de l'activité des genes ou des états de la
chromatine pendant de longues périodes, méme sans division cellulaire (par exemple, dans les
cellules post-mitotiques a longue durée de vie comme les neurones adultes). Deuxiemement, la
séquence d’ADN a considérer dépend du systeme biologique. Dans I'hérédité mitotique, il faut
considérer la séquence génomique des cellules individuelles, tandis que dans I'hérédité
transgenérationnelle, il faut considérer 'ADN de I'organisme entier (y compris son microbiote,
si cela peut contribuer a 'hérédité). Enfin, cette définition étend explicitement 1’utilisation de «
I’épigénétique » aux processus de régulation qui impliquent des molécules connues pour
participer a I’héritage épigénétique, méme si elles ne traitent pas la fonction de mémoire
épigenétique en soi. Les auteurs soutiennent que cette pratique courante devrait étre acceptee,
car elle transmet a des non-spécialistes le domaine plus large de la recherche épigénétique. Il
faut noter également que des cas dhérédité qui n'impliquent pas de composants
chromosomiques ont été documentés (Sharma et Rando 2017; Wan et al. 2018) et il serait

important d'étudier leur ampleur et si des phénomeénes similaires se produisent chez I'hnomme.

En résume, I'épigénétique peut étre décrite comme les différents mécanismes qui
régissent la conformation de la chromatine et I'expression des genes, incluant la méthylation de
I'ADN, les modifications des histones et l'interférence ARN. Ensemble, ces marques
épigénétiques peuvent altérer la structure tridimensionnelle de I'ADN et ainsi inhiber ou
favoriser la transcription des genes (Moggs 2004). Contrairement aux mutations génétiques qui
affectent irréversiblement la séquence de I’ADN, les altérations épigénétiques impliquent de
nombreux mécanismes dynamiques incluant des modifications chimiques de I’ADN
(méthylation), des altérations de ses partenaires protéiques au sein de la chromatine, les histones
(méthylation, acétylation...), ou I’'intervention de molécules d’ARN régulatrices (micro-ARNS,

longs ARNs non codants). Ces modifications, a I’interface entre environnement et santé,
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suscitent un intérét croissant dans le domaine de la toxicologie environnementale. Au cours des
périodes prénatale et postnatale, les processus épigénétiques affinent le développement
neurologique vers un état final qui détermine comment un organisme interagit avec et répond
aux expositions et aux expériences tout au long de la vie (Bale 2015). Les altérations
épigenétiques pourraient donc représenter la mémoire moléculaire des expositions précoces aux
PE (Vineis et al. 2017).

1.5.2 Heredité épigenétique versus plasticité

L'étude du processus biologique et des organismes modeéles a permis d'apprécier le role
de la chromatine en tant que vecteur d'informations épigénétiques pouvant propager des états
d'activité actifs et silencieux pendant la division cellulaire. Ceux-ci incluent notamment,
I'nérédité de I'nétérochromatine dans la levure ; I'inactivation des chromosomes X (le processus
par lequel I'une des copies du chromosome X femelle est réduite au silence) ou I'empreinte
génomique (la répression spécifique au parent d'origine de certains genes) chez les
mammiferes ; la vernalisation (induction de la floraison par exposition a un froid prolongé en
hiver) chez les plantes. Ces études ont démontré que des états exprimés différemment peuvent
étre transmis a travers les divisions cellulaires, une fois gqu'ils sont établis et en I'absence du
signal d'origine. Des études de reprogrammation cellulaire dans la lignée germinale et
I'embryogenése précoce (Eckersley-Maslin et al. 2018; Kobayashi et Surani 2018), pendant la
pluripotence induite (iPS) (Tischler et al. 2019), ou lors d'un transfert nucléaire somatique
(Hormanseder et al. 2017) ont montré que la chromatine et la méthylation de I'ADN agissent
comme d'importantes « barrieres épigénétiques » (Figure 3) qui empéchent les modifications

de I'expression des génes et de l'identité cellulaire.

Les systemes epigénétiques comprennent les complexes d’hétérochromatine (HP1 et
H3K9me3 (triméthylation de I'histone 3 lysine 9)), Polycomb (PRC1 et PRC2) et Trithorax
(COMPASS (protéines complexes associées a SET1)). Un récapitulatif des principaux supports
I’information épigénétique est disponible en Annexe 1. Cavalli et Heard pensent que ces
complexes perpétuent les réponses fonctionnelles en modifiant les protéines d'histones dans la
chromatine et en liant leurs propres marques d'histones afin de transmettre un héritage stable

(Cavalli et Heard 2019). En effet, les nucléosomes sont soumis a un remodelage constant, les
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histones sont échangées et toutes les marques d'’ADN et d'histones découvertes jusqu'a présent
sont réversibles, bien que les taux d'échange et la stabilité des marques varient dans différents
domaines génomiques (Allis et Jenuwein 2016). Par conséquent, la plupart des signaux de
régulation seraient rapidement perdus en I'absence de boucles serrées qui maintiennent la

mémoire de I'état de la chromatine (Reinberg et Vales 2018).

De plus, I'hérédité des marques épigénétiques par division cellulaire nécessite qu'elles
survivent a la réplication de I'ADN et a la mitose. Cela est particulierement pertinent pour les
modifications des histones, car les nucléosomes n'ont pas de systéme de duplication basé sur
une matrice d'ADN. Le depdt des histones parentales H3 et H4 se produit a quelgques centaines
de paires de bases de leur position de pré-réplication et, lors de la réplication, elles sont réparties
a peu pres également entre les molécules d’ADN fille du brin principal et du brin retardé, grace
a l'action de complexes moléculaires dédiés (Yu et al. 2018). Les facteurs de maturation de la
chromatine, incluant DNMT1 - UHRF1, EZH2 et HP1, utilisent I'antigene nucléaire des cellules
proliférantes (PCNA : une pince d'ADN qui est essentielle pour la réplication) ou les protéines
du complexe de reconnaissance d'origine (ORC) comme composants d'attache (Liu et al. 2013;
Ferry et al. 2017). L'hérédité par méiose est également possible au moins dans une certaine
mesure, comme le montre la capacité du H3K27me3 déposé par la mere a controler I'empreinte
indépendante de la méthylation de I'ADN (Inoue et al. 2017). Une possibilité supplémentaire
est que seule une fraction des marques peut étre transmise par voie méiotique, mais cela pourrait
étre suffisant pour reconstruire I'organisation de la chromatine dans la génération suivante
(Miska et Ferguson-Smith 2016).
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Figure 4: Variation du niveau de méthylation de ’ADN lors de la reprogrammation et
programmation épigénétique (Kundakovic et Jaric 2017). L’épigénome est particuliérement
vulnérable aux perturbations causées par les agents environnementaux pendant le développement
prénatal, lorsqu’une reprogrammation et une programmation des modifications épigénétiques ont lieu.
La reprogrammation épigénétique post-fécondation (du stade zygote au blastocyte) comprend la
disparition presque compléte de la méthylation de I’ADN dans les génomes paternel et maternel (lignes
bleu et rouge respectivement). La méthylation de I’ADN est ensuite rétablie (ligne grise continue),
conduisant a différents motifs de méthylation d’ADN et d’expression génique dans les premicres lignées
cellulaires. Aux stades ultérieurs du développement, les marques épigénétiques sont moins dynamiques
(ligne grise en pointillés) mais participent toujours activement a la programmation de I’expression
génique, pertinente pour les stades suivants de la différenciation cellulaire.
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1.5.3 L’épigénétique au cours du neurodéveloppement normal ou

altéré

Au cours de I'embryogenése précoce, plusieurs événements epigénétiques globaux
majeurs se produisent dans le génome, régulant I'expression ou la répression en temps opportun
des genes associés a la pluripotence et au développement. Les marques épigénétiques parentales
sont d'abord éliminées aprés la fécondation, puis rétablies en partie sous I'influence des facteurs
environnementaux (Figure 4) (Reik 2007; Kundakovic et Jaric 2017). Les processus
épigéenétiques ont eégalement la capacité de reprogrammer I'épigénome en réponse a des stress
environnementaux (psychosocial, nutritionnel, infectieux, chimique...), rendant I'organisme
plus ou moins adaptable en fonction des expositions ultérieures. Les marques épigenétiques
générées dans les cellules germinales a la suite des influences de I'environnement tout au long
de la vie peuvent également fagonner les générations futures bien avant que la conception ne se
produise (Bale 2015). Le phénoméne peut étre transitoire, mais il existe des modifications
épigenétiques pérennes, qui persistent lorsque le signal qui les a induites disparait (Kanherkar
etal. 2014). Concretement, ces modifications sont matérialisées par des marques biochimiques,
apposées par des enzymes spécialisées sur I’ADN ou sur des protéines qui le structurent, les
histones. Les marques les mieux caractérisées et les plus étudiées sont les groupements méthyle
(CH3) apposés sur I’ADN.

1.5.4 Exemple de mécanisme epigénétique : la méthylation de I’ADN

La méthylation de I'ADN est effectuée sur des cytosines situées en amont des guanines
dans le génome (sites CpG). Elle affecte la structure de la chromatine car elle induit la liaison
des protéines dans le sillon majeur de I’hélice d'’ADN, rendant souvent les régions
hyperméthylées moins actives sur le plan transcriptionnel (Jones et Takai 2011). La méthylation
des cytosines est relativement stable, ce qui signifie que la méthylation de I'ADN mise en place
tot dans la vie n'est pas susceptible de changer par la suite (Figure 4). Ainsi, le développement
précoce est particulierement sensible aux perturbations de méthylation induites par les
substances toxiques (Reik 2007). Les enzymes réalisant la méthylation des cytosines
appartiennent a la famille des DNA méthyltransférases (DNMT). La DNMTL1 est
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principalement impliquée dans le maintien des marques de méthylation au cours des divisions
cellulaires, tandis que les DNMT3A et 3B sont impliquées dans les méthylations de novo (Singh
et Li 2012; Li et al. 2017).

La méthylation de I'ADN est, de loin, la marque épigénétique la plus retrouvée dans les
études de toxicologie environnementale. En effet, un nombre croissant d'études rapporte des
changements dans la méthylation de 'ADN génomique chez de multiples espéces apres
exposition a des agents environnementaux tels que la pollution de I'air, des polluants chimiques
dont le BPA et les phtalates, les radiations et la privation nutritionnelle. Puisque I'épigénome
des mammiferes est reprogrammé au cours de l'embryogenése précoce, les expositions
périnatales a des concentrations méme relativement faibles pendant cette période critique

peuvent avoir des effets persistants sur la santé (Faulk et al. 2016).

L’identification de signatures épigénétiques de I’exposition aux PE recouvre de
multiples enjeux. Leur identification pourrait d’abord permettre d’améliorer notre
compréhension des mécanismes de toxicité de ces substances. Les marques épigénétiques
persistantes pourraient également représenter des biomarqueurs de durée de I’effet toxique ainsi
que la mémoire moléculaire des expositions précoces aux PE (Vineis et al. 2017). Dans le cadre
de ce projet, I’enjeu majeur réside cependant dans I’utilisation de ces marques comme signes
précoces de toxicité silencieuse. L’identification de ces signatures épigénétiques pourrait ainsi

permettre d’élargir le panel des marqueurs recherchés dans 1’évaluation de la toxicité des PE.
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2 Perturbateurs endocriniens

Dans cette partie, nous commencerons par une présentation historique de 1’apparition
des perturbateurs endocriniens et du cadre réglementaire les régissant. Nous aborderons ensuite
les principaux PE connus aujourd’hui et leurs mécanismes d’action avant de souligner leurs
impacts sur la santé humaine. Pour finir, nous nous intéresserons a deux PE, le BPA et les
phtalates, largement répandus dans I’environnement et connus pour leurs effets sur
I’augmentation de 1’incidence des TND. Nous détaillerons I’'impact de ces deux PE sur le

neurodéveloppement.

2.1 Historique et cadre réglementaire

Les effets des polluants et des produits chimiques sur la santé humaine et animale sont
depuis plusieurs années au centre des préoccupations scientifiques et politiques. Depuis le début
des années 1990, la prise de conscience sur la présence de ces substances dans notre
environnement a mené les autorités sanitaires a mettre en place de nombreux programmes de
gestion et d’évaluation des risques, tels que la Iégislation REACH (Registration, Evaluation,
Authorization of CHemicals). Parmi ces composés chimiques, la famille des PE est au centre
des débats. Le nombre d’articles a destination du grand public a conduit a une prise de
conscience générale sur I’impact néfaste de ces substances sur ’Homme. La Figure 5 présente

I’intérét historique de la perturbation endocrinienne.

D’origine naturelle ou synthétique, les PE peuvent altérer le fonctionnement du systéme
hormonal animal. Certaines de ces substances pourraient induire des effets néfastes sur la santé
d’un individu, de sa descendance ou d’une population et ainsi constituer un véritable danger
sanitaire. L ’intérét pour ce sujet croit réguliérement et en parall¢le, des plateformes de décision
réunissant des représentants de la science, de I’industrie et des autorités ont été créées comme
par exemple le programme de détection des PE lancé en 1996 par I’US EPA (Environmental
Protection Agency) (Usepa 1998), le plan national santé-environnement (PNSE) débuté en
2004 ou encore le pole national applicatif en toxicologie et écotoxicologie lancé en 2009 en
France (Darde 2017).
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Figure 5 : Historique de la perturbation endocrinienne. En rouge sont présentés les faits graves et
en vert les actions mises en place par les organismes réglementaires.
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Elles prévoient des mesures a court, moyen et long terme, parmi lesquelles
I’identification des PE, la priorisation de I’évaluation des risques, 1’élaboration de programmes
de monitorage, la recherche sur les mécanismes d’action de ces substances et enfin I’adaptation

de la législation.

