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ADN Acide DésoxyriboNucléique
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BPA : Bisphénol A
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Caco-2 human epithelial colorectal adenocarcinoma cells
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Da Dalton

DEHP : di(2-éthylhexyl)phtalate
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DiBP di butyl phtalate

DBP di-butyl phtalate
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DMP diméthylphtalate
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EDTA acide éthyléne-Diamine-tétra-Acétique

EGF, Epidermal growth factor

ER Estrogen Receptor



ERs : récepteurs aux oestrogenes

FSH Follicle Stimulating Hormone

GIP Gastric inhibitory polypeptide

HDL high-density lipoprotein

HPLC : Chromatographie en phase liquide a haute performance
IL Interleukine

JAM Junctional adhesion molecule

LDL Low-density lipoprotein

LH LuteinizingHormone

MCOP Monocarboxyoctyl phthalate

MECPP Mono-(2-ethyl-5-carboxypentyl) phthalate
MEHHP mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)phthalate
MEOHP mono(2-ethyl-5-oxohexyl) phthalate
MEPP Mono(5-carboxy-2-éthylpentyl)phtalate
Mg milligramme

MLC monocarboxyoctyl phthalate

MMHP Mono[(2-carboxyméthyl)hexyl]phtalate
NOAEL No Observed Adverse Effect Level
OCLN Occludine

PPAR peroxisome proliferator-activated receptors
PVC : polychlorure de vinyle

PVC polychlorure de vényl

SOD Superoxyde dismutase

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances
TGF Transforming growth factor

TJ : Tight junctions- Jonctions serrées

TNF tumor necrosis factor

Z0 : Zonula Occludens



RESUME

Introduction En période néonatale, la muqueuse intestinale est immature et particuliérement
perméable, notamment aux facteurs environnementaux comme les toxiques, les infections
mais aussi les événements stressants. De la bonne maturation de la barriere intestinale va
dépendre la mise en place de 'homéostasie intestinale

Objectifs L’objectif de ce travail a été¢ d’évaluer les effets d’une exposition gestationnelle et
lactationnelle au DEHP, DINP et DEP sur I’absorption intestinale chez le raton en période
néonatale.

Matériel et méthodes L’étude expérimentale a été réalisée chez des ratons Wistar répartis en 4
groupes, un groupe témoin dont les meres recoivent uniquement le véhicule (I’huile de mais) a raison
de 1 ml/kg/j, Pour les trois groupes traités les femelles recoivent dans les mémes conditions que le
groupe témoin une dose de DEP (800 mg/kg/j), DEHP ou DINP (380mg/kg/j). Les animaux étaient
allaités par leurs meres et pesés quotidiennement. Le sacrifice des animaux a lieu au jour 0, 7, 15, 21
et 30 pstnatal. Des prélévements d’intestin sont réalisés pour des analyses histologiques et
biochimiques.

Résultats Dans un premier temps, nous avons montré une altération de la maturation de la
barricre épithéliale intestinale chez le raton. Tous les phtalates testés ont réduit
significativement le poids des ratons ainsi que la masse de différents organes (p < 0.001) .

Le DINP induit une sévere atrophie villositaire, cependant le DEHP provoque des Iésions
lymphoepithelialles. En plus, une diminution significative de 1’expression de la protéine Ki-
67 était notée chez les ratons agés de 0 a7 jours suite au traitement par les trois phtalates (p <
0.0001), cependant vers le 30 jour posnatal une augmentation de 1’indice mitotique Ki-67
¢tait observée dans les groupes DEHP et DEP seulement. L’activité de la lactase et sucrase
¢tait inhibée par le DEP contrairement au DINP et DEHP qui entrainent une augmentation
de I’activité enzymatique (p < 0.05). Dans un deuxiéme temps, nous avons mis en évidence
qu’une exposition in utero et pendant I’allaitement aux phtalates , affecte la perméabilité de
I’épithélium intestinal en modifiant la synthése des protéines de jonctions serrées.
Conclusion Ce travail a permis d'identifier I’exposition aux phtalates pendant la période
néonatale comme un facteur environnemental important capable d'altérer la fonction
intestinale.

Mots clé : maturation, intestin, perméabilité, jonctions serrérs , phtalates, in utero, postlatal.



ABSTRACT

Perinatal period is characterized by an immature intestinal barrier particularly permeable to
luminal antigens and highly vulnerable to environmental factors like toxins, infections or
stressful events.

Objective Our aim was to evaluate the impact of in utero and postnatal exposure to
diisononyl phthalate (DINP), diethylhexyl phthalate (DEHP), and diethyl phthalate (DEP) on
gut absorption in a Wistar rat model during neonatal period. Pregnant females were gavaged
from day 8 of gestation through postnatal day (pd) 30 with 0 (vehicle control), DEHP (380
mg/kg/d), DINP (380 mg/kg/d), or DEP (800 mg/kg/d) dissolved in corn oil. Intestinal
samples have been collected at 0, 7, 14, 21, and 30 pd for histological and biochemical
analysis.

Results Initially, we demonstrated a modulation of the epithelial barrier maturation in the rat
pups. All tested phthalate treatments have significantly decreased the body as well as the
organ’s weight (p < 0.001). DINP exposure resulted in severe villous atrophy, while DEHP
treated group was characterized by lymphoepithelial lesions. In addition, a significant
decrease of the Ki-67 proliferation index was observed in the youngest rats (0 and 7 days)
upon the various treatments (p < 0.0001), whereas at day 30, an increased numbers of Ki-67
positive cells were observed in DEHP and DEP but not DINP group. Lactase and sucrase
activities were inhibited by DEP in contrast to DINP and DEHP which increased enzymes
activity (p < 0.05). In a second step, we demonstrated that phthalates alter intestinal
epithelial permeability in animals by modifiying synthesis of the tight junction proteins.

Conclusion Our results suggest that exposure to phthalates during gestational and lactational
phases negatively impacts the development of the small intestine.

Keywords, gut maturation,permeability,tight junction, phthalates, in utero, postnatal.
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Introduction

Alors que le plastique est omniprésent dans notre quotidien, les effets sur la sante
environnementale de certains plastifiants, comme les phtalates, font 1’objet de préoccupations
croissantes.

I1 est bien établi que la période périnatale constitue une fenétre critique du développement,
dans laquelle les facteurs environnementaux peuvent interférer de manicre durable avec la
santé, notamment par des mécanismes €pigénétiques, possiblement sur plusieurs générations .
Les femmes enceintes, leurs foetus et les nouveau-nés constituent donc des populations
particuliérement vulnérables face aux expositions chimiques.

Les phtalates sont des composés chimiques dérivés de 1’acide phtalique dont la production
mondiale est de 3 millions de tonnes par an. Ils sont couramment utilisés depuis les années
1950, comme plastifiants pour assouplir les plastiques, principalement de type PVC. On les
trouve dans les produits pour automobile, les revétements pour les planchers et les murs, les
isolants pour cables et fils souples, le matériel médical, les médicaments, les peintures, les
laques, les encres d’imprimeries, les céramiques, les emballages alimentaires, les fournitures
scolaires comme les gommes.

Or les phtalates migrent dans les aliments ou les liquides dés les conditions normales
d’utilisation (température ambiante), une migration exacerbée lors du chauffage (stérilisation,
micro-ondes) ou dans des conditions acides (pH faible de certains légumes et fruits en
conserves). L’exposition de la population humaine est attestée par des études relatant leur
présence dans le plasma et 'urine. Compte tenu de leurs propriétés oestrogéniques, les
phtalates sont classé comme perturbateurs endocriniens, capables de se lier aux récepteurs
des oestrogeénes et ainsi mimer 1’activit¢é de 1’hormone endogéne. De nombreuses études
montrent que les phtalates peuvent perturber des fonctions endocrines normales, effets
traduits chez 1’animal par des anomalies de développement de 1’appareil génital (atrophie
testiculaire et épididymaire, hypospadias), une réduction de fertilité (une altération de la
qualité du sperme ainsi qu’une atrophie des tubes séminiféres) , des défauts d’ovulation, une
altération du cycle oestral ou encore une activité proliférative accrue des cellules épithéliales
dans les glandes endométriales ou mammaires .

La maturation du tube digestif est un phénomene qui démarre précocement durant la période
foetale et qui se poursuit pendant les premiers mois de vie. Les conditions nutritionnelles et
environnementales auxquelles le nouveau-né est confronté pendant les premiers mois de vie
orientent le profil développemental de I’intestin. Durant cette période, le tube digestif doit

acquérir la capacité a digérer les aliments et absorber les nutriments, a se défendre contre les
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bactéries pathogenes, a éliminer les toxines exogenes, et a tolérer le microbiote commensal et
les aliments. En effet, ’intestin est un organe complexe doté de fonctions majeures de
digestion et d’absorption sélectives. En tant que premicre barriere épithéliale de I’organisme,
I’épithélium intestinal doit également controler le passage d’agents exogénes qui vont
participer a la maturation du systéme immunitaire local présent dans 1’intestin.