Depuis 2007, I’Union Européenne a coordonnée une campagne de recensement de ces
substances afin de les classer en fonction de leur dangerosité, via la mise en place du programme
REACH. Cette directive vise a approfondir les connaissances scientifiques concernant les effets
des substances chimiques sur la santé humaine et sur I’environnement, afin d’optimiser la
gestion des risques liés & I’utilisation de ces produits. A terme, ce programme vise a
I’interdiction et a la substitution dans I'Union Européenne des substances chimiques les plus
dangereuses, en particulier les substances CMR (cancérigénes, mutagenes, reprotoxiques), en
prévoyant notamment des obligations a 1’encontre des producteurs et importateurs de produits
chimiques. Il revient donc aux industriels de démontrer I’innocuité des substances utilisées
(Penman et al. 2015). Face a cette tache, REACH incite notamment les scientifiques a
développer et a mettre en place de nouvelles approches, dites in silico, complémentaires aux
approches de toxicologie classiquement utilisées (in vivo, ex vivo, in vitro), afin d’améliorer et

d’accélérer le criblage des substances potentiellement dangereuses.

De nos jours, la production mondiale de substances chimiques, dont certaines d’entre
elles s’avérent nocives pour 1’environnement et la santé humaine, est 400 fois plus importante
qu’il y a un siécle. Selon I’Inventaire Européen des Substances Chimiques Commerciales
Existantes (EINECS), le nombre de produits chimiques manufacturés dans le monde est estimé
a plus de 100 000, dont seulement 3% ont fait I’objet d’analyses approfondies pour en évaluer
leur toxicité et établir des liens avec des pathologies et des phénotypes délétéres chez I’Homme.
Ce chiffre ne semble cependant représenter qu’une infime partie du nombre total de substances
chimiques présentes dans le monde, revendiquées a plus de 140 millions par le site du CAS

(Chemical Abstract Service) de I’ American Chemical Society.
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Ces composés sont omniprésents, rendant notre exposition quasi-constante aux
pesticides (McKinlay et al. 2008), plastifiants (Romani et al. 2013), cigarettes, cosmétiques,

détergents, médicaments, et bien d’autres (Figure 6).

Il est aujourd’hui trés difficile de mesurer I’exposition d’un individu a un composé
précis tant les sources d’exposition et les mélanges de substances chimiques (« effets
cocktails ») sont multiples. Ce probléme d’évaluation est préoccupant, et des questions se
posent concernant 1’exposition feetale chez la femme enceinte et les conséquences pour I’enfant
a naitre. En effet, ces périodes de développement feeto-embryonnaire et de la petite enfance
correspondent a des « fenétres d’exposition » au cours desquelles la sensibilité aux PE est plus
importante. C’est également le cas de la puberté ou un déréglement hormonal peut altérer de

maniere irréversible certaines fonctions de 1I’organisme.

2.2 Présentation des perturbateurs endocriniens connus

Les PE sont trés hétérogenes et peuvent étre classés de deux facons selon leurs

catégories ou leurs origines.

Dans le classement en catégorie, deux groupes se distinguent (Diamanti-Kandarakis et
al. 2009) : ceux qui se produisent naturellement comme les produits chimiques naturels présents
dans les aliments pour humains et animaux (les phytoestrogenes par exemple) et ceux qui sont
synthétisés. Ces derniers peuvent étre regroupés en plusieurs catégories, a savoir les produits
chimiques synthétiques utilisés comme solvants industriels ou lubrifiants et leurs sous-produits
(par exemple les biphényles polychlorés (PCB), biphényles polybromés (PBB), dioxines), les
pesticides (par exemple, le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)), les plastifiants (par

exemple le BPA), et pour finir certaines substances médicamenteuses.

Les PE peuvent aussi étre regroupées selon leurs origines (Caliman et Gavrilescu 2009)
: les hormones naturelles et artificielles (par exemple, les cestrogenes, les acides gras oméga-3,
les pilules contraceptives et les médicaments pour la thyroide), les médicaments ayant des effets
secondaires hormonaux, les produits chimiques industriels et ménagers (par exemple, les

phtalates, les détergents, les ignifugeants, les plastifiants, les solvants...) ou encore les produits
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secondaires des procédés industriels et domestiques (par exemple, les hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAP), les dioxines...).

A partir d'observations différentes, les PE de synthese peuvent étre classés en trois

groupes distincts : les polluants organiques persistants, les pesticides et les plastifiants.

2.2.1 Les substances naturelles

Certains PE sont d’origine naturelle, produits, par exemple, par les végétaux et retrouvés
dans les aliments. C’est le cas des phytoestrogénes, molécules présentes dans certains végetaux
comme le germe de blé ou le soja, du coumestrol retrouvé dans les haricots ou encore des

mycotoxines présentes dans certaines especes de champignons.

Le plomb est un composé naturel et est régulierement utilisé dans les mines, les
fonderies, le raffinage, 1’essence au plomb, les batteries au plomb, les peintures, les bijoux et
les produits pour enfants. Les enfants sont des candidats potentiels a un empoisonnement au
plomb, car la quantité ingérée par unité de poids corporel est évidemment plus élevée, ils
peuvent en ingérer une grande quantité et ont un cerveau en cours de développement. Cela
devrait étre serieusement considéré car les effets neurologiques sont toujours plus élevés chez

les enfants comparés aux adultes (Gore et al. 2014).

2.2.2 Les polluants organiques persistants

Les polluants organiques persistants (POP) sont des composés organiques qui sont
capables de résister a la dégradation biologique, chimique et photolytique dans
I’environnement. Les POP sont persistants dans I’environnement et se bioaccumulent dans les
tissus vivants, notamment dans les tissus adipeux de par leurs propriétés de molécules
halogénées (Lee et al. 2017). Ces polluants sont mobiles et bioamplifiables, ¢’est-a-dire que
leur concentration, et donc leur toxicité potentielle, augmente dans les maillons de la chaine
alimentaire. Les POP peuvent avoir des effets nocifs sur la santé et sont, pour cela, limités par

un traité international, la convention de Stockholm, entrée en vigueur en 2004 et ratifiée par
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150 pays, ayant pour objectif de protéger la santé de la population et I’environnement des POP

en interdisant certains produits polluants.

Les biphényles polychlorés (PCB), utilisés depuis les années 1930 comme isolants
thermiques pour les appareils électroniques, sont classés comme PE avérés et « cancérigenes
certains ». Malgré leur interdiction depuis 1979, les PCB persistent dans 1’environnement et se
bioaccumulent. Des effets sur la reproduction et la croissance ont notamment été observés chez
I’Homme (Vabre et al. 2017).

2.2.3 Les pesticides

Les pesticides ont été mis sur le marché a un rythme soutenu et ce, depuis plusieurs
décennies, générant de nombreux problemes sanitaires. Ces substances sont généralement
congues de telle maniere qu'elles peuvent étre trés sensibles aux systemes reproducteurs et
neuronaux des organismes. Mais la similitude de ces processus avec le systeme physiologique
humain indique que ces produits chimiques peuvent également affecter le corps humain. Le
caractere néfaste des pesticides est tres étudié dans la littérature, cependant il est difficile de les

supprimer du marché car ils sont sujets a un important lobbying industriel (Fevery et al. 2015).

Les pesticides utilisés couramment incluent le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)
et les chlorpyriphos. Le DDT était autrefois utilisé au hasard comme pesticide dans les secteurs
agricoles, dans la production de cultures et de bétail, dans les ménages, les jardins, les lieux
publics et les institutions, mais, en raison de sa nature dangereuse, il a été interdit il y a quelques
annees. Cependant, ce composeé est toujours utilisé dans certains pays. Le DDT peut interférer
avec les systémes thyroidien, cestrogénique, androgénique, rénine-angiotensine, insulinique et
neuroendocrine qui peuvent influencer directement les systémes reproducteurs,
cardiovasculaires et métaboliques du corps humain. Ces raisons en ont fait I'un des candidats

les plus potentiels aux PE d’autant plus qu’il s’agit d’un POP (Gore et al. 2014).

Les pesticides organophosphorés sont les insecticides les plus couramment utilisés et le
chloropyrifos est un exemple unique de cette classe d’insecticides. L'insecticide est utilisé a la
fois dans les secteurs domestiques et agricoles pour lutter contre les ravageurs tels que les

blattes, les mouches, les termites, les fourmis de feu et les moustiques. Cependant, des études
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ont confirmé que le composé est hautement toxique de par son effet sur le systéme nerveux
(Gore et al. 2014).

Le glyphosate, quant a lui, est I’herbicide le plus utilisé (utilisation multipliée par 100
de 1974 a 2014) et le plus controversé¢ au monde. Bien que dégradable dans I’environnement,
son utilisation massive en fait un polluant systématiquement retrouvé dans les écosystemes. Le
principal débat autour du glyphosate vient de ses effets sur la santé humaine et sur sa possibilité
d’étre un perturbateur endocrinien (Vandenberg et al. 2017). Des études ont montré que le
glyphosate pouvait avoir des effets sur les organes reproducteurs de par son effet anti-
androgénique (Mesnage et al. 2015). En 2015, le Centre International de Recherche sur le
Cancer (CIRC) classait le glyphosate comme cancérogéne probable, alors que quelques mois
plus tard, ’EFSA (European Food Safety Authority) estimait qu’il était improbable que ce
pesticide soit cancérigéne pour 'Homme mais que les signes d’activité endocrinienne ne
pouvaient pas étre complétement exclus (Vandenberg et al. 2017). En 2017, 1’Agence
Européenne des Produits Chimiques (ECHA) a réapprouvé I’utilisation du glyphosate pour 5
ans. Suite aux controverses sur le classement cancérogene du glyphosate, I’ Agence nationale
de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail (Anses) a sélectionné
des équipes scientifiques pour réaliser des études toxicologiques complémentaires dont les

résultats serviront a la réévaluation du glyphosate par ’Union Européenne fin 2022 (6).

2.2.4 Les plastifiants

Plusieurs millions de tonnes de plastifiants sont utilisées chaque année pour améliorer
la solidité, I’aspect et la souplesse des plastiques. Le BPA et les phtalates sont les plus connus
et sont au centre de nombreuses interrogations scientifiques et médiatiques. Ces deux
substances sont celles étudiées dans cette these et sont detaillées ultérieurement en sections
2.5.1et2.5.2.
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2.2.5 Les médicaments

Un nombre croissant d’é¢tudes met en garde contre la consommation de certaines
substances médicamenteuses, comme évidemment les pilules contraceptives mais aussi

I’aspirine ou encore le paracétamol.

La pilule contraceptive permet de contrdler le cycle ovarien chez la femme et est basée
essentiellement sur 1’utilisation d’cestrogénes ou de prostagénes. Ces molécules bloquent
I’ovulation et provoquent un épaississement de la paroi utérine, empéchant ainsi toute nidation
d’ceuf fécondé. Connaissant le mode d’action des molécules utilisées dans ces contraceptifs et
leur mécanisme d’action, il s’agit bien de perturbation endocrinienne. En effet, les cestrogénes
viennent bloquer I’ovulation grace a un rétrocontrole sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire
empéchant la production de GnRH, de LH et de FSH, hormones impliquées dans le cycle

ovarien de la femme.

Le paracétamol et les AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) comme 1’aspirine,
figurent parmi les médicaments les plus utilisés, leur consommation mondiale ne cesse
d’augmenter. Leur effet de PE chez ’Homme a ét€¢ mis en avant par I’équipe d’Albert en 2013.
Ils ont observé une modification de la production de testostérones par les cellules de Leyding
apres exposition de testicules a ces deux molécules (Albert et al. 2013). De plus, ces
médicaments sont a I’origine du développement de cryptorchidie (absence d’un ou des deux
testicules dans le scrotum) chez le nouveau-né apres exposition de la femme enceinte (Mazaud-
Guittot et al. 2013). Pour cette raison, ils sont déconseillés durant le dernier trimestre de la

grossesse.

2.3 Mécanismes d’action des perturbateurs endocriniens

L'Environmental Protection Agency (EPA) a défini un composé perturbant le systeme
endocrinien comme « un agent qui interfére avec la synthese, la sécrétion, le transport, la liaison
ou I'élimination des hormones naturelles dans le corps qui sont responsables du maintien de

I’homéostasie, la reproduction, le développement et le comportement » (Kavlock et al. 1996).
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Figure 7: Mécanismes d’action des PE. (A) Action hormono-mimétique du PE. (B) Action
antagoniste du PE. (C) Effet direct sur I’hormone via blocage de son transporteur par le PE.
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Plus simplement, cela signifie que les PE sont des produits chimiques ou des mélanges
chimiques qui interférent avec la fonction hormonale normale et peuvent ainsi entrainer des

effets néfastes sur la santé et I’environnement.

La santé dépend du bon fonctionnement du systéme endocrinien. Celui-ci est composé
de plusieurs organes appelées glandes (composeées de cellules endocrines), qui produisent des
hormones et les libérent ensuite dans le sang. Distribuées dans tout I’organisme, les hormones
jouent un réle de « messager chimique ». Elles ont des fonctions essentielles et variées :
stimuler la croissance et le développement, réguler les pulsions et les humeurs, contrbler les
grandes constantes physiologiques. Cela signifie que la moindre altération du systéme

endocrinien peut perturber notre équilibre, a ’image du diabéte par exemple.

Les hormones sont, en général, produites a distance et libérées dans la circulation
sanguine. Elles se déplacent librement ou a 1’aide d’un transporteur jusqu’a leurs cellules cibles
et se fixent sur un récepteur extra ou intracellulaire de ces dernieres. Du fait de la complexité
des voies de signalisation hormonale, la perturbation par les PE a différents niveaux et endroits
de D'organisme est possible et difficilement identifiable. Aujourd’hui, la majorité des
connaissances sur le mécanisme d’action des PE concerne leur capacité a interférer au niveau

des récepteurs nucléaires hormonaux et de leurs transporteurs.

2.3.1 Effets hormono-mimétiques

Une substance hormono-mimétique est capable de mimer 1’action d’une hormone
endogene grace a une forte similarité de structure moléculaire avec I’hormone. La substance
peut ainsi se lier au récepteur cible et induire les mémes effets appelés effets agonistes (Figure
7A).

Les PE a activité cestrogénique comme le DES et le Chlordécone sont les PE ayant un

effet hormono-mimeétique les plus connus (Waring et Harris 2005).
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2.3.2 Effets antagonistes

Comme pour les substances a effet hormono-mimétique, les substances ayant un effet
antagoniste présentent une structure moléculaire similaire a I’hormone et se lient a son récepteur
cible, mais sans 1’activer. La substance peut saturer les récepteurs de la cellule cible, bloquant
ainsi le récepteur et les fonctions cellulaires associées comme la fixation du complexe
hormone/récepteur sur I’ADN (Figure 7B). Par exemple, le vinclozoline ou le flutamide sont
qualifiés de PE anti-androgéniques car ils présentent des effets antagonistes sur le récepteur des

androgénes (van Ravenzwaay et al. 2013).

2.3.3 Effets directs sur les hormones

Certaines substances n’altérent pas le récepteur de I’hormone, mais agissent sur
I’hormone elle-méme. Elles peuvent déréguler la synthése de I’hormone, comme le
kétoconazole qui inhibe les cytochromes P450 et par conséquent la synthése de testostérone
(Bird et Abbott 2016). D’autres substances comme les phtalates blogquent le transport de
I’hormone (Figure 7C), en particulier les hormones lipophiles dépendantes de transporteurs
pour atteindre leurs cellules cibles, comme la Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) (Sheikh
et al. 2016).

2.4 Impacts possibles des PE sur la santé humaine

La perturbation du systéme endocrinien est un domaine de recherche nommeé, tres actif
depuis plus de 10 ans, bien que les effets des PE sur la faune sauvage aient été étudiés
principalement dans les années 1940. De nos jours, des composés potentiellement PE sont
détectables un peu partout dans 1’environnement. En effet, comme nous venons de le voir, les
PE sont présents dans les produits que nous utilisons au quotidien, a commencer par les produits
pour enfants, les produits électroniques, les produits de soins personnels, les textiles et les
vétements. Cependant, dans la plupart des cas, nous ne sommes pas au courant de leur présence,

car ils ne figurent pas toujours dans leur liste de composés chimiques. Il s’agit d’un sujet
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préoccupant car la probabilité que ces produits chimiques soient libérés dans I'environnement
et entrent en contact avec nous est forte. Le risque est d’autant plus important chez les enfants
qui peuvent ramasser ces produits contenant des PE et les mettre dans leur bouche. En dehors
de cela, les PE sont fréquemment présents dans les produits de soins personnels comme le
dentifrice, les produits que nous appliquons sur notre peau, les savons, dans lesquels des agents

antimicrobiens sont utilisés.

De nombreuses études ont démontré que des expositions régulieres, voire continues, a
certains de ces composés sont responsables d’un nombre important de pathologies développées
chez la personne exposee, mais également potentiellement chez sa descendance (Nassouri AS,
Archambeaud F, Desailloud R. 2012). De nombreuses substances chimiques ont été identifiées
comme PE et les humains peuvent y étre exposés en raison de leur occupation ou de I'exposition
alimentaire et environnementale (eau, sol et air). Les substances chimiques perturbatrices du
systéeme endocrinien sont des composés qui altérent le fonctionnement normal du systéeme
endocrinien des humains et de la faune. Un nombre important d’associations entre des
expositions environnementales et des effets néfastes, notamment des troubles du systeme

nerveux ou du développement embryonnaire, ont été mis en évidence dans la littérature.

Afin de comprendre la vulnérabilité et les facteurs de risque des personnes souffrant de
perturbations endocriniennes ainsi que les traitements nécessaires, des méthodes doivent étre
mises au point pour prédire les effets sur les populations. Depuis plusieurs années, le mécanisme
et ’effet des PE, leur relation avec 1’environnement ainsi que les effets sur la santé humaine
suscitent un intérét croissant. En 2013, I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) a fait 1’état

des connaissances sur les PE ainsi que leurs effets chez ’Homme (Bergman et al. 2015).
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Figure 8 : Structure chimique du bisphénol A.

Figure 9: Métabolisme simplifié du DEHP (di-(2-éthylhexyl)phtalate) en MEHP (mono-(2-
éthylhexyl)phtalate) (Monfort et al. 2012).
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2.5 Impacts des PE et TND

De plus en plus d’inquiétudes sont émises par les agences gouvernementales comme
’'OMS et le Programme National de Toxicologie aux Etats-Unis concernant I’effet des
perturbateurs endocriniens sur le cerveau et le comportement (Bergman et al. 2013). Une étude
sur les capacités cognitives des enfants exposés (ou dont les parents ont été exposés) a des PE
a mis en évidence une augmentation des troubles psychiatriques et neurologiques chez ces
derniers (Boyle et al. 2011). Ils comprennent, entre autres, des troubles du spectre autistique,
des troubles du déficit de I’attention, des troubles du comportement, des troubles de I’humeur,

des troubles d’apprentissage ou encore des syndromes dépressifs.

Parmi les PE incriminés dans I’augmentation de 1’incidence des TND, le BPA et les
phtalates, entrant dans la composition des plastiques alimentaires, sont tres répandus (Braun
2017). Dans ce projet, il a été choisi d’étudier I’impact de ces deux PE en prenant notamment
appui sur plusieurs études qui ont permis d’établir leur neurotoxicité développementale, et

d’initier I’étude des mécanismes en jeu.

2.5.1 Le bisphénol A

Le BPA, 4,4’-isopropylidénediphénol, est un composé organique de la famille des
aromatiques issu de la réaction entre deux €quivalents de phénol et un équivalent d’acétone
(Figure 8). Le BPA est omniprésent dans I’environnement urbain. En effet, il s’agit d’une
substance chimique de synthese utilisée depuis plus de 50 ans dans un grand nombre
d’applications industrielles. Ses deux principales utilisations ont longtemps été la fabrication
industrielle de plastiques (de type polycarbonate) et de résines époxydes. Il est aussi utilisé
comme composant d’autres polymeéres et résines (polyester, polysulfone, résines vinylesters...).
Il intervient dans la synthese de certains retardateurs de flamme et comme révélateur dans les
papiers thermiques (tickets de caisse notamment) (INERIS 2010) (Flint et al. 2012).

La forme biologiquement active du BPA est la forme libre. Chez I’Homme, par voie
orale, le BPA est facilement absorbé et rapidement transformé dans I’intestin et le foie en
monoglucuronide de BPA, substance dépourvue d’activité endocrine. La métabolisation du

BPA par une enzyme hépatique (1’uridine diphosphoglucuronyltransférase ou UGT) semble

47



étre une voie métabolique importante in vivo chez le rat, impliquant plus précisément I’isoforme
UGT2B1 (Yokota et al. 1999). Le BPA est principalement éliminé via les féces, mais cette
¢limination est plus lente chez les rongeurs que chez I’ Homme (OMS 2009). En ce qui concerne
le rat, cette enzyme UGT2B1 est peu active chez les nouveaux-nés et atteint le niveau d’activité
adulte seulement trois semaines apres la naissance, ce qui fait des nouveaux-nés une sous-

population potentiellement sensible (INERIS 2010).

L’écotoxicité du BPA fait encore débat, mais en juin 2017, apres que le Canada l'ait
classé comme reprotoxique, le comité des Etats-membres de ’ECHA a classé a I'unanimité le
BPA parmi les « substances extrémement préoccupantes » du reglement REACH, en tant que
PE (7). Autrefois trés présent dans le plastique des biberons, il est interdit pour des raisons de
sécurité sanitaire au Canada le 17 octobre 2008, puis le 23 juin 2010 en France. Le Sénat
francais vote son interdiction a partir du ler juillet 2015 dans tous les contenants alimentaires.
Le Sénat vote également l'interdiction non seulement du BPA mais plus généralement de tous
les PE et substances cancérogénes pour les dispositifs médicaux destinés aux bébés et femmes
enceintes (8). Il est souvent remplacé par le bisphénol B ou le bisphénol S, qui semblent

néanmaoins représenter des PE tous deux aussi actifs que le BPA (Rochester et Bolden 2015).

2.5.1.1 Cibles du BPA

Le BPA est un agoniste faible des cestrogénes (Rubin 2011; World Health Organization
2012) pouvant se lier aux récepteurs nucléaires des cestrogenes a et B (ERa et B) et activer une
réponse qui a été largement considérée comme la source de ses effets indésirables dans certaines
études animales. Certaines études in vitro ont également montré que le BPA avait des effets

anti-androgéniques et pouvait se lier au récepteur des androgénes (AR) (Sun et al. 2006).
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2.5.1.2 Impact sur le neurodéveloppement

Chez ’Homme, des effets sont suspectés sur la neurogenese, le dimorphisme sexuel
comportemental, I'anxiété, le comportement exploratoire (Braun et al. 2011; Miodovnik et al.
2011). Dans I'ensemble, les données disponibles suggerent que I'exposition au BPA prénatale
et postnatale est associée a des problémes de comportement déclarés par les parents chez les
enfants (Braun 2017). Il est également possible que le BPA puisse reprogrammer la régulation

des genes dans le SNC en développement en modifiant I'épigénome.

Plusieurs études chez I'animal ont démontré un effet délétere du BPA sur le
développement neurologique en cas d'exposition in utero ou périnatale. Plus précisément,
Kundakovic et collaborateurs ont montré qu’une exposition in utero au BPA induisait des effets
durables et spécifiques du sexe sur I’expression du géne Bdnf chez des souris juvéniles et jeunes
adultes. lls ont observé, aux deux ages, une régulation négative de I'expression de Bdnf dans
I’hippocampe des males, associée a une hyperméthylation des sites CpG dans la région
régulatrice du géne, en lien avec les déficits comportementaux observés chez les jeunes males
adultes (Kundakovic et al. 2015). Comme I'expression de ce géne et sa méthylation sont altérées
dans plusieurs troubles psychiatriques associés a une adversité précoce, notamment la
dépression, la schizophrénie, le trouble bipolaire et I'autisme, la méthylation du géne Bdnf peut
représenter un biomarqueur pour la détection précoce de psychopathologies. La méme équipe
a également montré qu’une exposition in utero au BPA chez la souris induisait des changements
dans I’expression et la méthylation de génes codant les récepteurs des cestrogénes (ERa et ER[3)
et, simultanément, une modification des niveaux d’ARNm des régulateurs épigénétiques
DNMT1 et DNMTS3A dans le cortex et I’hypothalamus (Kundakovic et al. 2013).

D’aprés Yeo et collaborateurs, le BPA diminue également I'expression du géne Kcc2
par des mécanismes épigénétiques incluant I’augmentation de la méthylation de I’ADN et la
diminution de I’acétylation des histones, conduisant a une altération du chloride shift (Yeo et
al. 2013). Ici encore, les auteurs ont décrit un dimorphisme sexuel avec cette fois un effet plus
accentué chez les femelles que chez les males aprés exposition au BPA in utero chez le rat et
la souris. Certaines de ces observations ont été reproduites sur des modeles in vitro de cultures

primaires neuronales et organotypiques de tranches cérébrales.
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2.5.2 Les phtalates

Les phtalates sont synthétisés depuis les années 1930 pour leurs propriétés plastifiantes.
La production mondiale de phtalates n’a cessé d’augmenter pour atteindre 4,3 millions de
tonnes en 2006 (Peijnenburg et Struijs 2006). En Europe, la production est constante depuis 20

ans, a un million de tonnes par an.

La caracteéristique principale des phtalates est de rendre souples les matériaux rigides
tels que le polychlorure de vinyle (PVC). Ainsi, ils sont surtout utilisés comme plastifiants dans
I’industrie des polymeres, a 97% dans le cas du DEHP, di-(2-éthylhexyl)phtalate, principal
phtalate retrouvé dans 1’environnement (Commission OSPAR 2006). lls sont donc retrouveés
dans de nombreux produits comme les dispositifs médicaux (poches de sang, matériel de
dialyse, gants), les emballages alimentaires, les matériaux de construction (revétements, cables,
toitures, joints d’étanchéité) et les jouets en plastique (Schettler 2006). Les phtalates sont
employés dans plusieurs autres produits de consommation domestique : les adhésifs et solvants,
les laques et peintures, les encres, les vernis a ongles, les produits de soin personnel et les
produits cosmétiques (Schettler 2006). Dans les dernieres applications citées, leurs capacités a
augmenter la pénétration cutanée d’un produit sont mises a profit. Ces usages sont minoritaires.
Les phtalates trouvent donc des applications dans plusieurs secteurs : batiment, automobile,
médical, alimentaire et textile, qui constituent autant de sources potentielles d’exposition. Mais
les travailleurs ne sont pas les seuls a pouvoir étre exposés aux phtalates, les consommateurs
n’y échappent pas, parmi lesquels certains sont plus vulnérables comme les nouveaux-nés, les

enfants et les femmes enceintes.