Si la voie orale est la principale voie de contamination au phtalates pour ’homme, la barriére
intestinale est tout naturellement la premicre zone exposée au contaminant. Pourtant, aucune
¢tude ne s’est intéressée a I’impact endocrinien des phtalates dans I’intestin. Dans ce travail
de thése, le premier objectif a été de définir les bases physiologiques d’un contréle hormonal
de la perméabilité¢ épithéliale. Ce volet fondamental était nécessaire pour ensuite aborder
I’influence d’une exposition aux doses ¢élevées sur la physiopathologie de la barriere
intestinale chez le raton neonate (maturation, perméabilité et états inflammatoires), a partir
d’une exposition périnatale considérée comme la période critique d’exposition aux

perturbateurs endocriniens.
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Chapitre I les phtalates

1. Description générale des principaux composés de phtalates
Les phtalates sont des esters de 1'acide phtalique (Fig.1).Ce sont des composés industriels de

plus en plus utilisés depuis 1930 (Habert., 2011). Ce sont des liquides visqueux, transparents,
incolores, avec peu ou sans odeur et trés peu volatiles. Hydrophobes dans les conditions
normales, ils auront donc une affinité¢ particuliére pour les graisses ou les alcools lourds
(Arniard. ,2011). Les phtalates sont biodégradables mais peuvent persister plus longtemps
dans certains milieux comme le milieu aquatiques ou ils vont se mélanger aux sédiments
(Arniard. ,2011).
Leur production mondiale est passée de 1,8 a4,3 millions de tonnes entre 1970 et 2006. Ils
sont ajoutés aux polymeéres pour rendre le PVC plus doux et flexible. Ils entrent dans la
composition d'une large gamme de produits en PVC comme les matériaux de construction tels
que les cables, les planchers, les murs et les toits. Ils entrent dans la composition
d’équipements médicaux, de tuyaux, des rideaux de douche, des films plastiques, des jouets,
de Tlintérieur des voitures, des vétements, des emballages alimentaires, des capsules
médicamenteuses. (Habert., 2011). Selon la longueur de leur chaines carbonés, les phtalates
peuvent étre classés en deux groupes :les phtalates de bas poids moléculaire ( la chaine
carbonée est constituée de 1 a 4 atomes), comprenant DMP, PEP, DBP, DIBP et les
phtalates de haut poids moléculaire dont la molécule comprend plus de 5 carbones, ce groupe
inclut DEHP, DOP et DINP.( Task ahead., 2008). Parmi les plus couramment utilisées,
mentionnons le BBP (phtalate de benzylbutyle), le DBP (phtalate de dibutyle), le DEP
(phtalate de diéthyle), le DEHP (phtalate de di-2-éthylhexyle) et le DINP (phtalate de di-
isononyle) ( Saint-Laurent., 2004).
Certains appareillages médicaux, emballages de médicament et poches de transfusion
sanguine contiennent ¢galement des doses ¢levées de phtalates (Hauser ef al., 2004; Koo and
Lee., 2004; Heudorf et al., 2007).
Les phtalates ont la structure générale suivante : Ou R est un groupement alkyl, alkenyl et
aryl (Patnaik, 2009).

O

OR
OR’

O

Fig 1 : Structure gélérale des phtalates

<
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Les phtalates sont suspectés d’étre des perturbateurs endocriniens comme certains pesticides,
détergents ou plastifiants pouvant a ce titre entrainer des troubles de la reproduction, de

I’immunité et du développement (Lund ., 2000).

Tableau 1. Description des principaux phtalates pour usage de type commercial
et industriel (Louis Saint-Laurent et al., 2004)

Catégorie de phtalates Abréviation Exemples d’utilisation

Fragrances, fixatifs pour cheveux,
BBP adhésifs et colles, produitspour
I’automobile, revétement a plancher
en vinyle

Fragrances, déodorants, fixatifs pour
DBP cheveux, vernis a ongle,encres pour
imprimante, insecticides

Fragrances, déodorants, gels et
mousses pour les cheveux,

DEP shampooings, savons, fixatifs pour
cheveux, vernis a ongle, lotions pour
le corps

Fragrances, produits flexibles en
PVC (rideau de douche, boyau
d’arrosage, couche, contenant pour
Phtalate de di-2-éthylhexyle DEHP la nourriture, pellicule plastique pour
la nourriture, sac pour unités de
sang, cathéter, tubulure pour soluté,
gants, etc.)

Jouets pour enfants, revétements a
plancher en vinyle, gants,

matériels pour ’emballage de la
Phtalate de di-isononyle DINP nourriture, pailles a breuvage,
boyaux d’arrosage

Phtalate de benzylbutyle

Phtalate de dibutyle

Phtalate de diéthyle

Phtalate de di-cyclohexyle DCHP Laboratoires de recherche
Phtalate de di-n-octyle DOP Produits flexibles a base de plastique
Phtalate de diméthyle DMP Déodorants

Les phtalates ne sont pas liés chimiquement aux molécules de vinyle et restent libres, sous
une forme extractible dans le matériau ( Jermain ., 2012 ). La proportion de ces plastifiants

dans les produits finis oscille entre 15 et 60% (Zimmer., 2008 ).

<
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1.2 . Voies d’exposition :
Il existe trois voies d’absorption principales de ces compos€s chimiques : cutanée, respiratoire

et digestive.

1.2.1 Voie digestive

Chez I’homme en général, 1’alimentation est la voie d’exposition dominante, c’est la
migration de ces substances utilisées dans la fabrication des emballages alimentaires et des
différents conditionnements en cours de production et de transport qui est en cause (Zimmer.,
2008). En effet, plusieurs études ont montré la présence de ces composés dans différents
produits alimentaires comme les poissons, crustacés, oeufs et laitages (liposolubles, on trouve
jusqu’a 47,8 mg/kg de butyl-benzylphtalate [BBP] dans le beurre et la margarine). Ils sont
ainsi absorbés par dizaines de milligrammes chaque jour. Le lait employé pour les nouveau-

nés contenait 10,2 mg/kg de phtalates, dont 0,25 mg/kg de BBP (Bendridil., et a/ 2001).

Tableau 2 : Teneurs en phtalates dans les aliments (ng/g PS) et dans les eaux de boissons
(ng/

Echantdlon DM DE DnBP BBP OEHP  Référence
Eau minérale Nd- 15-81 75-185 Nd-27  46-358 Dargnat et al. 2009)
Eau de source Nd- 24-54 85-182 Nd-10  90-132 Dargnat et al. 2009)
Eau minérale 10- 19-51 65-131 Nd-5 90-248 Dargnat et al. 2009)
(France) 8-12 Nd-30 40-51 Nd-3 51-59 Dargnat et al. 2009)
Eau robinet (Paris)
Terrine de poisson nd nd 4,82 nd 4532 Dargnat et al. 2009
Mache nd nd 31,47 nd 348,7 Dargnat et al. 2009
Radis nd nd 130,6 nd 138,0 Dargnat et al. 2009
Cuisse de poulet nd nd 126,9 nd 644,8 Dargnat et al. 2009
Riz basmati nd nd 9,14 0,68 156,2 Dargnat et al. 2009
Pomme Granny 17,83 23,11 35,27 Nd 169,9 Dargnat et al. 2009
Raisin noir 2,78 12,7 35,84 Nd 210,5 Dargnat et al. 2009
Salade de fruits 12,62 Nd 36,70 2,37 146,4 Dargnat et al. 2009
Huile dolive nd nd 96-490 Nd-1730 Nd-4700 (Cavaliere et al. 20082008)
Jambon 1,1 260 17 3300 (Peters. , 2006)
Fromage de brebis 780 25 890 (Peters. , 2006)
Huile d'olive 340 24 000 (Peters., 2006)
Poulet 4,9 24 760 11 670 (Peters., 2006)
Fromage de vache Nd-7  Nd-300 Nd-39 41-1230 Wormuthetal.2006
Légumes verts Nd-6,7 Nd-30 Nd-140 Wormuthetal.2006
Poisson Nd- Nd-8,5 5-380 Nd-5 2,3-290 Wormuthetal.2006
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1.2. 2 .Inhalation

L’exposition aux phtalates par I’air intérieur est la deuxiéme source de contamination par ces

substances (Zimmer., 2008). La concentration de phtalates est estimée a 77ng par m3 d’air
3

ambiant pour le DEHP, 220 ng.m_3 pour le DnBP et 590 ng.m_ pour le DEP. (Rudel et al .,
2003), ce qui est largement supérieur a la limite de 0,42 ug par m3 au-dessus de laquelle on
considere qu’il y a un danger d’effet cancérogéne. Au Royaume-Uni, on a trouvé en moyenne
0,43 mg de phtalates par gramme de poussic¢re (Greenpeace., 2003).

Lors d’une étude de 2011 réalisée en Alemagne, les auteurs ont mesuré 11 phtalates: (DMP),
(DEP), (DnBP), (DiBP), (DnPP), (DiPP), (DcHP), (BzBP), (DEHP), (DiNP), (DiDP) dans
I’air et les poussiéres des créches, et leurs métabolites chez les enfants les fréquentant.

La plupart des phtalates recherchés ont ét¢ détectés dans 1’air et la poussiére déposée, DEHP
et DINP sont en concentrations trés variables et représentent respectivement 70 et 24 % des
concentrations totales en phtalates.