Le phtalate le plus abondant dans les aliments et I'environnement est le DEHP et son
principal métabolite est le mono-(2-éthylhexyl)phtalate (MEHP) (World Health Organization
2012; Braun et al. 2013) (Figure 9). Le DEHP est rapidement absorbé chez I’homme et 1’animal
par voie orale apres hydrolyse en MEHP. L’absorption par voie cutanée semble faible chez
I’homme alors qu’elle a ét¢ mise en évidence par inhalation. Le MEHP est largement distribué
dans les tissus sans qu’une accumulation soit observée, puis il subit une série d’oxydations dans
le foie, tres poussées chez le rat et plus réduites chez les primates et ’Homme. Chez ce dernier,
les métabolites sont ensuite largement conjugués a I’acide glucuronique. L’excrétion intervient
rapidement par voies urinaire et fécale avec une grande variabilité inter-espece et

interindividuelle chez ’Homme (Braun et al. 2013).
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2.5.2.1 Cibles des phtalates

Les cibles principales des phtalates parmi les récepteurs nucléaires sont les récepteurs
PPARa ety (Desvergne et al. 2009). Le MEHP est un agoniste partiel de PPARYy et son activité
est plus faible sur le PPARYy de souris que sur le PPARy humain (Feige et al. 2007). Certains
phtalates sont anti-androgéniques et réduisent la production de testostérone testiculaire en
diminuant I'expression des génes impliqués dans la stéroidogenese (Hannas et al. 2011) comme
le géne de I’aromatase Cyp19Al (Lehraiki et al. 2009). Parmi les récepteurs nucléaires, les

récepteurs des cestrogénes (ER) et des androgenes (AR) sont également des cibles des phtalates.

2.5.2.2 Impact sur le neurodéveloppement

Des études de cohorte prospectives ont montré que l'exposition prénatale a plusieurs
phtalates différents était associée aux comportements de TDAH (Engel et al. 2010; Kobrosly et
al. 2014), aux comportements autistes (Miodovnik et al. 2011), a des troubles mentaux et
psychomoteurs, émotionnels (Whyatt et al. 2011) et a des déficits intellectuels (Factor-Litvak
et al. 2014). L'exposition des enfants a certains phtalates a également été associée a une
diminution des capacites cognitives (Huang et al. 2015) et a des problémes de comportement
(Kim, B. N. et al 2009). D’autres etudes n'ont trouvé aucune association entre I'exposition
prénatale aux phtalates et le comportement neurologique de I'enfant (Gascon et al. 2015). Les
résultats apparemment contradictoires entre les études peuvent étre dus a des différences de
moment d'évaluation de I'exposition aux phtalates (par exemple, gestation précoce ou tardive),
a une mauvaise classification de I'exposition aux phtalates, a des études utilisant un seul
échantillon d'urine pour évaluer I'exposition ou encore a des différences d'age au cours de

I'évaluation du développement neurologique.

Afin de préciser les mécanismes de toxicité en jeu, Smith et Holahan se sont intéressés
au lien entre 1’exposition précoce au DEHP et les changements neurodéveloppementaux chez
les rongeurs (Smith et Holahan 2014). Ils ont mis en évidence une diminution de I’expression
de Bdnf, spécifique du sexe, dans I’hippocampe des rats males. D’autres auteurs ont étudié les
effets de I’exposition gestationnelle du DEHP sur les profils d’expression génique dans le
cerveau de rat néonatal et les fonctions cognitives a 1’age adulte (Lin et al. 2015). Certains genes

critiques pour la prolifération des neurones, tels que Ccndl et Cdc2, sont significativement
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régulés a la baisse. Ce mécanisme pourrait donc étre impliqué dans les déficits d'apprentissage
et de mémoire spatiale observés a I'dge adulte aprés exposition feetale au DEHP. Dans deux
contextes, les phtalates ont induit une surexpression de marqueurs pro-inflammatoires dans le
SNC, associée dans I’un des cas a des signes de TND (comportement anxieux, mémoire altérée)
(Win-Shwe et al. 2013; Barakat et al. 2018). Peu de données sont disponibles sur les impacts
épigénétiques des phtalates. Hors du SNC, il a été montré que I'exposition au DEHP pendant la
différenciation sexuelle des rats induisait des malformations de I'appareil reproducteur et une
expression anormale du facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF-1), du ligand c-kit
(KITL) et du facteur inhibiteur de la leucémie (LIF), pouvant contribuer a la reprotoxicité des

phtalates et impliquant des modifications de méthylation de I’ADN (Perera et Herbstman 2011).

2.5.3 Les méthodes d’évaluation du risque neurodéveloppemental

des PE

Les données de neurotoxicité développementale des PE reposent essentiellement sur des
études épidémiologiques et des études in vivo, qui sont actuellement les seules études
recommandées dans les lignes directrices d’évaluation de cette toxicité (Smirnova 2014). Ces
substances sont tres variées et nous sommes en réalité exposés a un mélange de substances
présentes dans I’environnement : on parle ainsi d’effet « cocktail » qui rend leur étude
particulierement complexe. De plus, les effets des PE sont souvent modérés et retardés,
compliquant les études in vivo nécessaires a 1’établissement de preuves directes de leur toxicité
(Smirnova 2014). En outre, pour des raisons pratiques (durée, colt) et éthiques, ces études ne
permettent pas de cribler de nombreux PE ni d’analyser d’éventuels effets « cocktail ». Ces
difficultés ont abouti a un manque de preuves de la toxicité neurodéveloppementale des PE et

a un manque de données sur leurs mécanismes de toxicité.

Les cultures cellulaires in vitro sont adaptées a 1’étude de grandes quantités de cellules
homogénes dans un environnement isolé. Dans le contexte d’études neurodéveloppementales,
plusieurs lignées cellulaires sont utilisées, ainsi que des cultures primaires des différents types
cellulaires du cerveau provenant le plus souvent de cerveaux de rongeurs. En particulier, au vu
du nombre croissant d'expériences de recherche sur les animaux, les cultures cellulaires

permettent de réduire sensiblement le nombre d'animaux expérimentaux et leur souffrance. Les
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cultures cellulaires permettent d'étudier la survie, la morphologie, la fonction ainsi que
I'influence de produits chimiques toxiques ou protecteurs. Cependant, les cellules isolées ne
sont pas adaptées pour étudier certains processus complexes mettant en jeu de nombreuses
interactions entre les types cellulaires, comme c’est le cas au cours du neurodéveloppement
(Humpel 2015). Ainsi, au cours des dernieres décennies, les cultures organotypiques ont été
considérées comme un important pas en avant dans la simulation de situations plus semblables
a ['in vivo. Les cultures organotypiques permettent en effet de préserver plusieurs aspects de
I'organisation structurale et synaptique du tissu originel (Noraberg et al. 2005). Ces cultures de
sections cerébrales, en plus de conserver tous les types cellulaires dans une configuration
tridimensionnelle, permettent également d’étudier la différenciation in vitro avec notamment la
poursuite de la myélinisation (Ghoumari et al. 2003; Dean et al. 2011). De plus, ce type de
culture peut étre maintenu sur des périodes prolongées, rendant possibles des expositions
chroniques (Noraberg et al. 2005).
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B. Travail expéerimental

Dans une seconde partie, nous presenterons un travail expéerimental réalisé. Il s’ inscrit
dans la démarche générale de développer une approche in vitro permettant d’améliorer

I’évaluation de la toxicité des PE, adaptée au criblage de nombreuses conditions d’exposition.

1 Objectifs de la these

Les effets des PE sont souvent modérés et retardés, compliquant les études in vivo
nécessaires a 1’établissement de preuves directes de leur toxicité. En outre, pour les raisons
détaillées précédemment dans le paragraphe sur les méthode d’évaluation du risque
neurodéveloppemental des PE, ces études ne permettent pas de cribler de nombreux PE ni
d’analyser d’éventuels effets « cocktail ». Les approches in vitro, quant a elles, concernent, la
plupart du temps, I’étude des effets des PE sur les récepteurs aux cestrogenes ou aux androgenes
et sur la synthése des hormones stéroidiennes. Peu d’études in vitro traitent de I’'impact des PE
sur neurodéveloppement et les troubles pouvant en découler. Pour remédier a ce manque de
données et face au manque de preuves directes de la toxicité des PE pour le cerveau en
développement, il est nécessaire de développer des approches alternatives aux méthodes in vivo

et in vitro existantes.

Afin de valider notre approche, nous avons choisi le BPA et le DEHP (en utilisant le
MEHP in vitro) pour lesquels de nombreuses données in vivo sont déja disponibles dans la
bibliographie. Nous avons pour cela utilisé des cultures organotypiques de sections de cerveaux
de souriceaux, complétées au besoin par des cultures cellulaires isolées. L’étude a été menée en
paralléle sur des cultures issues d’animaux males et femelles, compte-tenu de 1’importance
d’acquérir des connaissances dans les deux sexes et des impacts spécifiques du sexe des PE qui
sont trés souvent décrits, y compris dans des systemes in vitro non soumis aux contréles

endocriniens.

Plus précisément, aprés avoir mené des études préliminaires permettant de maitriser le

modeéle de cultures organotypiques et de choisir certains parametres expérimentaux, nous avons

55



d’abord recherché des effets décrits in vivo suite a I’exposition précoce au BPA et/ou au DEHP,
tels que leurs impacts sur I’expression des génes Bdnf et Kcc2. En paralléle, de nouvelles pistes
sur les mécanismes de toxicité qui pourraient conduire a I’apparition des TND ont été explorées,

incluant I’analyse de la my¢linisation et de la neuroinflammation.

Enfin, I’un des objectifs du projet a été d’initier I’analyse d’altérations épigénétiques en
tant que mécanismes susceptibles de contribuer aux effets indésirables des PE et pouvant servir
de marqueurs d’exposition a ces substances. L’analyse de ces altérations pourrait augmenter la
sensibilit¢ de la méthode d’évaluation et permettre de définir des biomarqueurs traduisant
I’exposition aux PE. Situées a I’interface entre génes et environnement, ces modifications

épigénétiques pourraient représenter la mémoire moléculaire des expositions précoces aux PE

A plus long terme, ce projet pourrait contribuer a établir une méthode adaptée au
criblage in vitro de conditions d’exposition multiples responsables d’effets « cocktail », qui sera
un préalable a des études de toxicité in vivo ciblées. Ce projet pourrait ainsi contribuer a

améliorer I’évaluation du risque li¢ aux PE.
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2 Matériel et Méthodes

2.1 Cultures

Deux modeéles complémentaires ont été utilisés, une culture organotypique murine et
une culture primaire de microglies murines. Toutes les cultures ont été conservées dans un
incubateur a 37°C, 5% de COz2 et 98% d’humidité.

2.1.1 Culture organotypique murine

Apreés sacrifice par décapitation de souriceaux males et femelles a P2 (2 jours post-natal)
provenant de souris gestantes albinos SWISS de Janvier Labs®©, les cortex ont été prélevés puis
chaque hémisphére a été inclus dans une solution de PBS / agarose a bas point de fusion (low
melt) a 2,5%. Aprés quelques minutes, les hémisphéres ont été figés dans le gel d’agarose
formant un bloc qui a ensuite été taillé et collé au porte-objet du vibratome (Vibrating
microtome, HM 650V, VWR®) par la face sagittale afin de réaliser des sections para-sagittales,
plus homogenes en termes de structures cérébrales que les coupes coronales (Figure 10A). Les
paramétres optimaux ont été sélectionnes : 350 um d’épaisseur, fréquence de vibration de 50
Hertz, amplitude de 0,8 mm et vitesse de découpe de 20 mm/s. En comptant les coupes depuis
le coté latéral (externe) de I’hémisphére vers le plan sagittal (collé au porte objet), les sections
para-sagittales 5, 6 et 7 de chaque hémisphere, ne présentant pas de variations d’expression
majeures des marqueurs de différents types cellulaires (Figure 10B), ont été récupérées et
placées dans des inserts (Insert de culture 6 puits thincert Greiner Bio-One) contenant une
solution de PBS 1X / Glucose 1%. Cette solution a ensuite été retirée des inserts puis chaque
insert a été placé dans un puits de culture contenant 1,5 ml de milieu de culture composé d’une
solution de Minimum Essential Medium Eagle (MEM, Sigma) (48%), du Horse Serum (HS)
(25%) décomplémenté, une solution de Hank’s Balanced Salt Solution 1X (HBSS) sans calcium
et sans magnésium (24%), de la pénicilline / streptomycine (1%), de I’amphotericine B (0,4%),
de PTHEPES 20 mM, du glucose (1,1%) et du glutamax (1%).

57



1\91
A \N
1 M
g W
|
B 2
- m1 m2 3
S5
&
g 4
\Q) m
= g
€ 6 05
S s B
gg
-~ 0

Itgam Gfap Cnp NeuN Kcc2 Bdnf

Figure 10 : Choix des parametres expérimentaux des cultures organotypiques. (A) Orientation des
coupes sagittales au niveau du tiers central de chaque hémisphere. (B) Quantité relative de marqueurs
de différents types cellulaires dans trois sections de cerveau en RT-qPCR montrant une homogénéité
des sections de cerveau. Itgam = marqueur de microglie ; Gfap = marqueur des astrocytes ; Cnp =
marqueur des oligodendrocytes ; NeuN et Kcc2 = marqueurs des neurones ; Bdnf = marqueur de
neurodéveloppement. Aucun test statistique n’a été réalisé (N < 3).
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Figure 11 : Schéma représentant le déroulement de la culture organotypique de cerveaux de
souriceaux du jour de coupe jusqu’au DIV6 correspondant a I’arrét de I’exposition (voir les détails
dans la partie 2.1.1).
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Il s’agit d’une culture a I’interface air/liquide ou les sections de cerveaux reposent sur une
membrane poreuse (pores de 0,4 um de diamétre). Des solutions-méres 1000x (& diluer au
1/1000:me) de BPA (Sigma 239658) et de MEHP (Sigma 796832) ont été préparées dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO). Aprés 24h (DIV1: 1 day in vitro, Figure 11), le milieu a été
changé, les sections males ont été incubées avec du DMSO seul (0,1%), du BPA (0,1 uM ou 1
pMM) ou du MEHP (0,1 uM, 1 uM ou 10 pM) et les sections femelles avec du DMSO (0,1%),
du BPA (0,1 uM) ou du MEHP (1 uM). L’exposition a été renouvelée au bout de 48h (DIV3).
A la fin du traitement (DIV6), les cellules ont été lysées pour extraction des ARNs. Les milieux
(DIV3 et DIVG6) ont été conserves a -80°C pour I’analyse par ELISA ciblant des cytokines pro-

inflammatoires (Figure 11).

2.1.2 Culture primaire de microglie murine

Ces cellules ont été obtenues par tri cellulaire magnétigue (MACS pour Magnetic
Activated Cell Sorting, Miltenyi). Aprés sacrifice des souriceaux a P5 (6 méles et 6 femelles
mélangeés) par décapitation, les cortex ont été prelevés et mis dans du HBSS sans calcium et
sans magnésium, afin de laver le sang tout en évitant d’activer les cellules cérébrales. Les cortex
ont été immergés dans des tubes de dissociation contenant un mix enzymatique a base de
papaine (Neural Tissue Dissociation kit Papain, Miltenyi) puis dissociés grace a un programme
alternant des étapes de broyage mécanique et d’incubation a 37°C, dans un appareil de
dissociation (gentle MACS® Octo dissociator). A I’issue de cette étape, la suspension cellulaire
obtenue a été filtrée sur un filtre de 70 um et rincée deux fois avec du HBSS avec calcium et
magnésium. Le culot cellulaire obtenu a ensuite été incubé avec des anticorps anti-CD11b
couplés a des billes magnétiques (MACS® technology) dans un tampon de tri contenant du
PBS et de la sérum albumine bovine a 0,5%. Aprés 15 minutes d’incubation, les cellules ont
été rincées avec le tampon de tri par dilution suivie d’une centrifugation (10 min, 300g, 4°C),
afin d’éliminer les anticorps non liés aux cellules. Les cellules CD11b-positives marquées par
I’anticorps ont été retenues dans une colonne soumise a un champ magnétique, puis rincées
pour éliminer les cellules non marquées. Les cellules CD11b-positives ont finalement été éluées
apres avoir 6té la colonne du champ magnétique. Apres une étape de centrifugation, les cellules
microgliales ont été resuspendues dans du milieu complet composé de Serum-free Macrophage

medium 1X contenant de la L-Glutamine (Gibco) et 1% de pénicilline/streptomycine puis
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ensemencées dans des plaques de 12 puits a la densité de 400 000 cellules par puits. Le milieu
a été changé a 24h (DIV1) puis apres 48h (DIV2), les cellules ont été incubées avec du BPA
(0,1 uM), du MEHP (1 uM) ou du lipopolysacharide (LPS) a 0,1 puM, ou avec du DMSO seul
a 0,1%, sans renouveler le milieu de culture. Ce protocole (changement du milieu a 24h et
exposition a 48h) permet le retour des cellules a un état de quasi-quiescence au début de la
stimulation, car le tri cellulaire et la mise en culture peuvent déclencher I’activation de ces
cellules. A la fin du traitement (24h et 48h), les cellules ont été lysées pour extraction des ARNS.
Les milieux ont été conservés a -80°C pour 1’analyse par ELISA en ciblant des cytokines pro-

inflammatoires.

2.2 Extraction d’ARN, transcription inverse et réaction de
polymérisation en chaine quantitative en temps réel (RT-
gPCR)

2.2.1 Extraction des ARNSs de culture organotypique

L’extraction a été effectuée a I’air du Kit NucleoSpin® RNA Set for NucleoZOL
(Macherey-Nagel). Les cellules ont été lysees par incubation dans un réactif NucleoZOL qui
permet 1’inactivation des RNases. Apres ajout d’eau exempte de RNases et centrifugation a
12.000g, le surnageant a été transféré dans un nouveau tube auquel a été ajouté un tampon de
liaison au filtre. La solution a été transferée dans une colonne NucleoSpin® RNA qui permet
de retenir les ARNs. Aprés 2 étapes de rincage — centrifugation afin d’éliminer les sels, les
métabolites et les macromolécules cellulaires, les ARNs ont été ¢lués dans de 1’eau exempte de
RNases puis dosés par spectrophotométrie a 260 nm sur Nanodrop (Labtech) afin de déterminer
les concentrations en ARN ainsi que la pureté des échantillons, définie par les valeurs de ratios
260/230 (égale a 2) et 260/280 (entre 1,8 et 2,2).
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2.2.2 Extraction des ARNSs de culture primaire microgliale

L’extraction a été effectuée a I’aide du Kit NucleoSpin® RNA Plus (Macherey-Nagel).
Les cellules ont été lysées par incubation dans un tampon chaotropique qui permet également
I’inactivation des RNases. Le lysat a ensuite été transféré dans une colonne NucleoSpin®
gDNA Removal qui permet de retenir I’ADN génomique et autres débris. Aprés centrifugation
a 11.000g et ajout d’un tampon de liaison au filtre, la solution a été transférée dans une colonne
NucleoSpin® RNA Plus qui permet de retenir les ARNs. Aprés 3 étapes de rincage —
centrifugation afin d’éliminer les sels, les métabolites et les macromolécules cellulaires, les

ARNSs ont été élués et dosés comme décrit précédemment (2.2.1).

2.2.3 Transcription inverse et PCR quantitative en temps réel (RT-
gPCR)

La synthese des brins d’ADN complémentaires (ADNCc) a été réalisée a partir d’une
méme quantité d’ARN pour tous les ¢chantillons (500 ou 1000 ng), grace au kit de reverse
transcription IScript Cdna synthesis (BioRad). La réaction a été réalisée dans un volume final
de 20 ul contenant 4 ul de tampon et 1 ul d’enzyme. Le programme comprend une étape de 5
minutes a 25°C, puis 30 minutes a 42°C, température a laquelle I’enzyme est active, et enfin 5

minutes a 85°C pour inactiver I’enzyme.

A la fin de la RT, une gamme de dilution (1/5) a été realisée a partir d’un mélange de
I’ensemble des échantillons afin de déterminer I’efficacité de 1’amplification pour chaque
couple d’amorces (90-105%). Les échantillons ont été dilués au 1/10sme. Dans chaque puits de
plaque & 96 puits ont été déposés 2 ul d’ADNc (gamme ou échantillons dilués) et 8 ul de
mélange réactionnel composé de 5ul de SybrGreen 2X (BioRad) contenant la polymérase Taq,
le tampon, le produit de fluorescence (fluorescéine) et les désoxynucléotides (ANTPs), de 0,2
ul de chaque amorce (sens et anti-sens qui sont aux concentrations initiales de 15 uM) et de 2,6

ul d’eau Milli-Q®. Les séquences des amorces sont indiquées dans le Tableau 1.
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Tableau 1 : Séquences des amorces utilisées en PCR quantitative.

Géne Amorce sens 5’ Amorce anti-sens 3’

Bdnf GGCCCAACGAAGAAAACCAT GTTTGCGGCATCCAGGTAAT
Kcce2 CAATGGTGTTGTGCCTGCTG GATCTCGATCGTGCCAAGGA
Cnp AGACAGCGTGGCGACTAGACT | GGGCTTCAGCTTCTTCAGGT
Mbp CCGGACCCAAGATGAAAAC CTTGGGATGGAGGTGGTGT
Mog AAGAGGCAGCAATGGAGTTG GACCTGCAGGAGGATCGTAG
Tnfa GCCTCTTCTCATTCCTGCTT AGGGTCTGGGCCATAGAACT
1l1b GGGCCTCAAAGGAAAGATTC TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG
Dnmtl CGTTGTGGTGGATGACAAGA GAACCAGGACAGTGGCTCT
Dnmt3a ATGCCTCCAATGAAGAGTGG ACAACCGTCCATTCTTCTGG
Dnmit3b GTGAGCAGCAGACACCTTGA GGCCCAACGAAGAAAACCAT
Rpli3 ACAGCCACTCTGGAGGAGAA GAGTCCGTTGGTCTTGAGGA
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La réaction de PCR a été réalisée dans un thermocycleur CFX-96 (BioRad) selon le
protocole suivant: une premiére étape a 98°C (30 secondes) qui permet la dénaturation
préliminaire de I’ADNCc et I’activation de la Taq polymérase. Cette étape est suivie par un cycle
répété 40 fois qui se compose de trois étapes : la dénaturation du double brin d’ADN (95°C, 5
secondes), I’hybridation d’amorces spécifiques (60°C, 10 secondes) et 1’¢longation du produit
de PCR (72°C, 10 secondes). Pour chaque gene étudié, les Cq (Cycle de quantification, a partir
duquel la fluorescence est significativement différente du bruit de fond) des différents
¢chantillons ont été déterminés et les calculs de quantification relative réalisés a 1’aide du
logiciel CFX manager 2.1 (BioRad) selon la formule Q = (Efficacité/50)-cq. La spécificité
d’amplification a été vérifiée en analysant les courbes de fusion. Le géne de référence utilisé
pour normaliser les résultats est Rpl13 (Ribosomal Protein L13). Ce géne a été choisi en raison

de la stabilité de son expression dans les conditions expérimentales utilisées.

2.3 Extraction d’ADN et analyse de méthylation ciblée

2.3.1 Extraction des ADNSs de culture organotypique

L’extraction a été effectuée a 1’aide du Kit NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel). La
lyse a été réalisée par incubation de I'échantillon dans une solution de protéinase K / tampon de
lyse a 56°C pendant 3 heures. Un second tampon de lyse a ensuite été ajouté dans les
échantillons qui ont ensuite été incubés 10 minutes a 70°C. Des conditions appropriées pour la
liaison de I'ADN a la membrane de silice dans les colonnes NucleoSpin® sont obtenues par
I'addition de sels chaotropiques et d'éthanol au lysat. Le processus de liaison est réversible et
spécifique aux acides nucléiques. Les contaminations sont éliminées par lavage avec deux
tampons différents. L'/ADN génomique pur est finalement élué dans de faibles conditions de
force ionique dans un tampon d'élution légerement alcalin (Tris 10 mM, pH 7.9) puis dosé par
spectrophotométrie a 260 nm sur Nanodrop (Labtech) afin de déterminer les concentrations en
ADN ainsi que la pureté des échantillons, définie par les valeurs de ratios 260/230 (égale a 2)
et 260/280 (entre 1,8 et 2,2).
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2.3.1 Méthylation d’ADN

L’analyse de méthylation ciblée avec une enzyme de restriction sensible a la
méthylation a été réalisée a partir des échantillons d’ADN extraits. Ces échantillons ont été
digérés par une premiére enzyme de restriction Msel (New England Biolabs) coupant au niveau
des sites TTAA, permettant de fragmenter le génome et d’améliorer 1’efficacité de I’analyse.
Le mix contient pour un échantillon : 39,5 ul d’eau Milli-Q®, 5 ul de tampon cutsmart (10X)
et 0,5 ul d’enzyme Msel (a2 50 U/ul). Les échantillons ont été incubés 1h30 au bain marie a
37°C. En paralléle, un mélange de tous les échantillons d’ADN a été digéré par I’enzyme Msel
dans les mémes conditions et traité simultanément par une CpG Methyltransferase (M.Sssl)
permettant d’obtenir un contrdle positif de méthylation (cette enzyme présente une efficacité

de 100% dans le tampon cutsmart). Le mélange a été traité par 2 pul de méthylase a 4 U/ul.

Aprés cette premiere étape de digestion (+ méthylation du mélange), I’enzyme de
restriction Mspjl (coupe I’ADN méthylé selon la séquence représentée sur la Figure 12) a été
ajoutée dans chaque mélange avec son activateur a raison de 0,8 pl d’enzyme a 5 U/ul et 1,7 pl

d’activateur par échantillon. La digestion a été réalisée au bain-marie pendant 1h30 a 37°C.

Les ADNs digérés ont été¢ purifiés a I’aide du Kit NucleoSpin® gDNA clean up
(Macherey-Nagel). L’ADN a été mélangé avec un tampon de liaison et chargé sur une colonne
de nettoyage d’ADN génomique NucleoSpin®. Tous les types de contaminants ont été éliminés
par deux etapes de lavage avec un tampon de ringage. Aprés une étape de séchage, I’ADN pur

et concentré a été ¢lué dans 50 ul de tampon d’¢élution (Tris/HCI 5 mM, pH 8,5).

2.3.2 PCR gquantitative en temps réel (QPCR)

L’analyse de I’ADN a été réalisée par PCR quantitative en plaques de 96 puits selon le
protocole décrit précédemment (2.2.3). Les séquences des amorces sont indiquées dans le
Tableau 2.

Les sites génomiques analysés par PCR ne contiennent pas de site de restriction pour
Msel (TTAA), qui a été utilisée pour fragmenter le génome. Le principe de la quantification

repose sur I’analyse de sites contenant au moins un site sensible a Mspjl1. Ici, le locus d’intérét
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est dans la région du gene Bdnf et contient quatre sites sensibles a Mspjl (Figure 12). Si au
moins un de ces sites est méthylé, il en résulte une coupure par Mspjl, ce qui induit une
diminution de la quantit¢ d’ADN détecté par qPCR. Un locus ne contenant aucun site CpG
(CGfree) a également été amplifié afin de normaliser les résultats. La quantité d’ADN a ce locus
ne variant pas en fonction de la méthylation, il permet d’¢liminer les variations inter-
échantillons (quantités d’ADN avant et apreés les étapes de digestion / purification). Les résultats
ont été calculés selon la formule suivante : Q = 2E(Ctsdni-Ctcafree) puis rapportés au contréle

(DSMO=1, Q>1 correspond a une augmentation de la méthylation et inversement).