Les écoles ont fait 1’objet de plusieurs études européennes récentes qui ont confirmé la
présence de phtalates dans 1’air intérieur des classes. Les phtalates les plus volatils, comme le
DBP et le DEP, sont présents a des concentrations plus ¢élevées dans I’air que des phtalates

moins volatils, comme le DEHP ou le BBP qui sont plus abondants dans les poussicres.

1.2. 3Absorption cutanée
L’exposition des consommateurs n’est notable que si les concentrations des phtalates dans les

articles manipulés sont ¢élevées et si les temps de contact sont prolongés. Concernant le
DEHP, le passage percutané est estimé a 5 % de la dose appliquée (Kavlock et al., 2002d
dargnat).Chez I’homme, quelques heures seulement apres 1’application d’une créme sur le
corps entier de 26 volontaires sains, les métabolites de phtalates (MEP et MBP en

I’occurrence) sont retrouvés dans leur plasma(Janjua NR et al., 2007).

1.2. 4Voie parentérale
La voie parentérale a partir de dispositifs médicaux qui en contiennent constitue une autre

source d’exposition a ces toxiques notamment le DEHP ( ATSDR 2002., Green et al.,

Weure et al., 2006), clle correspond a une partie minime de la population (Persan., 2010).

1.2. S Voie transplacentaire
Les phtalates et /ou leur métabolites ont été¢ détectés dans la salive et les urines des enfants et

des adultes (Silva et al., 2004a, 2005), mais les concentrations mesurées chez les enfants sont

plus élevées que celles les adultes. Ils sont détectés également dans le liquide amniotique du
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feetus a partir du deuxiéme trimestre (Silva et al., 2004b), le sang du cordant du nouveau

né(Latini et al., 2003),ct le lait maternel (Mortensen et al., 2005 ; (Kim et al., 2015)).

Sources Voies de transfert Exposition

Humaine

Matériaux

—
Matériaux de constructions
Volatilisation, solubilisation I » Volatilisation, solubilisation —» Inhalation

Composants électroniques

Produits PVC
_/
Applications non polymeres
pp poly TN _—

Inhalation
Cosmétique, produits de soin personnel ingestion
Emballages alimentaires. — » Volatilisation, solubilisation Contact cutané
Textiles. Contamination
Matériel médical, médicaments sanguine
Peintures ; adhésifs — S~
Industrie
Production des phtalates ——»Volatilisation, solubilisation ————» Inhalation
Fabrication des produits fnis
Agriculture
Insecticides Inhalation
Médicaments vétérinaires Volatilisation, solubilisation —
Equipements techniques Ingestion
Déchets

Inhalation
Rejets de STEP » Volatilisation, solubilisation >

Décharges J Ingestio

Figure 2 : Sources et voies d’exposition aux phtalates
(Warmuth et al 2006)

1.3. Métabolisme
Les phtalates ont une demie vie courte, ils sont rapidement excrétés de I’organisme, (Fren et
al., 2007 ; Koch et al., 2006). Leur métabolisme se déroule en 2 étapes : phase I : (hydrolyse)

et phase II (conjugaison).Lors de la phase I les phtalates sont hydrolysés en métabolites
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primaires. Cette premicre phase de métabolisation a lieu majoritairement au niveau de
I’intestin et de différents organes parenchymateux et est catalysée par des lipases et estérases
(Calafat et al., 2006; Rusyn et al., 2006; Frederiksen ef al., 2007). Les métabolites sont
excrétés dans les urines. Cependant les phtalates a longues chaines tel que le DEHP et le
DINP subissent aprés hydroxylation une oxydation. La phase II , conjugaison (catalysé par
I’uridine 5 diphosphoglucuronyl transférase) entraine la formation de glucuronides
conjugués hydrophyles facilement excrétés dans les urines (Frend et al., 2007).

En raison de sa grande consommation et ses effets sur le systéme reproducteur le métabolisme
du DEHP a été largement étudi¢. Koch et al (2006), ont décrit les différentes réactions de
métabolisation de ce toxique. Le MEHP est le métabolite primaire, les métabolites
secondaires sont MEHHP, MEOHP, 5¢cx MEPP, 2 cxMMHP. Environ 76% des métabolites
sont excrétés dans les urines aprés 24 h d’ingestion, le MEHP représente seulement 6% des
métabolites éliminés. Koch et al ont calculé la demi vie de cinq métabolites : MEHP (5 h),
MEHHP (10 h), MEOHP (10 h) , S5cx MEPP (12-15h) 2 cxMMHP (24 h).MEHP métabolite
primaire qui est transformé trés rapidement en métabolites oxydés secondaires aprés de

multiples oxydations, La chaine latérale libérée lors de la métabolisation du DEHP se

transforme en 2 ethylexanoique (2 EHA) via le 2 ethylexanol.
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Fig 3 : Métabolisme des phtalates

1.4 Distribution.
La distribution des phtalates dans [’organisme est rapide et dépend de la voie

d’administration. Dans le cas du DEHP, les résultats expérimentaux recueillis chez 1’animal

indiquent que les résidus (DEHP inchangé + métabolites) sont principalement localisés dans

)
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le foie, I’intestin, le tissu adipeux et le rein, sans que soit observé différence importante entre
les différents tissus, ni une accumulation de la molécule (ATSDR., 2002). Les concentrations
retrouvées dans le cerveau et les testicules sont faibles. Le DEHP a été également détecté
dans le foie des foetus issus de rattes meres ayant été traitée par gavage durant lagestation,
démontrant la capacité du DEHP a traverser la barri¢re placentaire (Srivastava et al., 1989 ;
Stroheker et al., 2006). Lors d’expositions par inhalation ou par injection intraveineuse, c’est

généralement le poumon qui est le principal tissu cible, suivi par le foie et le rein.

1.5 Biomarqueurs d’exposition aux phtalates

L’exposition individuelle aux phtalates est trés variable dans le temps. Elle dépends de
plusieurs facteurs tels que le régime alimentaire, les types de produits cosmétiques et de soins
corporels utilisés, et les activités quotidiennes, en particulier professionnelles. Des études
réalisées chez I’Homme ont montré que les population générales des pays développés était
exposée a plusieurs phtalates tels que le DEP, le DBP, le BBzP , ou le DEHP.

Le choix pertinent d’un biomarqueur, du moment du (des) prélevement(s) et la connaissance
des divers facteurs pouvant influencer la toxicocinétique ou le métabolisme (4ge, sexe,
habitudes personnelles...) sont des éléments cruciaux pour une évaluation correcte de
I’exposition. L.’étude de Preau et al. (2010) démontre variabilité importante intra-individuelle
de I’excrétion urinaire du MEP et du MEHHP, biomarqueurs respectifs du DEP et du DEHP,
en particulier au cours de la journée. Dans le cas des phtalates de haut poids moléculaire tel
que le DINP, le dosage de MNP n’a pas montré une exposition importante. Ceci est éxpliqué
par la faible sensibilité de 1’indicateur biologique (MNP), puisqu’il est rapidement métabolisé
et excrété dans les urines. Une autre étude sur le DINP et DIDP confirme ’intérét d’utiliser
des métabolites oxydés comme biomarqueurs, notamment le MCOP, par rapport aux mono-
esters correspondants (Calafat ef al.,2011). L’étude de Silva er al. (2011) met en évidence

I’intérét d utiliser le MHPP en tant qu’indicateur biologique d’exposition DDP.

1.6 Exposition en population générale.
L’exposition aux phtalates, calculée sur la base des métabolites urinaires (Wittasek et al.,

2007) montre que les niveaux médians pour la population générale (60 sujets agés de 20 a 28

ans) en 2003 atteignaient en Allemagne 2,4 pg/kg pc/j pour le DEHP, 1,9 ng/kg pc/j pour le




Tableau 3 :Concentration des principaux métabolites des phtalates dans des échantillons d’urines humais dans differents pays

Pays population MMP MEP | MBP | MiBP | MDEHP | Unité References

Canada 2000 femmes 1% trimestre 32.02 [11.59 |7.01 10.63 ng/L Arbuckle.,2016

China 108 jeunes adultes 31.8 37.5 67 52.2 65.3 ng/L Gao., 2016

Allemagne 30 filles et 30 garcons 2.8 13.5 8 9.8 12.3 ng/L Koch., 2017

Iran 56 enfants et adoecents (6-18 ans) | 17.4 28.2 42.9 44.9 ng/L Jeddi et al. , 2018
Irland 120 enfants 38 26 41.4 32.8 ng/L Cullen et al., 2017
Korée 305 femmes 41 23 ng/L Jo, A., 2016

Korée 1676 39.5 44 pg/L Kim et al., 2018

Korée 6480 adultes 44.2 88 ng/L Choi et al., 2017
Korée 6003 adultes 24.2 52.2 ng/L Park, et al., 2017
Korée 171 enfants 2.71 12.4 5.25 12.3 ng/L Kim et al., 2017
Norvege 61 adultes 242 13.4 12.8 ng/L Giovanoulis et al., 2016
Norvege 116femmes enceintes 55 25 20 26 pg/L Sabaredzovic et al., 2015
Portugal 112 enfants 59.4 12.7 16.9 | 404 ng/L Correia-Sa., 2018
L’arabie S 130 individus 8.65 47 38 38 ng/L Asimakopoulos ., 2016
Slovénie 129 202 110 39 55 ng/L Petrovicova., 2016
Slovenie 68 103 61.4 82.7 pg/L Kolena., 2017

Spain 391 femm enceintes 246 27 28 87 ng/L Valvi.,2015

Spain 120 enfants 198.9 63 ng/L Cutanda., 2015

Spain 120 meres 150 333 ng/L Cutanda,2015

UsS 446 femmes enceintes 41.1 41 47 48.4 ng/L Polinski.,2018

US 378 femmes enceintes 47 13.7 9.47 14 ng/L Wenzel.,2018
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DBP, 1,4 pg/kg pc/j pour le DIBP, 0,4 pug/kg pc/j pour le DINP et 0,2 pg/kg pc/j pour le BBP.
L’¢étude de Wittassek et Angerer (2008) réalisée chez 102 sujets allemands agés de 6 a 80 ans
révelent des résultas similaires. Il a ét¢ démontré des concentrations urinaires plus élevées de
métabolites de phtalates chez les enfants que les adultes (Wormuth et al., 2006 ; Hartmann
et al .,2015), mais peu de différences entre hommes et femmes.