2.4 Test ELISA TNF-a et IL-1f

Ces tests ont été réalisés a 1’aide des Kits Quantikine® ELISA Mouse TNF-a ou IL-
1B/1L-1F2 (R&DSystems®). Ils utilisent la technique quantitative d'immunoessai enzymatique
en sandwich présentée en Annexe 2 (9). Un anticorps monoclonal spécifique du TNF-a. ou
d’IL-1p de souris a été pré-enduit sur une microplaque. Les étalons, le controle et les
échantillons ont été pipetés dans les puits et les molécules de TNF-a ou d’IL-1p présentes se
sont liées a I'anticorps immobilisé. Apres élimination de toute substance non liée, un anticorps
secondaire couplé a une enzyme (Horseradish Peroxidase) a été ajouté dans les puits. Aprés un
lavage pour éliminer tout couple anticorps-enzyme non lié, une solution de substrat a été ajoutée
aux puits. La réaction enzymatique donne un produit bleu qui devient jaune lorsque la solution
d'arrét est ajoutée. L'intensité de coloration, mesurée au spectrophotometre a 540 nm, est
proportionnelle a la quantité du TNF-o ou d’IL-1p liée dans I'étape initiale. Les concentrations

de cytokines sont calculées grace a la courbe standard.
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2.5 Meéthodologie et statistiques

Afin de renforcer la confiance dans les résultats, les observations ont été réalisées en
duplicat au cours d’une méme expérience. Le nombre d’observations pour réaliser chaque

expérience est indiqué dans la Iégende de chaque figure.

Les graphiques représentent des données relatives, sous la forme de moyennes + SEM
(écart-type de la moyenne). Ils ont été réalisés, de méme que les tests statistiques, a 1’aide du
logiciel GraphPad Prism 5 pour Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com). En raison du faible nombre d’échantillons comparés, ne permettant pas
de tester la normalité de la distribution des données, les resultats ont été soumis a des tests
statistiques non paramétriques. Pour les cultures males, un test de variance & une voie non-
parameétrique de Kruskal-Wallis a été réalisé entre les différentes doses de chaque traitement :
BPA (0 uM, 0,1 uM, 1 uM) ou MEHP (0 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM). En cas de significativité
(p<0,05), un post-test de comparaisons multiples de Dunn a été mené pour comparer les
différentes doses par rapport au contr6le. Concernant les cultures femelles, les comparaisons de
deux groupes de données (une concentration de BPA ou MEHP testée versus DMSO) ont été
soumises a un t-test non paramétrique de Mann-Whitney, dans le cas ou chaque groupe
comportait au minimum 4 échantillons. Les résultats statistiquement significatifs sont indiqués

par des étoiles : *, p<0,05 ; **, p<0,01.
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Figure 13 : Le BPA et le MEHP perturbent ’expression des génes Bdnf et Kcc2 dans les cultures
males. Les sections de cerveaux de souriceaux ont été incubées pendant 5 jours avec les concentrations
de BPA, de MEHP ou de DMSO indiquées, selon le protocole décrit dans le matériel et méthodes.
L’expression relative des génes Bdnf et Kcc2 a été quantifiée par RT-qPCR et rapportée a I’expression
de Rpl13. Les résultats sont exprimés en moyennes = SEM normalisées par rapport aux échantillons
contréles (DMSO). Le nombre d’observations pour les groupes méales est : DMSO (6), BPA 0,1 uM (6),
BPA 1 uM (3), MEHP 0,1 pM (3), MEHP 1 uM (5), MEHP 10 uM (3) et pour les groupes femelles :
DMSO (6), BPA 0,1 uM (6) et MEHP 1 uM (4). Pour les cultures males, un test de Kruskal-Wallis a
été réalisé entre les différentes doses de chaque traitement. Dans le cas ou p<0,05, un post-test de Dunn
a été réalisé entre chaque dose et son controle. Les étoiles sous le graphique indiquent un résultat
significatif pour le test de Kruskal-Wallis et les étoiles au-dessus des barres indiquent un résultat
significatif pour le post-test de Dunn. Pour les cultures femelles, un test de Mann-Whitney a été réalisé
entre les traitements au BPA ou au MEHP et le contréle. * : p<0,05, ** : p<0,01, ns : non significatif.
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3 Résultats

3.1 Impact des PE sur I’expression de Bdnf et Kcc2

Afin de rechercher les effets déja décrits in vivo dans notre modéle de culture
organotypique, les sections de cerveaux de souriceaux des deux sexes ont été traitées par le
BPA, le MEHP ou le DMSO seul pendant cing jours selon le schéma décrit sur la Figure 11.
Les cultures males ont été traitées par différentes concentrations de BPA (0,1 uM, 1 uM) ou de
MEHP (0,1 uM, 1 uM, 10 uM). Les cultures femelles ont éte traitées avec du BPA a 0,1 uM
ou du MEHP a 1 uM. Aprés extraction des ARNs, ’expression relative des génes Bdnf et Kcc2
a été évaluee par RT-gPCR.

Dans les cultures issues de cerveaux de souriceaux males, 1’expression des génes Bdnf
(Figure 13A) et Kcc2 (Figure 13B) a été significativement diminuée apres traitement au BPA
a la concentration de 0,1 uM (Bdnf : x 0,66 + 0,04 ; Kcc2 : x 0,46 £ 0,1). L’expression de Bdnf
et Kcc2 dans les cultures males a également été perturbée par le BPA a 1 uM et par le MEHP
aux différentes concentrations testées, avec une tendance a la diminution, mais aucune de ces
conditions n’a induit de changement significativement différent du contrdle. Enfin, aucun des
PE n’a entrainé d’effet significatif sur I’expression des génes Bdnf et Kcc2 dans les cultures

issues de cerveaux de souriceaux femelles aux concentrations testées.
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Figure 14 : Le BPA augmente I’expression de Mog a la concentration de 10 uM chez le male. Les
sections de cerveaux de souriceaux ont été incubées pendant 5 jours avec les concentrations de BPA, de
MEHP ou de DMSO indiquées, selon le protocole décrit dans le matériel et méthodes. L’expression
relative des génes Mbp, Cnp et Mog a été quantifiée par RT-qPCR et rapportée a I’expression de Rpl13.
Les résultats sont exprimés en moyennes + SEM normalisées par rapport aux échantillons contrdles
(DMSO). Le nombre d’observations pour les groupes males est : DMSO (6), BPA 0,1 uM (6), BPA 1
UM (3), MEHP 0,1 uM (3 pour Mbp et Cnp et 2 pour Mog), MEHP 1 uM (5), MEHP 10 uM (3) et pour
les groupes femelles : DMSO (6), BPA 0,1 uM (6) et MEHP 1 uM (4). Pour les cultures méles, un test
de Kruskal-Wallis a été réalisé entre les différentes doses de chaque traitement. Dans le cas ou p<0,05,
un post-test de Dunn a été réalisé entre chaque dose et son contrdle. Les étoiles sous le graphique
indiquent un résultat significatif pour le test de Kruskal-Wallis et les étoiles au-dessus des barres
indiquent un résultat significatif pour le post-test de Dunn. Pour les cultures femelles, un test de Mann-

Whitney a été réalisé entre les traitements au BPA ou au MEHP et le controle. ** : p<0,01, ns : non
significatif.

70



3.2 Autres marqueurs du neurodéveloppement

3.2.1 Impact des PE sur la myélinisation

Nous avons ensuite analysé I’effet des PE sur I’expression des génes Mbp (Figure 14A),
Cnp (Figure 14B) et Mog (Figure 14C), marqueurs de différenciation des oligodendrocytes.
Concernant Mbp et Cnp, aucun effet des différentes concentrations de BPA et de MEHP n’a été
constaté dans les cultures males et femelles. L’expression de Mog a, quant a elle, été augmentée
par le MEHP a la concentration de 10 uM (x 3,6 + 0,49) dans les cultures méales. Cette

concentration n’a pas été testée chez la femelle.

3.2.2 Impacts sur I’inflammation et sur le phénotype microglial

Nous avons également évalué I’effet du BPA et du MEHP sur I’expression des cytokines
pro-inflammatoires TNFa et IL-1 dans les cultures organotypiques. En paralléle, nous avons
traité des microglies purifiées a ces deux PE pendant 48h et avons également soumis ces
cultures a une exposition au LPS afin de disposer d’un contrdle positif. En effet, le LPS est
connu pour induire I’expression de ces deux cytokines. L’expression des cytokines a été évaluée
par RT-qPCR a la fin de I’exposition (DIV6 pour les cultures organotypiques et 48h pour la
microglie) et par dosage ELISA des cytokines sécrétées dans le milieu de culture (DIV3 et

DIV6 pour les cultures organotypiques et 48h pour la microglie) (Figure 11).

Dans les cultures organotypiques males, I’expression de Il1b (Figure 15B) a été
significativement augmentee par le MEHP & la concentration de 10 pM (x 3,5 + 0,03). Le BPA
n’a pas entrainé d’effet significatif sur I’expression de I11b dans les cultures issues de cerveaux
de souriceaux méles et femelles aux concentrations testées. Aucun des deux PE n’a eu d’effet

sur ’expression du géne Tnfa (Figure 15A).
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Figure 15 : Le MEHP augmente I’expression de 111b & la concentration de 10 uM dans les cultures
organotypiques males. Les sections de cerveaux de souriceaux et les microglies purifiées ont été
incubées pendant 5 jours et 48h respectivement, avec les concentrations de BPA, de MEHP ou de DMSO
indiquées, selon le protocole décrit dans le matériel et méthodes. (A,B) L’expression relative de Tnfa et
[11b a été quantifiée par RT-qPCR et rapportée a I’expression de Rpl13. Les résultats sont exprimés en
moyennes = SEM normalisées par rapport aux échantillons contréles (DMSO). Le nombre
d’observations pour les groupes méles est : DMSO (6), BPA 0,1 uM (6), BPA 1 uM (3), MEHP 0,1 pM
(3 pour Tnfa et 2 pour 111b), MEHP 1 uM (5), MEHP 10 uM (3) et pour les groupes femelles : DMSO
(6), BPA 0,1 uM (6) et MEHP 1 uM (4). Pour les cultures males, un test de de Kruskal-Wallis a été
réalisé entre les différentes doses de chaque traitement. Dans le cas ou p<0,05, un post-test de Dunn a
été réalisé entre chaque dose et son contrdle. Les étoiles sous le graphique indiquent le résultat du le test
de Kruskal-Wallis et les étoiles au-dessus des barres indiquent un résultat significatif pour le post-test
de Dunn. Pour les cultures femelles, un test de Mann-Whitney a été réalisé entre les traitements au BPA
ou au MEHP et le contréle. * : p<0,05, ns : non significatif. (C,D) Les migroglies purifiées ont été
traitées avec 0,1 uM de BPA, 1 uM de MEHP, 0,1 uM de LPS ou avec 0,1 % de DMSO pendant 48h.
L’expression relative des genes Tnfa et 111b a été quantifiée par RT-qPCR et rapportée a I’expression
de Rpl13. Aucun test statistique n’a été réalisé (N < 3). (E) Quantification par dosage ELISA de TNF-
o sécrétée dans les milieux des microglies et des cultures organotypiques aprés traitement avec
différentes concentrations de BPA et MEHP pendant 48h et 5 jours respectivement. ND : non détecté,
case grisée : non analysée.
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Dans les cultures primaires de microglie, le BPA et le MEHP n’ont pas eu d’effet sur
I’expression de Tnfa (Figure 15C) et de Il1b (Figure 15D) aux concentrations testées. Le LPS,

servant de contréle positif, a induit une forte sur-expression des deux génes pro-inflammatoires.

Concernant maintenant le dosage ELISA de la cytokine TNF-o dans les milieux de
culture de la microglie, le traitement au LPS a entrainé une saturation de la coloration, indiquant
la présence de TNF-o dans le milieu de culture a une concentration > a 700 pg/ml,
correspondant a la valeur la plus élevée de la gamme d’étalonnage utilisée (Figure 15E). Ce
résultat représente un contrdle positif et permet d’interpréter les autres résultats. En revanche,
aucune augmentation de la quantité de TNF-a n’a été observée dans le milicu de culture de la
microglie traitée par le BPA (0,1 uM) et le MEHP (1 uM) apres 48h par rapport aux cellules
contrdle. Dans les milieux des cultures organotypiques, le TNF-a s’est révélé indétectable dans
toutes les conditions & DIV3, apreés les premiéres 48h de traitement (données non illustrées). A
DIV®6, aprés les derniéres 72h de culture soit un total de 5 jours de traitement, le TNF-a a été
détecté dans les milieux des cultures males exposées aux différentes concentrations de MEHP,
contrairement aux cultures méales contrdles ou exposees au BPA et aux milieux des cultures
femelles. Les concentrations de TNF-a, mesurées dans un seul puits de culture, ont varié de
facon non monotone, allant de 0,74 pg/ml pour la concentration de 1 uM a 53,5 pg/ml pour la
concentration de 0,1 UM, en passant par une concentration intermédiaire de 19,1 pg/ml pour la
concentration de 10 puM. Enfin, la cytokine IL-1p n’a été détectée dans aucun milieu de culture,
y compris dans le contrdle positif, rendant impossible ’interprétation des résultats (données

non illustrées).
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Figure 16 : Le BPA perturbe I’expression des géenes Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b chez le méle. La
quantité d’ADN méthylé sur le géne Bdnf n’est pas modifiée apreés traitement au BPA ou MEHP.
Les sections de cerveaux de souriceaux ont été incubées pendant 5 jours avec les concentrations de BPA,
de MEHP ou de DMSO indiquées, selon le protocole décrit dans le matériel et méthodes. (A,B,C)
L’expression relative des génes Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b a été quantifiée par RT-gPCR et rapportée
a ’expression de Rpl13. Les résultats sont exprimés en moyennes + SEM normalisées par rapport aux
échantillons contréles (DMSO). Le nombre d’observations pour les groupes méles est : DMSO (6), BPA
0,1 uM (6), BPA 1 uM (3), MEHP 0,1 uM (2), MEHP 1 uM (5), MEHP 10 puM (3) et pour les groupes
femelles : DMSO (6), BPA 0,1 uM (6) et MEHP 1 uM (4). Pour les cultures males, un test de variance
a une voie de Kruskal-Wallis a été réalisé entre les différentes doses de chaque traitement. Dans le cas
ou p<0,05, un post-test de Dunn a été réalisé entre chaque dose et son contrble. Les étoiles sous le
graphique indiquent un résultat significatif pour le test de Kruskal-Wallis et les étoiles au-dessus des
barres indiquent un résultat significatif pour le post-test de Dunn. Pour les cultures femelles, un t-test
non paramétrique de Mann-Whitney a été réalisé entre les traitements au BPA ou au MEHP et le
contréle. * : p<0,05, ** : p<0,01, ns : non significatif. (D) Analyse de méthylation ciblée par Mspjl au
niveau du locus du géne Bdnf. Aucun test statistique n’a été fait pour le traitement par la méthylase (N
<3).
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3.1 Impacts éepigéneétiques des PE

3.1.1 Impactsur I’expression des génes codant les DNMT (1, 3a et 3b)

Pour examiner si les mécanismes épigénétiques peuvent sous-tendre les effets du BPA
et du MEHP sur l'expression de génes d’intérét, nous avons analysé I'expression de I'ARNm
des enzymes catalysant la méthylation de 'ADN, DNMT1, DNMT3a et DNMT3b.

Dans les cultures issues de cerveaux de souriceaux males, I’expression des genes Dnmtl
(Figure 16A), Dnmt3a (Figure 16B) et Dnmt3b (Figure 16C) a été significativement diminuée
apres traitement au BPA a la concentration de 0,1 uM (Dnmt1 : x 0,48 + 0,09 ; Dnmt3a : x 0,60
+ 0,12 ; Dnmt3b : x 0,66 + 0,08) et a la concentration de 1 uM pour Dnmt3a (x 0,47 + 0,08).
L’expression de Dnmtl et Dnmt3a dans les cultures méles a également été significativement
perturbée par le MEHP (résultat significatif de 1’analyse de variance), mais aucune
concentration n’a induit de changement d’expression significativement différent du contrdle
(post-tests de Dunn non significatifs). Cependant, une tendance a la diminution d’expression
pour 0,1 UM de MEHP et a I’augmentation pour 10 UM a été observée. Enfin, aucun des PE
n’a entrainé d’effet significatif sur I’expression des génes Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b dans les

cultures issues de cerveaux de souriceaux femelles aux concentrations testées.

3.1.2 Analyse de méthylation

Ensuite, nous avons réalisé une analyse de méthylation ciblée avec une enzyme de
restriction sensible a la méthylation (Mspj1) sur un site du gene Bdnf (Figure 12) puis avons

évalué la quantité relative d’ADN méthylé par qPCR.

La méthylase, utilisée comme contrble positif de méthylation, a bien entrainé une
augmentation de la méthylation. L’analyse de méthylation ciblée par Mspjl au niveau du locus
du geéne Bdnf n’a pas montré de variation de méthylation de I’ADN suite aux différents

traitements par rapport au contr6le DMSO dans les cultures méles et femelles (Figure 16D).
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4 Discussion

4.1 Impacts sur Kcc2 et Bdnf

Dans cette étude, nous avons observé une répression significative de I’expression
de Bdnf et de Kcc2 par le BPA a la concentration de 0,1 uM dans les cultures
organotypiques males et non dans les cultures femelles. Concernant le MEHP, la méme

tendance, non statistiguement significative, a été observée.

Ces résultats sont partiellement en accord avec les données de la littérature. L absence
d’effet dose-réponse pourrait indiquer que I’effet observé est déja un effet maximum pour les
doses testees les plus faibles. Concernant le BPA, cette hypothese est en accord avec une étude
réalisée dans une lignée cellulaire, ou I’effet maximal du BPA a été observé des 0,1 uM sur

I’expression du géne d’intérét (Kitraki et al. 2015).

Nos résultats ont également mis en évidence un dimorphisme sexuel de I’impact des
deux PE sur ces génes, avec une absence d’effet chez la femelle aprés exposition au BPA ou au
MEHP. Bien que toutes les doses n’aient pas été testées chez la femelle, I’absence d’effet ou
méme d’une simple tendance aux doses testées suggere qu’il y a bien une spécificité de cet effet
chez les méles dans ce modele in vitro. Des effets sexuellement dimorphiques du BPA ont été
rapportés dans plusieurs études in vitro et in vivo (Yeo et al. 2013; Kundakovic et al. 2015).
Cependant, dans 1’étude de Yeo sur le gene Kcc2, le dimorphisme sexuel correspondait a un
effet plus accentué chez les femelles aprés exposition au BPA in utéro chez le rat et la souris, a
I’inverse des résultats présentés dans ce rapport. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer
I’apparente contradiction entre nos résultats et cette étude : d’une part les modéles sont
différents et, d’autre part, I’exposition est plus précoce et plus longue dans I’étude de Yeo (in

utero, deux semaines avant I’accouplement et durant la gestation).

Ces résultats, qui restent a confirmer en répétant cette expérience et en utilisant d’autres
approches complémentaires (analyses des niveaux protéiques notamment), suggerent que ce
modeéle pourrait donc bien permettre de reproduire certains effets observes in vivo, et contribuer
a valider ce modele organotypique pour [’étude plus poussée de la toxicité

neurodéveloppementale des PE.
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4.2 Impact sur la myélinisation

Les résultats préliminaires sur la myélinisation mettent en évidence une augmentation
de I’expression de Mog chez le male sous I’effet du MEHP, avec une tendance observée
dés la concentration de 1 uM et un effet significatif a 10 uM. Chez la femelle, aucun effet
n’a été mis en évidence sur les marqueurs de myélinisation. Cependant, I’analyse doit étre

complétée en raison du faible nombre d’échantillons et de la variabilité importante.

Ce résultat préliminaire suggére que le MEHP perturbe la différenciation des
oligodendrocytes. Cet effet pourrait étre direct sur ce type cellulaire, a I’image de 1’effet observé
dans les cellules PC12, dont la différenciation est également induite par le MEHP (Chen et al.
2011). 1l est a noter qu’un événement induisant précocement un événement de différenciation
pourrait se révéler néfaste pour le développement. Une étude de neuroimagerie, visant a
examiner de fagon prospective 1’organisation de la substance blanche chez des nourrissons
ayant déclaré un TSA plus tard dans la vie, suggere en effet que le développement aberrant
(trop précoce) de la substance blanche (c’est-a-dire des faisceaux de fibres myélinisées) pourrait
précéder la manifestation des symptdmes autistiques au cours de la premiére année de vie
(Wolff et al. 2012).

Ces résultats seront a confirmer en répétant ces analyses, mais également en étudiant
d’autres marqueurs de my¢élinisation et en analysant I’expression de ces marqueurs par
immunohistochimie, en particulier en réalisant un marquage des oligodendrocytes avec un
anticorps anti-MOG. 11 serait également intéressant d’évaluer I’impact direct du MEHP sur les
oligodendrocytes, en testant 1’effet de différentes concentrations sur des cultures

d’oligodendrocytes primaires purifiés par tri cellulaire.
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4.3 Impact sur 'inflammation

L’inflammation est retrouvée dans de nombreux contextes pathologiques, y compris les
TND. Nous avons observé une augmentation de I’expression du géne I11b aprés exposition
des cultures organotypiques males au MEHP a la concentration de 10 uM. Afin de tester
si cet effet est spécifiguement observé dans les cultures males, il serait nécessaire de reproduire
I’expérience a cette concentration sur des cultures femelles. Ce résultat préliminaire suggere
que le MEHP exercerait un effet pro-inflammatoire dans les cultures organotypiques males. Ce
résultat est en accord avec plusieurs études de la littérature. Une équipe a par exemple étudié
les niveaux d'expression de biomarqueurs neuroimmuns dans I'hypothalamus d'un modéle
murin d'asthme allergique apres exposition au phtalate tout au long de la juvénilité jusqu'a I'age
adulte (Win-Shwe et al. 2013). Le traitement par le DEHP a entrainé une augmentation de
I’expression des geénes I11b et Tnfa dans I'hypothalamus des souris traitées au DEHP en
présence de l'allergéne. Cette étude a donc montré que l'exposition au DEHP pouvait induire
une neuroinflammation en modulant les biomarqueurs neuroimmuns dans I'hypothalamus des
souris allergiques. Plus récemment, une autre étude a révélé que I'exposition prénatale au DEHP
provoquait des altérations du comportement associées a une neurodégéenérescence causée par

des dommages oxydatifs et une inflammation de I'hippocampe (Barakat et al. 2018).

Contrairement au gene Il1b, ’expression de Tnfa n’a pas été modifiée, quelle que soit
la concentration de MEHP testée. Le BPA n’a eu aucun effet notable sur I’expression de ce
gene dans les cultures organotypiques. Les résultats obtenus sur la microglie purifiée n’ont
montré aucun effet des concentrations testées a 48h. Ces résultats devront étre complétés, en
particulier en exposant ces cellules par du MEHP a 10 uM, afin de tester la possibilité d’une

activation directe de ces cellules.

D’autre part, I’analyse des milieux de culture, qui n’a pas fonctionné pour I’'IL-18,
pourrait suggérer une augmentation de la production de TNF-o sous I’effet du MEHP aux
différentes concentrations testées apres 5 jours (DIV6). Si ce résultat est confirmé, il est possible
qu’a ce stade du traitement, la production de TNF-a soit détectable dans le milieu de culture
apres 72h sans changer le milieu (DIV6 aprés changement du milieu a DIV 3, Figure 11), mais
que ’expression du géne Tnfa soit en revanche non différente du contréle car le gene aurait éte
activé de facon transitoire puis désactivé, ou encore que I’augmentation de la sécrétion résulte

de mécanismes régulateurs post-transcriptionnels (MacKenzie et al. 2002).
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4.4 Impacts épigénetiques

Des preuves croissantes suggéerent que I'exposition aux phtalates et aux bisphénols peut
exercer des effets epigénétiques importants (Weiss, 2012). En 2012, le BPA et les phtalates ont
été associés a des changements généralisés de méthylation dans plus de 20 genes humains
(Singh et Li, 2012).

La perturbation épigénétique spécifique du sexe du gene Bdnf pourrait étre due aux
changements induits par le BPA sur les DNMT, et potentiellement entrainer des effets plus
globaux, a I'échelle du génome comme Kundakovic et collaborateurs 1’ont déja montré dans
leur étude (Kundakovic et al. 2013). Ici encore, concernant I’impact du BPA, nous avons
constaté un dimorphisme sexuel dans I'expression de Dnmtl, Dnmt3a et Dnmt3b avec une
absence d’effet chez la femelle. Dans les cultures males, la répression des génes Dnmt apres
exposition au BPA a 0,1 uM a été corrélée avec la diminution d’expression de Bdnf, mais
aucune modification de méthylation de ce géne n’a été mise en évidence. Dans les données de
la littérature, il est classiquement décrit qu’une augmentation de la méthylation de ce gene
conduit & la diminution de son expression. Nos résultats doivent étre complétés par I’analyse
de I’activité des DNMT, qui pourrait ne pas suivre les variations de 1I’expression génique. En
outre, il est possible qu’une diminution globale de leur activité et de la méthylation globale de

I’ADN s’accompagne d’hyper-méthylations ciblées, en particulier au locus de Bdnf.

Concernant le MEHP, une courbe dose-réponse en U a été observée dans les cultures
males sur I’expression de Dntml et Dnmt3a, avec une tendance a la diminution pour la
concentration de 0,1 UM et & I’augmentation pour la concentration de 10 uM. Nous n’avons pas
testé ces concentrations dans les cultures femelles et ne pouvons donc pas conclure quant a un
possible dimorphisme sexuel. Des relations dose-réponse avec un tel profil non monotone ont
déja été décrites dans la littérature concernant I’impact de PE sur I’expression des Dnmt, mais
les mécanismes qui induisent de telles réponses sont encore mal compris, ainsi que les

conséquences de ces variations sur le rendement de méthylation (Kundakovic et al. 2013).

En conclusion, ces résultats sont encore tres préliminaires et doivent étre complétés en
répétant ces expériences et en réalisant des études complémentaires (étude de I’activité des
DNMT, études de méthylation globale et de méthylation ciblée par traitement au bisulfite

couplé au pyroséquencage) pour apporter la preuve que I'exposition in vitro au BPA peut induire
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une perturbation, spécifique du sexe, des voies de méthylation de I'ADN qui pourraient étre a
I'origine de changements épigénétiques persistants dans le cerveau. Neanmoins, la perturbation
de ’expression des Dnmt dans notre étude par le BPA et le MEHP permet d’émettre ’hypothése

que ces meécanismes sont bien modulés in vitro apres exposition a ces PE.

4.5 Mécanismes d’action possibles

Bien qu’il ait été montré in vivo et in vitro que le BPA agit comme un cestrogéno-
mimétique, des études ont révélé que le BPA et I’eestradiol ne montrent pas toujours des effets
identiques, puisque dans certaines €tudes il a ét¢ montré que le BPA antagonise 1’activité de
I’cestradiol (Welshons et al. 2006). Plus récemment, des liaisons du BPA a d’autres récepteurs
nucléaires ou membranaires ont été démontrées. Par exemple, des études ont établi un lien entre
exposition au BPA et obésitée (Somm et al. 2009; Rubin 2011; Braun et al. 2014). Ces effets
pourraient étre médiés par le récepteur PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Gamma). En effet, il a été montré que I’expression de Pparg était induite par le BPA
(Kwintkiewicz et al. 2009). Plusieurs genes impliqués dans la différenciation adipocytaire ainsi

que Pparg lui-méme sont sous le contrdle de ce récepteur.