Les concentrations de métabolites du DEHP étaient similaires chez les meres et les enfants

(Haug et al., 2018 ; Cutanda. ,2015).

Lors d’une étude pilote « Elfe » réalisée en France (octobre 2007) , le Dosages des phtalates
chez les femmes enceintes a révélé que trois métabolites du DEHP étaient détectés dans plus
de 95% des échantillons d’urine de 10 ml , (5-OH-MEHP) ; 2-éthyl-5-oxo-hexylphtalate (5-
oxo-MEHP) ; mono-2-éthyl-5-hexylphtalate (MEHP)]. Les concentrations de ces métabolites
s’étendaient de 0,3 a 768,1 pg/l (concentration médiane 13,7 pg/l) pour le MEHP ; de 0,3 a 1
587,9 ug/l (concentration médiane de 50,7 pg/l) pour le S-OHMEHP, et de 0,2 a 924,5 pg/l
(concentration médiane de 28,3 pg/l) pour le 5-oxo-MEHP (Vandentorren et al., 2007).

1.7 Exposition feetale et néonatale aux phtalates.
Dans une ¢étude pilote initiée par I’Agence Fédérale Allemande de 1’Environnement

(Wittassek er al., 2009), des échantillons de liquide amniotique et d’urine maternelle
correspondante, ont été collectés pour mesurer les concentrations en métabolites(MnBP,
MiBP, MBzP, MEHP, SOH-MEHP, 50xo-MEHP, 5cx-MEPP,2cx-MMHP, OH-MiNP, oxo-
MiNP, cx-MiNP) issus de 5 phtalates. Les résultats obtenus montrent que les niveaux mesurés
dans les échantillons d’urine sont nettement plus €levés que ceux mesurés dans les de liquide
amniotique. Pour la premiére fois, des métabolites secondaires sont détectés dans le liquide
amniotique. Parmi eux, deux métabolites issus du DEHP présents dans tous les échantillons.
Les niveaux urinaires, plus élevés, s’aveérent plus adaptés pour 1’évaluation d’une longue
période d’exposition feetale et maternelle que le liquide amniotique qui, lui, se renouvelle
continuellement et de ce fait ne représente qu’une durée d’exposition courte.

En néonatologie le DEHP est retrouvé dans de nombreux DM, tels que les tubulures de
ventilation, le matériel de perfusion, les poches de transfusion, les circuits de dialyse ou de
circulation extracorporelle, les gants, etc. Il est également présent dans les préparations lactées
infantiles et, dans une moindre mesure, dans le lait maternel. Le DEHP n’est pas li¢
covalement a la paroi plastique, il s’en libere et migre dans 1’environnement, particulieérement

sous certaines conditions (température ¢levée dans les incubateurs, pH alcalin, solutions
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Figure 4:Sources possibles d’exposition au DEHP en neonatalogie

Il peut ainsi entrer en contact avec les patients par voie parentérale, entérale, respiratoire ou

cutanée.

Les nouveau-nés prématurés en milieux de soins intensifs regoivent des doses qui dépassaient

celles toxiques chez I’animal, particulicrement pour certaines procédures comme la

circulation extracorporelle ou 1’alimentation parentérale avec lipides. (Fischer et al., 2013)

Tableau 4: Matériel utilisé en néonatologie pouvant contenir du DEHP (Fischer et al 2013)

Tubes endotrach eaux

Masques/canules pour CPAP ou oxygénothérapie Tubulures
(CPAP, ventilateurs, oxygene, humidification) Sondes &
aspiration

Masques et réservoirs d'insufflateur

Cathéters: périphériques/ombilicaux/centraux percutanés
Tubulures

Conditionnement des dérides sanguins
Alimentation parentérale
Meédicaments, perfusions (surtout lipophiles)

Sondes gastriques, sondes &alimentation Tubulures
d'alimentation
Systeémes dextraction et collection du lait

Sondes urinaires

Drains thoraciques, autres drains Sacs plastiques
Pansements occlusifs

Gants

Monitoring

Bracelets (identification
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1.8 Exposition pendant la période d’allaitement aux phtalates (Italie du sud).
La connaissance sur I’exposition aux phtalates des femmes allaitantes est limitée. Lors d’une

é¢tude américaine de 'USEPA (Hines et al.,2009) les concentrations en métabolites de
phtalates MCPP , MECPP , MEHHP ,MEOHP , MBP , MBzP , MEHP , MEP , MMP, MiBP
ont été mesurées dans le lait, le sérum, la salive et les urines de 33 femmes durant leur
lactation. L’objectif est d’évaluer la distribution des phtalates dans ces différents fluides
corporels pendant I’allaitement afin d’élucider leur impacts sur les nourrissons via la
nutrition. La majorit¢é des métabolites (7 sur 10) est retrouvée dans presque tous les
¢échantillons d’urine, ou le MEP était le plus élevé. Peu de métabolites sont détectés dans le
lait et la salive. Un seul métabolite (MECPP) est essentiellement retrouvé dans le sérum de 80
% des échantillons. Les résultats indiquent ainsi que les métabolites secondaires de phtalates
sont essentiellement détectés dans les urines.

L’¢tude de Latini ez al.,2009 s’est interessée a 1’exposition des femmes aux phtalates pendant
I’allaitement. les métabolites (MnBP , MiBP, MBzP, MEHP, SOH-MEHP,50xo-MEHP, 5cx-
MEPP , 2cx-MMHP , OH-MiNP , oxo-MiNP,cx-MiNP) issus de 5 phtalates ont été mesuré
chez 62 femmes dans le lait maternel. Les résultats indiquent la présence de métabolites
primaires,et notamment de deux d’entre eux, le MiBP et le MEHP (issus duDiBP et du
DEHP), dans tous les échantillons. Bien que les métabolites secondaires soient généralement
considérés comme les biomarqueurs d’exposition aux phtalates les plus fiables dans tous les
milieux biologiques, les résultats de cette étude suggerent que ceux-ci, de part leur caractere
hydrophile, seraient de moins bon biomarqueurs dans le lait que les métabolites primaires
(monoesters).

Enfin, la mise en perspective de ces résultats avec d’autres données publiées, confirme que le
lait maternel constitue une source d’exposition additionnelle potentielle aux phtalates pour les
nourrissons. Quelques publications font état des teneurs en phtalates dans le lait maternel
(Main et al., 2006; Hogberg et al., 2008 ; Latini et al., 2009). Ainsi, les teneurs en DEHP
dans le lait prélevé chez 42 femmes suédoises entre la 2e et la 3e semaine qui a suivi
I’accouchement varient de 0,45 a 305 pg/l, avec une valeur médiane de 9 ng/l Hogberg et all.
(2008). En général, les équipes recherchent les métabolites, en particulier les monoesters vu
les difficultés analytiques concernant la quantification des composés parents . Ces monesters
sont en effet suffisamment lipophiles pour étre ¢éliminés dans le lait, par exemp les
concentrations de MEHP, métabolite du DEHP, varient de 0,5 a 6,5 pg/l (Hogberg et al.,
2008). Elles sont comprises entre 1,8 et 109 pg/l dans une étude conduite sur 62 femmes

italiennes (Latini et al., 2009).
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Exposition de I’enfant en bas age aux phtalates

Dans I’étude réalisée par Main et al. (2006) soixante-huit garcons en bonne santé ont été
comparés a 62 garcons atteints de cryptorchidie (absence de descente des testicules dans le
scrotum avant la naissance) afin de voir la possibilité d’une influence des phtalates dans le lait
maternel sur les niveaux d’hormones de reproduction chez ces gargcons agés de trois mois..
Cette étude n’a pas révelé pas de lien direct entre 1’exposition aux phtalates et 1’incidence de
la cryptorchidie, cependant elle montre que des taux plus élevés de métabolites des phtalates
comme le MMP, le MEP, le MnBP et le MiNP dans le lait maternel, et par conséquent, une
exposition plus importante des nouveaux-nés, étaient associés a des altérations de leurs
niveaux d’hormones de reproduction.Ces résultats confirment que les testicules humains sont
vulnérables al’exposition aux phtalates lors de leur développement, méme si la cryptorchidie

n’est pas une conséquence prévisible.

Tableau 5: Exposition de I’enfant en bas age aux phtalates

Population N | MMP | MEP MBP MBzP Pays/ référence
6-11 ans 328 - 91. 341. 49.4 USA/CDC(2005)
6-11 ans 1.45 85. 131 1334 USA/CDC(2005)
2-28 mois 393 - 64.5 19. 214.9 USA/Sathyanarayana(2008)
6.4-9.2 ans 75.7 28.2 118.4 USA/Wolff et al (2007)
Nouveau-nés prématurés 163 3.2 7.79 40.9 2.46 USA/Calafat et al. (2009)
2.1-10.5 ans filles 96.5 18.11 7.4 30 Taiwan /Lin non publié
Moy 6.7 ans TP fille 90 - - 12.7 26 Taiwan/Chou et al.(2009)
Moy 8.0 ans CCP fille 52.2 172.5 33 33 Taiwan/Chou et al.(2009)
Moy 8.2 ans filles 6| 264 - - 254 Taiwan/Chou et al.(2009)
control -—- 303 19.7 239 Germany/Becker et al. (2004)
3-14 ans 52 -- - - - Germany/Koch et al. (2007)
2-14 ans 174 - -

1.9 Exposition professionnelle
Une étude réalisée dans une usine chinoise de fabrication de revétement de sol en PVC (Pan

et al., 2006) a porté sur I’équilibre hormonal de 74 hommes exposés a des niveaux élevés de
DEHP et de DBP. Les résultats obtenus indiquent des niveaux 5-100 fois supérieurs en
métabolites urinaire en comparaison avec les salariés non exposés (prélévements spots), avec
une moyenne de 644 ug/g de créatinine pour le MBP et 566 ug/g de créatinine pour le MEHP.
Une association a été établie entre une légere diminution de la concentration sérique en

testostérone et I’exposition combinée au DEHP et au DBP. La quantit¢ de DEHP absorbée par
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les sujets exposés a été estimée a environ 48.2 ug/g/jour (0.5 ug/g/jour pour les témoins non
€XpOosEs.

Une autre étude a porté sur des salariés suédoise exposés a une concentration moyenne < 0.5
mg / m* de DEHP (0.2-2.1 mg/ m?), dans trois usines produisant ou utilisant du DEHP
(Modigh et al., 2002). Aucun allongement du délai a concevoir n’a été observé (193 hommes

et 326 grossesses ¢ligibles pour 1’étude).

Doses toxiques.
Les seuils de tolérance sont fonction de I’espéce étudiée, du mode d’administration et du

composé considéré. La toxicité aigué peut s'exprimer de maniere classique par les doses
l1étales (DL). Des expériences effectuées dans des circonstances se rapprochant des conditions

réelles ont permis de déterminer des doses seuils.

Tableau 6: Valeurs toxiques de certains phtalates D’apreés (NINCAS, 2008b, ¢, d)

Voie espéce DEP DEHP DBP BBP
d’exposition
Oral Sourie | 6.2x102 mg/kg bw >4.0x104 mg/kg bw | 4.8x103 mg/kg bw | 6.2x103 mg/kg bw
(LD50) Rat >5.6x102 to 3.1x103 mg/kg bw | >2.0x104 mg/kg bw | 6.3x103 mg/kg bw | 2.0x104 mg/kg bw
...... >4.0x102 to 8.6x102 mg/kg bw | 2.6x104 mg/kg bw >1.4x104 mg/kg bw
1.0x102 mg/kg bw 3.4x104 mg/kg bw
lapin 5.0x102 mg/kg bw 2.5x104 mg/kg bw
Chien
cutanée Rat >1.1x103 mg/kg bw 6.7x103 mg/kg bw
Porc 3.0x102 mg/kg bw /
sourie / 3.2x103 mg/kg bw
lapin / >2.0x104 mg/kg bw | >1.0x104 mg/kg b
Inhalation Sourie | 4.9 mg/L
(4h) (LC50) | rat 7.5 mg/L >15.7 mg/L

1.10 Mécanisme d’action des phtalates.
Implication des récepteurs nucléaires.

Rappel sur les récepteurs nucléaires.

Les récepteurs nucléaires forment une superfamille de récepteurs intracellulaires qui
fonctionnent comme des facteurs de transcription. Ils sont stimulés par liaison de ligands de
nature lipophile et modulent I’expression de génes cibles. Le signal extracellulaire est apporté
par une substance hydrophobe, comme une hormone stéroide, capable de traverser la
membrane cellulaire. Le récepteur controle 1’expression de génes cibles apres avoir reconnu et

fixé son signal permettant anisi la régulation de nombreuses fonctions biologiques comme la

croissance, la reproduction et le métabolisme énergétique .
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Structure et fonction des récepteurs nucléaires
Les récepteurs nucléaires ont une taille variant de 40 a 100 kilodaltons et présentent la méme

structure générale, comprenant généralement quatre domaines fonctionnels notés de A a E.

Un cinquieme domaine (F) peut étre décrit pour certains récepteurs nucléaires . Au nombre
d’une quarantaine, ils se rangent en trois classes principales: I’une d’elles (NR3 pour nuclear
receptor 3) qui contient en particulier les récepteurs des hormones stéroides : cestrogenes (

ER..et ER..ou ESR1 et ERS2), progestérone PGR, androgéne AR , glucocorticoides GR,

H MH
LBD

B (DBD| | DBD] (DBD| [ DBD|
AGGTCA NNN TGACCT AGGTCA NNN AGGTCA

Figure 5: structure générale des récepteurs nucléaires
minéralocorticoides MR. Une autre classe NR1 rassemble les récepteurs des hormones
thyroidiennes TR et de la vitamine D VDR
Récepteurs PPAR

Un ensemble de molécules endogenes et exogenes exercent un effet sur la prolifération des
péroxysomes. Comme les autres récepteurs nucléaires, les Récepteurs PPAR exercent en
absence de ligand une répression de la transcription au niveau de PPRE (peroxysome-
proliferator responsive element) par I’intermédiaire de NCOR, qui est levée apres fixation du
ligand par I’intermédiaire de NCOA. Ils sont activés par la liaison de certains acides gras
et/ou de leurs métabolites lipidiques et peuvent ainsi jouer un role déterminant en signalant,au
niveau de I’expression génique, un changement de I’apport nutritionnel et, en particulier, de

sa composition lipidique.




Chapitre I les phtalates

Figure 6 : activation de la transcription par les récepteurs nucléaires
En absence de ligand, 1’activité transcriptionnelle du récepteur nucléaire est inhibée par
des corépresseurs associés a une activité, la chromatine est compacte et ne permet pas la

transcription.

Récepteurs des xénobiotiques .

Ils sont principalement exprimés dans le foie, le rein et I’intestin et jouent un role majeur
contre les effets néfastes de I’accumulation des composés toxiques endogenes et exogenes.

Ils jouent un role majeur dans la détoxication des xénobiotiques et de produits endogenes
toxiques (bilirubine, acides biliaires) en activant I’expression des génes codant pour des
protéines de métabolisme des médicaments, comme les cytochromes. Comme les autres
récepteurs de de la famille NR1, ils s’hétérodimérisent avec un récepteur RXR, se fixent en
absence de ligand sur leur responsive element et répriment la transcription des genes cibles ;

en présence de ligand, I’inhibition est levée et la transcription peut avoir lieu.

Les récepteurs des cestrogenes

Les effets génomiques des cestrogeénes résultent de 1’action de deux récepteurs nucléaires des
cestrogénes (REa et RES). Le REa est préférentiellement exprimé dans 1’utérus, les glande
mammaires, hypophyse, etc, alors que le REf est exprimé dans un grand nombre de tissus tel
que le colon, le systéme vasculaire, le poumon et les fibroblastes, mais majoritairement dans
la prostate, les ovaires et les testicules.

Récepteurs AR

Le récepteur des androgeénes (AR, NR3C4) est le récepteur des hormones sexuelles males, la

testostérone et son métabolite, la dihydrotestostérone. L’AR est principalement exprimé dans
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le testicule, il est présent dans la prostate, les glandes surrénales, les reins, le cerveau et
I’hypophyse. Les androgeénes humains comme la testostérone ou la dihydrotestostérone sont
des agonistes. La grande majorité des ligands environnementaux de ce récepteur sont des
molécules antagonistes (Paris et coll., 2002 ; Korner et coll., 2004). Trés peu d’androgénes
environnementaux sont des agonistes excepté le retardateur de flamme bromé TBECH
(Khalaf et a., 2009).

Mécanismes

De nombreuses études ont démontré que les récepteurs nucléaires PPAR (peroxysome
proliferator activated receptor) sont des cibles privilégiées des phtalates chez les
mammiferes. Les phtalates les plus actifs sur ces récepteurs sont le DEHP et son métabolite le
MEHP, le BBP, le DBBP et le DIBP. Il a ét¢ démontré que le MEHP était un agoniste partiel
de PPARc (SnuRM ou SPPARM pour selective PPAR modulator)(Feige et al., 2007) et que
son activité était plus faible sur le PPARc de souris que sur le PPARc humain. En plus le
MEHP en interagissant avec PPARa induisait une carcinogenese hépatique chez la souris
(Feige et al., 2010). Les récepteurs des oestrogenes a et b, le récepteur des androgénes, les
récepteurs des xénobiotiques CAR (constitutive activated receptor) et PXR (pregnan X
receptor) sont également des cibles des phtalates.