Les cibles principales des phtalates parmi les récepteurs nucléaires sont les récepteurs
PPARa ety (Desvergne et al. 2009). De plus, les phtalates sont des activateurs de faible affinité
des récepteurs des cestrogenes (Ghisari et Bonefeld-Jorgensen 2009) et des anti-androgenes de
tres faible affinité in vitro (Kruger et al. 2008) et in vivo (Jarfelt et al. 2005). La perturbation
endocrinienne par les phtalates semble donc étre majoritairement due a leur activité d’agonistes
des récepteurs PPAR (o et y). L’effet majeur des phtalates pourrait étre une inhibition de
I’expression de I’aromatase (enzyme clé de la synthése des cestrogénes) médiée majoritairement
par I’intermédiaire des récepteurs PPAR. Cet effet anti-cestrogénique peut étre partiellement
compensé par I’activation des récepteurs aux cestrogeénes et au contraire potentialisé par
I’inhibition du récepteur des androgénes. Comme les phtalates ont une activité cestrogénique
ou anti-androgénique faible et que le BPA exerce une faible activité cestrogénique, ils pourraient
interférer avec les périodes de développement neuronal sensibles aux hormones, comme la
différenciation neuronale, la croissance et la formation de synapses (Fox et al. 2012, Colborn,
2004).
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Il est intéressant de constater que les cibles des phtalates sont, pour certaines, différentes
de celles du BPA. Ce constat renforce 1’hypothése que la perturbation endocrinienne pourrait
résulter de I’action d’un cocktail de molécules agissant sur de nombreuses cibles. Les phtalates
sont considérés comme agissant essentiellement comme anti-androgénes, tandis que le BPA est
étiqueté comme étant un agoniste des récepteurs aux cestrogeénes. Leurs impacts sur la
différenciation sexuelle du cerveau sont examinés et d'autres questions sont soulevées.
Cependant, les deux PE produisent un spectre plus large d'effets sur la santé que ce qui serait
extrapolé simplement a partir de leurs propriétés en tant qu'anti-androgénes et cestrogénes. En
outre, les effets dose-dépendants non monotones et les effets trans-générationnels sous-tendus
par des mécanismes épigénétiques rendent I’évaluation de leur toxicité encore plus complexe.
Toutes ces facettes de la perturbation endocrinienne sont des pieces d'un puzzle qui met au défi

les neurotoxicologues (Weiss 2012).

Concernant les effets de ces PE dans notre modéle, les mécanismes en jeu restent a
décrypter, en particulier les récepteurs nucléaires qui pourraient &tre modulés et entrainer des
modifications épigénétiques et des regulations transcriptionnelles. Par rapport aux études in
vivo, les modeles in vitro tels que les cultures organotypiques utilisées ici présentent 1’avantage
de rendre les cellules cérébrales facilement accessibles aux agents pharmacologiques et aux
molécules interférant avec les voies de toxicité des PE. Comme souligné plus haut, I’é¢tude de
la toxicité des PE de fagon isolée pourrait constituer un préalable a 1’analyse de leurs impacts
en combinaison (effets « cocktail »), a I’'image des mélanges auxquels sont effectivement

exposés les feetus et les enfants au cours de leur développement.
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5 Conclusions et perspectives

A ce jour, la neurotoxicité développementale des PE est sous-évaluée en raison de la
complexité et du manque d’efficacité des approches classiques (Smirnova 2014). En analysant
I’impact du BPA et du MEHP sur plusieurs processus cellulaires impliqués dans le
développement cérébral normal ou altéré, a savoir la myélinisation et la neuroinflammation
ainsi que sur les altérations épigénétiques dans des cultures organotypiques, ces travaux
s’inscrivent dans la mise au point d’une séquence expérimentale plus large d’évaluation de la

neurotoxicité développementale des PE in vitro.

Ce projet pourrait contribuer a développer une méthodologie d’évaluation de la toxicité
neurodéveloppementale des PE adaptée au criblage de multiples conditions d’exposition et a
identifier de nouveaux mécanismes susceptibles de mener a un effet indésirable. De facon
importante, I’identification de signatures épigénétiques, qui précédent parfois de beaucoup
I’apparition d’effets délétéres, pourrait permettre d’augmenter la sensibilité des méthodes
d’évaluation et d’identifier des biomarqueurs traduisant 1’exposition aux PE. Cependant, ces
méthodes in vitro doivent étre envisagées comme une étape préliminaire ayant pour objectif de
repérer des PE potentiellement toxiques. La neurotoxicité développementale devra, par la suite,
étre évaluée par des études in vivo qui pourraient étre orientées par ces résultats dans le choix
des conditions d’exposition et des voies de toxicité analysées. Ce projet pourrait ainsi contribuer

a ameliorer I’évaluation du risque lié aux PE.
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7 Annexes

7.1 Annexe 1 : Principaux supports de ’information

épigneétique

7.1.1 Composants de I’hérochromatine

L'hétérochromatine péricentrique contient un grand nombre de protéines, mais sa
caractéristique la plus distinctive est la présence de domaines d'ADN répétitifs de la taille d’une
mégabase recouverts d'une marque de triméthylation d'histone H3K9 spécifique, qui est
déposée par les enzymes SUV39 et SETDBL1. Cette marque est liée au domaine chromo de
SUV39H1, qui stimule l'activité catalytique de I'enzyme (Mdller et al. 2016). Par conséquent,
les composants de I'hétérochromatine peuvent a la fois écrire et lire la marque H3K9me3 et
compacter leur chromatine cible. Les facteurs d'hétérochromatine collaborent également avec

I'’ARNi dans les plantes, les levures et certains animaux pour transmettre I'hérédité épigénétique.

7.1.2 Protéines polycomb

Les premieres études génétiques ont classé Polycomb (PcG) et Trithorax en deux
groupes antagonistes qui maintiennent la mémoire des modeéles spatiaux d'expression des genes
homéotiques tout au long du développement. Ces complexes jouent également un réle clé dans
le maintien d'états d'expression programmés sur le plan du développement ou de
I'environnement, tels que l'inactivation des chromosomes X ou la vernalisation induite par le
froid dans les plantes. Les protéines PcG se trouvent dans deux classes principales de complexes
- PRC2 et PRCL - qui sont responsables du dépot des marques H3K27me3 et H2ZAK119Ub. Les
protéines PcG peuvent étre recrutées dans des régions spécifiques du génome par des protéines
de liaison a I'ADN ou des ARN non codants. Les complexes PRC2 contiennent un « writer »,
I'enzyme histone méthyltransférase EZH2 (ou son paralogue moins efficace EZH1), et un

« reader », la sous-unité EED. Semblables a HP1, les sous-unités CBX des complexes PRC1
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contiennent un chromodomaine qui reconnait spécifiguement H3K27me3 (Schuettengruber et
al. 2017).

7.1.3 ARN non codants

Les ARN non codants (ARNNC) appartiennent a plusieurs classes, et ni leur production
ni leurs fonctions ne peuvent étre généralisées. De nombreux ARNCc, tels que les microARN,
régulent les processus post-transcriptionnels, tandis que d'autres sont impliqués dans la
régulation transcriptionnelle. Les ARN courts non codants, tels que les ARN courts interférents
(SIARN) et les ARN interagissant avec PIWI (piARN), sont plus courts que 30 nucléotides,
tandis que les ARN longs non codants (ARNNC) varient en taille (jusqu'a plus de 100 kilobases).
Le mieux caractérisé de ceux-ci est probablement le transcrit spécifique X-inactif (da Rocha et
Heard 2017). De nombreux ARNCc courts agissent a l'intérieur ou a I'extérieur de la chromatine,
et certains, par exemple les SIiARN et les fragments d'ARNt, peuvent diffuser
extracellulairement (Sharma et Rando 2017), tandis que de nombreux ARNNC nucléaires sont
associés a la chromatine. Les ARN activateurs peuvent activer les génes, mais la plupart des
ARNCc courts et longs sont répressifs, agissent via la chromatine (H3K9me3, Polycomb) ou la
méthylation de I'ADN (da Rocha et Heard 2017), et peuvent induire une mémoire épigénétique
en construisant des boucles avec I'nétérochromatine ou la machinerie des ARN interférents. lIs

sont également impliqués dans la régulation de I'architecture de la chromatine d'ordre supérieur.

7.1.4 Méthylation de ’ADN

Les mécanismes qui permettent a la méthylation de 'ADN d'étre copiée pendant la
réplication de I'ADN représentent I'un des systéemes épigenétiques les mieux compris et
impliguent des protéines spécifiques qui reconnaissent les site CpG de I'ADN hémi-méthylé et
redéposent ainsi la méthylation de 'ADN sur I'ADN nouvellement répliqué. La méthylation de
I'ADN est maintenue par I'ADN méthyltransférase DNMT1 et son partenaire UHRF1
(également connu sous le nom de NP95), qui se lie spécifiqguement a I'ADN hémiméthylé et
stimule DNMT1 via son activité d'ubiquitine ligase. Par conséquent, un seul complexe contient

a la fois le « writer » et le « reader » de la marque épigénétiqgue CpG méthylé, et les deux
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fractions sont essentielles pour le maintien de la méthylation de 'ADN (Kundakovic et Jaric
2017).
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7.2 Annexe 2 : Principe du dosage enzymatique en sandwich

ELISA
Etape 1 Etape 2 Etape 3
Analyte TMB Substrate
00“_’ "S -
=N o \
! } }
HEP HRP Ilﬁp
Lz
y 'Y vYy V' ¥
- TME
?Q;It:gdn:;croplate JLHRP K Subslrate
“ “ Y Yellow
Une microplaque pré- | Un  second  anticorps | Une solution de substrat de
enduite  d'anticorps  de | marqué par HRP (anticorps | tétraméthylbenzidine (TMB)
capture est fournie. Des | de détection) est ajouté et se | est ajoutée aux puits et une
échantillons ou des | lie a [l'analyte capturé. | couleur bleue se développe
standards sont ajoutés et | L'anticorps de détection non | proportionnellement a la

tout analyte présent est lie
par l'anticorps immobilisé.

Les matériaux non liés sont

lié est éliminé par lavage.

quantité d'analyte présente

dans

I'échantillon. Le

développement de la couleur

emportés. est stoppé, transformant la
couleur dans les puits en
jaune. L'absorbance de la
couleur est mesurée a 450
nm.

Légende :

HRF
©  Analyte ‘l’ Capture Antibody QR HRP-conjugated
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Titre : Evaluation de la toxicité des perturbateurs endocriniens dans le cerveau en

développement : impacts cellulaires et épigénétiques.

Résumeé : Les perturbateurs endocriniens (PE) sont suspectés de contribuer a D’apparition de troubles
neurodéveloppementaux. Afin d’améliorer la compréhension des mécanismes de toxicité des PE dans le cerveau
immature et d'en identifier des biomarqueurs, des cultures organotypiques de sections cérébrales de souriceaux
des deux sexes ont été traitées pendant 5 jours par deux PE répandus, le bisphénol A (BPA) et le mono(2-
ethylhexyl)phtalate (MEHP). Nous montrons que 1’expression de Bdnf et de Kcc2, analysée par RT-PCR
quantitative, n’est réprimée par le BPA (0,1 pM) que dans les cultures issues de souriceaux males. Ce dimorphisme
sexuel, déja décrit in vivo, soutient la validité du modele. Par ailleurs, le MEHP (10 uM) module I’expression
d’une cytokine pro-inflammatoire et d’un marqueur de myélinisation. L’expression des Dnmt (DNA
méthyltransférases) est également perturbée, mais sans modification de la méthylation du locus Bdnf. En tant que
signatures moléculaires des expositions précoces, les altérations épigénétiques pourraient aider a comprendre les
effets retardés des PE. A plus long terme, ce projet pourrait permettre d’établir une méthode adaptée au criblage
in vitro de conditions d’exposition variées, en préalable a des études de toxicité in vivo ciblées, contribuant ainsi

a améliorer 1’évaluation du risque lié¢ aux PE.

Mots Clés : Perturbateurs endocriniens, bisphénol A, phtalates, troubles neurodéveloppementaux, épigénétiques,

biomarqueurs, cultures organotypiques, cerveau.

Title : Assessment of the toxicity of endocrine disruptors during the neurodevelopment : cellular

and epigenetic impacts.

Abstract : Endocrine disruptors (EDs) are suspected to be involved in the development of neurodevelopmental
disorders. To improve our understanding of their toxicity mechanisms in the immature brain and to identify
biomarkers, organotypic cultures of brain sections from both sexes were treated for 5 days with two widespread
EDs, bisphenol A (BPA) and mono (2-ethylhexyl) phthalate (MEHP). We show that Bdnf and Kcc2 expressions,
analyzed by quantitative RT-PCR, are repressed by BPA (0.1 uM) in cultures derived from male mice only. This
sexual dimorphism, already described in vivo, supports the validity of our model. In addition, MEHP (10 puM)
modulates the expression of a pro-inflammatory cytokine and a myelination marker. The expression of Dnmt
(DNA methyltransferases) is also disturbed, without any modification of methylation at the Bdnf locus. As
molecular signatures of early exposures, epigenetic alterations may help understanding the delayed effects of EDs.
Ultimately, this project could provide a suitable method for in vitro screening of various exposure conditions that
would be a prerequisite for targeted in vivo toxicity studies, thus contributing to improved risk assessment related
to EDs.

Keywords : Endocrine disruptors, bisphenol A, phthalates, neurodevelopmental disorders, epigenetics,

biomarkers, organotypic cultures, brain.
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