En effet, les phtalates sont des activateurs de faible affinité¢ des récepteurs des oestrogenes
(Ghisari et al., 2009) et des anti-androgenes de tres faible affinité in vitro (Stroheker et al.,
2005 ; Kruger et al., 2008) et in vivo (Jarfelt et al., 2005).

La perturbation endocrine des phtalates semble donc étre majoritairement due a leur activité

d’agonistes des récepteurs PPAR (alpha et gamma).

DEHF
MEHP
® ® ® ©
PRARD FPARy ER ERp AR
®©
Al t
Testosterone IDMAIRE & Cestradicl

Fig 7 : cibles des phtalates
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1.11 Effets des phtalates démontrés chez les animaux ou in vitro.
1.11.1 Effets des phtalates sur le développement et les fonctions du testicule
chez les rongeurs : études in vivo

Chez le rat les études ont montré que I'exposition in utero au di(n-butyl)phtalate (DBP) ou
DEHP conduit a une altérations du développement des cellules testiculaires : cellules de
Leydig et les cellules Sertoli (Sharpe., 2008 ;Foster., 2006). L’exposition in utero aux
phtalates entraine la prolifération subnormale des cellules de Sertoli avec modification de leur
fonction, une agrégation anormale des cellules de Leydig, une diminution de la production de
testostérone feetale et de 'expression de I'Insl3. Cela conduit a une réduction de la distance

anogénitale, un hypospadias et une cryptorchidie. (Fisher., et al 2003 ; Auharek et al, 2010)

Réponses cellulaires des testicules du feetus (rat)

Réponse des organes (rat)

Sous-ensemble no 3
Gonocytes multi nucléés

Fonction des

cellules de sertali

\ perturbée

e Sous-ensemble no 1

¢ Distance ano génitale

Perturbation de I’interaction réduite
Exposition aux Cellules de Sertoli-gonocytes P e Rétention des
phtalates Signaux mamelons o
pendants la Cellulaires estostérone * Cryptorc?nlliile 1guino-
fendire de modifiés scrotale (2" stade)
. Insl 3 ¢ Hypospadias
développemen
. o e Canal de wolff sous :
t critique ’ /
1 développé
e Masse moindre des
b‘ 1 | Fonction des cellules de organes sexuels
Meétabolisme e .
vers le leydig perturbée aux1llalre§
e Production de sperme
transport de réduite a I’age adulte
monoesters
vers les [Expression Génique modifiée
testicules du o o . Sous-ensemble no 2
reliée a la stéroide ogénése]

\ Cryptorchidie (1 stade

rein dans la région

inguinale)

Production de sperme

Fig 8 : Effets des phtalates sur le développement et les fonctions du testicule chez les
rongeurs
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Enfin, une formation de gonocytes multinuclés durant la vie néonatale et une réduction de la

spermatogenese chez 1'adulte ont été décrites (Fisher et al., 2003 ;Ferrara et al., 2006).

L’effet d’un mélange de phtalates sur la production de testostérone
testiculaire chez les foetus des rats

Bien que les effets de perturbateurs endocriniens de certains phtalates aient ét¢ démontrés
chez les animaux, les effets de mélange de phtalates, eux, ont été peu étudiés (NRC., 2008).
Howdeshell ez al. (2008) ont exposé des femelles Sprague-Dawley gestantes entre les jours 8
et 18 de la grossesse a six phtalates BBP, DBP, DEHP, DEP, DiBP et DPP, pris
individuellement ou en mélange, et ont mesuré le taux de testostérone testiculaire des foetus
au 18¢me jour. Les doses administrées lors des expositions individuelles étaient équivalentes
pour le BBP, le DEP, le DEHP et le DiBP (100 a 900 mg/kg/jour) alors qu’elles étaient
différentes pour le DBP (33 a 600 mg/kg/jour) et le DPP (25 a 900 mg/kg/jour). Pour ce qui
est des expositions au mélange, sept différentes doses de phtalates ont été administrées (65-
1300 mg/kg/jour, a une proportion de 3 :3 :3 :3 :1 deBBP : DBP : DEHP : DiBP : DDP). Les
résultats obtenus suite a des expositions aux phtalates individuels montrent que le DEP n’a
aucun effet sur la production de testostérone aux doses journalieres tolérables.

La diminution de la production de testostérone a été observée a partir d’une dose de mélange
équivalente a 260 mg/kg/jour de phtalates et pour les doses plus fortes.(Howdeshell ez al.,
2008) .

1.11.2 Perturbation de la fonction thyroidienne.
Les ¢études entreprises chez le rat montrent que I’administration de fortes doses (2 g/kg de

masse corporelle) de DEHP réduit les taux circulants de T4 (Sekiguchi et al., 2006). De
méme, le DBP abaisse le taux de T3 et T4 des rongeurs de fagon dose-dépendante (O’Connor
et al., 2002). Une augmentation transitoire de T3 et T4 Il a été observéé apres I’injection
intraveineuse de DEHP a une concentration équivalente a celle présente dans les poches de
transfusion sanguine (Gayathri et al., 2004). Des modifications histologiquesde la glande
thyroide ont été décrites chez des rats traités au DEHP (Howarth et al., 2001). La seule étude
des effets des phtalates réalisée a ce jour chez ’homme repose sur le suivi de 19 adolescents
ayant ¢été exposes au DEHP en service de néonatalogie par le biais d’un systéme
d’oxygénation a membrane extracorporelle (Rais-Bahrami et al., 2004). Il n’a pas été
constat¢ de dysfonctionnement thyroidien une quinzaine d’années aprés la période

d’exposition.
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1.11.3Effets sur le foie

Un effet sur le foie est commun a I’ensemble des phtalates. Par exemple le DEHP administré
a la dose de 5 a 5000 ppm dans la nourriture, provoque une hépatomégalie, 1’absorption orale
du toxique, chez le rat, induit la prolifération des cellules du foie et des peroxysomes. Cette
prolifération des peroxysomes occasionne une surproduction de peroxyde d’hydrogéne, créant
ainsi un stress oxydatif pour les cellules. Ce stress peut causer des dommages a ’ADN et
augmente les probabilités d’apparition d’un cancer du foie.

Moore et al. (2002) ont rapporté chez le Rat et la Souris, aprés traitement avec le DEHP, une
¢lévation du contenu hépatique en CYP 4A1 suggérant une induction des monoxygénases a
Cyt P-450.Ces effets, qui ont été observés chez le rongeur , seraient liés a I’activation des
récepteurs P-PAR alpha (peroxisomes proliferator-activated receptors),ll semblerait que ces
récepteurs soient beaucoup moins actifs et présents en plus faibles quantités dans les
hépatocytes humains par rapport a ceux des rongeurs, rendant I’homme moins sensible a
I’action cancérogéne du DEHP .

Dans le cas du DINP les études expérimentales montre que le foie est 1’organe le plus
sensible. 1’exposition des rats et des souries a des doses ¢€levées de cette substance dans la
nourriture ( 336 mg/kg/j pour les souries femelles, 700 a 900 mg/k/j chez des rats et souries
males induit un effet hepatocarcinogénique en augmentant 1’incidence de tumeur dans le foie.
L’hépatomégalie, la  prolifération des cellules (conséquence de la prolifération des
péroxisomes) ont été également mis en évidences (Moore., 1998 ; Valles., 2003 ; Smith.,

2000 ; Kauffman., 2002).

Toxicité du développement. Appareil reproducteur

L’exposition au DEHP pendant le premier trimestre chez la femme enceinte entraine une
diminution de la distance anogénitale, en particulier chez les garcons nouveau-nés (Swam et
al., 2005 ;Swan et al.,2015), Les phtalates ont potentiellement autres effets chez ’homme tel
que I’hypospadia, cryptorchidie (si exposition in utero), et chez la femme ils peuvent induire
une puberté précoce (Raison Peyron., 2011). Des études ont associé la présence de résidus de
phtalates et de leur métabolites dans les urines a des altérations de la qualité du sperme (MBP-
monobutylphtalate, MBzP), des 1ésions d’ADN spermatique (phtalate de monoéthyle) et des
modifications équivoques d’hormones sexuelles (inhibine B avec le MBP et FSH avec le
MBzP, marqueurs de la spermatogénese) (Hauser et Calafat., 2005 ;Matsumoto et al.,

2008 ; Wirth et al., 2008 ; Herr et al., 2009 ; Meeker et al., 2009).
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Etudes chez la femme
Troubles de I’appareil de reproduction féminin

L’endométriose

Une étude a mis en évidence le fait que les femmes atteintes d’endométriose ont dans leur
sang des taux de phtalates DEHP supérieurs a la normale des autres femmes. De plus, on a
détect¢ du DEHP et/ou le métabolite MEHP dans le liquide péritonéal de 92,6% de ces
femmes. Cela suggere que le DEHP peut participer a provoquer 1’endométriose (Corbellis et
al., 2003).

Puberté précoce

Chez des jeunes filles portoricaines des taux élevés des phtalates dans le sang, dont le DEHP
et de son métabolite le MEHP, connus pour leur activité oestrogénique et anti-androgénique
ont été associé a un développement mammaire précoce (Colon et al., 2000 ; Mc Kee., 2004 ;
ECB 2008). Il a été remarqué que Porto Rico importe beaucoup de nourriture emballée dans
du plastique qui, combiné & d’autres facteurs, pourrait contribuer & une exposition globale
importante a des phtalates. Au niveau de I’ovaire le DEHP affecte la croissance du follicule

par une réduction des taux d'E2 in vitro (Kalo et al., 2015).

Durée de gestation et prématurité

Les travaux beaucoup moins nombreux, chez la femme font état de grossesses moins
nombreuses et de fausses couches chez des ouvrieres exposées de fagon chroniques a des
doses ¢élevées de phtalates.

Une relation significative entre 1’exposition aux phtalates pendant la grossesse et la durée de
gestation a été décrite dans plusieurs études. Dans son étude Latini et al 2003 ont mesuré le
taux du DEHP, MEHP chez 84 nouveaux nés. Ces toxiques ont été détectés dans 65
échantillons parmi les 84 étudiés. Les résultats obtenus confirment que 1’exposition des
humains aux phtalates peut se produire pendant la vie foetale, les résultats montrent

¢également une durée de gestation plus courte (Latini et al., 2003).

Chez ’enfant. Troubles du comportement
Les données, peu nombreuses et récentes, concernent surtout les jeunes enfants. Une

exposition prénatale entrainerait des désordres psychiques associés a une hyperactivité chez
des enfants de 4-9 ans exposés aux phtalates (Engel et al., 2010). Des concentrations sériques

de MEHP et de DEHP ont été rapportées chez des enfants autistes (Kardas et al., 2016).
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Systéme immunitaire
1.11.4 Systeme immunitaire.
Les phtalates se distinguent par leur action sur le systéme immunitaire (Kimber et al., 2010).

Des ¢études in vivo montrent des atteintes respiratoires a différentes doses (Kwak., 2009 );
elles identifient des effets sur des médiateurs chimiques du systéme immunitaire (cytokines
proinflammatoires), ainsi que des modifications de I’expression des IgE et IgG lors
d’expositions chroniques a faibles doses (10ug/kg/j).

Les études épidémiologiques établissent un lien entre la présence de PVC dans les chambres
(revétements muraux et sols, huisseries), la contamination des poussiéres domestiques en
phtalates, et les allergies respiratoires, en particulier chez les enfants (Kwak ES,2009 ). Les

concentrations en MEHP sont corrélées avec 1'asthme chez les enfants (Wang et al., 2015).

Maladies cardiovasculaires et métaboliques

Plusieurs études établissent des liens entre les taux circulants de phtalates et d’autres
pathologies, dont des maladies cardiovasculaires, des désordres métaboliques hépatiques et le
diabéte. Des taux urinaires des phtalates sont corrélés a une insulino-résistance chez 1’adulte
et a une surcharge pondérale,suggérant des effets obésogenes; la présence de métabolites du

DEHP serait plus particuliérement associée a des désordres thyroidiens (Meeker et al., 2009).

Effets sur le foie

Selon la fiche technique du DEHP produite par I'INRS, 1’absorption orale du toxique, chez le
rat, induit la prolifération des cellules du foie et des peroxysomes (organites cellulaires
chargées de la détoxification). Cette prolifération des peroxysomes occasionne une
surproduction de peroxyde d’hydrogene, créant ainsi un stress oxydatif pour les cellules. Ce
stress peut causer des dommages a I’ADN et augmente les probabilités d’apparition d’un
cancer du foie. Cependant, il est confirmé que cet effet est négligeable chez 1’étre humain
puisque nous sommes moins sensibles que les souris ou les rats & une induction de la
prolifération des peroxysomes. En effet, il existe une grande variabilit¢ de sensibilité
hépatique entre les especes, ce qui permet de ne pas considérer le DEHP comme cancérigene
pour le foie. De plus, 'INRS affirme de fagon plus générale, qu’il ne peut pas classer le

DEHP comme cancérigéne a cause d’un manque d’étude spécifique a I’homme.
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Effets épigénétiques
Plusieurs études rapportent des effets de divers phtalates (BBP, DBP, DEHP, MBP) et de leurs

métabolites actifs (MEHP) sur D’expression de génes impliqués dans des fonctions de
reproduction et sur les profils de méthylation génomiques.Une étude de 2005 sur des cellules
humaines de cancer mammaire a montré que le BBP induit une augmentation de l'expression
de I'ARNm du recepteur ERa, en raison d'une diminution duniveau de methylation de I'ADN
de la région promoteur du récepteur. Dans une autre étude réalisée sur des souries, Ge et al,
(2002) a mis en évidence une hypométhylation du proto-oncogéne c-myc dans le foie des
animaux exposés au DnBP.

L’exposition prénatale au DEHP chez les souries induit une augmentation de la méthlation de

I’ADN dans les testicules et de I’expression de la méthyltransférase (Wu et al., 2010).

&
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Tableau 7 : Effets sanitaire chez le nourrisson et I’enfant (SWAN, 2008)
Systéme exposition sexe conséquences Phtalates ou métabolites références
mesurés dans les urines
Reproducteur | prénatale males/ période de grossesse réduite MEP MEHP Latini et al (2003)
femelles prénatale males distance anogénitale MEHP MEOHP Swam (2008)
réduite MEHHP MEP MBP
taille de pénis réduite MEHP
décente incompléte MEHP MEHHP
des testicules MEOHP
lactation diminution du SHBG MEP MBP Main (2006b)
diminution LH MMP MEP MBP
diminution LH MiNP
di minution T libre MBP
Enfance femelles puberté précoce DEHP Colon et al (2008)
enfance males/ femelle rhinite et eczema BBzP Bornehag et al(2004)
Asthme DEHP Bornehag et al
Respiratoire Rhinite eczema DEHP Kolarik (2008)
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Tableau 8 : Effets sanitaire chez I’adulte (SWAN, 2008)
Phtalates ou métabolites
Systéme sexe conséquences mesurés dans les urines références
Reproducteur males/ altération de I’ADN spermatique MEP, MEHP Hauser et al( 2007)
altération de I’ADN spermatique MEP Duty et al (2003b)
males diminution de la motilité MEP Duty et al (2003a)
réduction de la concentration MBP, MBzP
du sperme
males diminution de la motilité DBP, DEHP Zhang (2006)
males diminution T libre MBP Pan et al (2006)
diminution LH
diminution LH/T libre
males diminution du FSH MBzP Duty et al (2005)
diminution mobilité, diminution LH MEP
Respiratoire = males altération fonction pulmonaire MEP, MBP Hopin et al (2004)
Métabolisme  males MEHHP, MEOHP Stalhut et al( 2007)
MBzP, MEP
Thyroide diminution T3 et T4 MBP, MBzP, MEP Meeker et al (2007b)
MEHP

<
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2.Structures de ’intestin gréle
2.1 Anatomie

1) Le duodénum

Le duodénum est la premiere portion de I’intestin gréle. Le canal cholédoque, venant de
lavésicule biliaire, et le canal de Wirsung, issu du pancréas, débouchent dans le duodénum.
Cesdeux canaux, déversant respectivement la bile et les enzymes pancréatiques, ont souvent
unorifice duodénal commun, l'ampoule de Vater. Le duodénum histologique est plus court
quele duodénum anatomique, s'arrétant au niveau de l'ampoule de Vater. La muqueuse
duodénaleest pourvue de villosités plus lamellaires que cylindriques.

Le duodénum recoit le chyme gastrique (substance semi-liquide, épaisse et visqueuse
produite au niveau de I'estomac lors de la digestion de la nourriture), imprégné des
enzymessalivaires et gastriques. Dans cet organe, le chyme subit I'action du suc pancréatique,
de labile et du suc intestinal. Les aliments sont dégradés en nutriments ou métabolites
pouvantfranchir la barriére intestinale. Les résidus non digérés restent dans la lumicre

intestinale etsont évacués dans le cOlon ou ils constituent les feces.

2) Le jéjunum et I’iléonLa plupart des phénomenes digestifs sont réalisés dans le duodénum,
les autres segmentsparticipent principalement a l'absorption des nutriments et des ions. Le
jéjunum fait suite auduodénum et possede une paroi interne constituée d'une muqueuse
tapissée de nombreuxreplis qui augmentent la surface totale interne et permettent une plus

grande absorption des ( Reichardt, 2008)

JeEjunum

Estomac

Oesophage

Pylore

Intestin gréle T Colon

Figure 09 Schéma représentant le tube digestif chez le rat. En blanc I’ensemble intestin gréle - gros
intestin (colon).
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2.2 L’épithélium intestinal
Structure et organisation

2.2.1 Paroi

La paroi de I’ensemble du tube digestif présente une organisation complexe, constituée de

quatre tuniques successives de 1’extérieur vers ’intérieur : la séreuse, la musculeuse, la sous-

muqueuse et la muqueuse (Figure 10).

Oesophage Estemac Intestin gréle Gros mbestin
Caml d'une ghnde ] | -
simiee en dehors du be digesif J H_ 1[ {
(tellz que glande salivaire o pancréas)

de
Muscle longitucinal oL

Muscle circulaire

. Glndede ln
SOIE-Tmuense

Epithéliam superficielle

Villosite

Plexus sous-mueueny <&
(rlandes de la

smlﬁ-muqmtm

Glandes de la mmiquense ™ \R§SE
Mésanilére 7/

Figure 10 : Schéma d’une coupe transversale de la paroi du tube digestif

La séreuse est une tunique fine, formée de cellules endothéliales en continuité avecle
mésentere, recouvrant un tissu lache, et adhérant de fagon intime a la musculeuse sur les faces
et le bord libre du conduit. Cette disposition est favorable aux changements de diametre
associés a la motilité intestinale.

La musculeuse est constituée de fibres musculaires lisses disposées en deuxcouches de
cellules musculaires : une circulaire interne et une longitudinale externe. Entre ces deux

couches se trouve le plexus nerveux myentérique (plexus d'Auerbach).

E
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La sous-muqueuse se compose d’un tissu conjonctif lache a fibres de collagéneet des fibres
¢lastiques, permettant le glissement de la muqueuse par rapport aux couches musculaires. La
sous-muqueuse abrite un riche réseau artériel, veineux et lymphatique, ainsi que le plexus

nerveux sous-muqueux (plexus de Meissner).

La structure de la muqueuse différe considérablement d’une extrémité a 1’autre

du tube digestif, reflétant les différences d’activités et de fonctions de chaque segment du
tractus. La muqueuse est constituée de trois couches successives : la muscularis mucosae, la
lamina propria et I’épithélium.

- La muscularis mucosae est composée de deux couches fines de muscles lisses
longitudinale externe et circulaire interne.

- La lamina propria est un tissu conjonctif fin et réticulé trés riche en capillaires sanguins et
lymphatiques et en leucocytes.

- L’¢épithélium monostratifi¢é est composé d’une seule assise d’entérocytes, entre lesquels
s’intercalent, en nombre plus restreint, les cellules caliciformes a mucus, les cellules
entérochromaffines, les cellules endocrines sécrétrices et les cellules de Paneth exocrines

(Braniste, 2007).

Tout au long de Pintestin gréle, la muqueuse est formée de trois types de structures qui
sont, de la lumiére du tube vers la muscularis mucosae : 1) les villosités, 2) les cryptes
intestinales et 3) les organes lymphoides qui présentent une concentration élevée de

lymphocytes.

2.2.2 Les cryptes intestinales
Les cryptes sont des replis invaginés dans le chorion entre les villosités. Ce sont des

structures hautement hiérarchisées qui comprennent des cellules souches ainsi qu'une
population intermédiaire de cellules déterminées, en croissance rapide et en voie de
différenciation. Elles contiennent les glandes de Lieberkiihn qui sont des glandes tubuleuses
simples droites, serrées dans la partie profonde du chorion, et qui s'ouvrent dans la lumiere
intestinale entre les villosités. Chez la souris, la crypte de l'intestin émerge vers le 14eme jour
postnatal. Les mécanismes par lesquels les domaines embryonnaires intervillus donnent
naissance a la crypte postnatale / adulte sont totalement inconnus. Cependant, I’émergence

des cryptes coincide avec la différenciation des cellules de Paneth dans I’intestin .
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2.2.3 Les villosités
Les villosités sont des replis de la muqueuse et du tissu conjonctif sous-jacent de l'intestin

gréle permettant I'amplification des processus d'absorption par augmentation de la surface
intestinale. L’épithélium prismatique simple, ou monostratifi¢, qui recouvre les villosités, est
essentiellement constitué¢ de cellules cylindriques munies d’un plateau strié, les entérocytes,
entre lesquelles sont présentes quelques cellules caliciformes.

Chez ’homme les villosités commencent a se former entre le jour 51 et 54 de dévelpement
embryonaire, ce qui correspond au début de la morphogenése des villosités a E14,5 chez
I'embryon de souris (B.S. de Bakker,.,2016 ; K.D. Walton et al., 2012 ; L. Karlsson et
al.,2000). Chez les souris, les villosités émergent dans une onde proximale a distale,
apparaissant d'abord dans le duodénum et se propageant dans 1'iléon en I'espace de 36 h [K.D.
Walton et al.,2012), et cette tendance semble étre constante dans l'intestin du feetus humain es.
(de Bakker et al 2016),

Les entérocytes

L’¢épithélium intestinal est majoritairement composé d’entérocytes qui sont spécialisés dans
I’assimilation des nutriments et dans I’absorption de I’eau (Middendorp et al., 2014). Les
entérocytes sont des cellules polarisées. C’est-a-dire que la distribution des structures
cellulaires et des complexes protéiques est asymétrique entre la face apicale, en contact avec
la lumiére intestinale, et la face basale, orientée vers la lamina propria (Lee et al., 2006). Le
pole apical est recouvert de microvillosités qui sont de fins prolongements cellulaires qui
augmentent la surface d’absorption pour les nutriments et forment une structure appelée
bordure en brosse des entérocytes. Elle est riche en hydrolases, en canaux et en transporteurs
de peptides (Thomson et al., 2003 ; Ubelmann et al., 2013 ). Elle exprime fortement la
sucrase-isomaltase (SI), une enzyme qui hydrolyse I’amidon, le sucrose et I’isomaltose
(Thomson et al., 2003 ; Drozdowski et al 2006). Le pole apical des CEIs est en perpétuel
contact avec la flore intestinale et pour se protéger, les CEIs expriment la phosphatase alcaline
(Chistiakov et al.,, 2014; Yang et al, 2012). Cette enzyme diminue [Daffinit¢é du
lipopolysaccharide (LPS) de la paroi bactérienne des bactéries a gram négatif pour son
récepteur immunitaire, le 7o/l Like Receptor 4 (TLR4), se trouvant a la surface des CEls. Le
LPS est un puissant inducteur de I’'immunité innée et des voies pro-inflammatoires (Yang.,
2012 ; Lalles ., 2010).

Le pole basolatéral des entérocytes adhére fermement a la matrice extracellulaire (MEC) via
les hémidesmosomes (Byron., 2013). Le pdle basolatéral des entérocytes se trouve a

proximité des cellules immunitaires résidantes de la lamina propria et soutient la fonction




Chapitre I1 L’épithélium intestinal

immunitaire. Des pores dans la membrane basale des entérocytes permettraient
I’échantillonnage d’antigénes par les lymphocytes T, les macrophages et les cellules

dendritiques (cDs) (Farache et al., 2013 ; McDole ., 2012).

Les cellules caliciformes

Encore appelées cellules a mucus ou «Goblet cells», se situent davantage dans les deux tiers
supérieurs des villosités dans 1’intestin gréle, et dans le colon. Ces cellules dispersées entre les
entérocytes, renferment des globules de mucines libérées sous forme de mucus a la surface de
I’épithélium; lors de cette libération, le mucus s’hydrate fortement, augmente de volume et
forme un hydrogel . Elles secrétent également dans le mucus d’autres types de protéines
comme des peptides trifoliés (Tripeptides Factor Family -TFF) impliqués dans les liaisons
non-covalentes aux mucines (Tomasetto et al., 2000 ; Ruchaud-Sparagano., 2004). Ce
mucus forme des couches stratifiées et recouvre toute la surface de I’épithélium ; Il joue un
role de lubrifiant et de véhicule, peut «engluer» des microorganismes et influencer également

I’absorption de certains peptides (Johansson., 2011).

Cellules entéro-endocrines

Les cellules entéroendocrines englobent plusieurs types de cellules localisées dans tout le
systéme gastro-intestinal leur role principal est la sécrétion d’hormones en réponse a des
stimuli alimentaires (45). Les principales hormones intestinales sont la cholécystokine (CCK),
la sécrétine, la somatostatine et le peptide insulinotrope dépendant du glucose (GIP) (Rindi ef
al., 2004). Les cellules enteroendocrines représentent moins de 1% des cellules épithéliales de
l'intestin (Schonhoff et al., 2004).

Il existe une interaction entre le systéme immunitaire et les cellules entéroendocrines
(Worthington JJ., 2015). Par exemple, les cellules entéro-endocrines expriment des TLR et,
en conséquence, peuvent libérer des chimiokines et des défensines en réponse a des antigenes
bactériens, suggérant que ces cellules jouent un role dans le maintien de 1'homéostasie
intestinale vis a vis la colonisation bactérienne (Palazzo et al 2007 ; Bogunovic et al .,2007).
L'interaction avec le microbiote intestinal ne se limite pas a l'expression des TLR par les
cellules entéro-endocrines. Il existe plutdt plusieurs mécanismes par lesquels ces cellules
coopérent avec le microbiote (Cani et al PD., 2013 ). Par exemple, les cellules L sont un
sous-ensemble de cellules entéro-endocrines sécrétant les peptides 1 et 2 de type glucagon

(GLP-1 et GLP-2) (Gribble., 2016). Les acides gras a chaine courte (SCFA) dérivés du
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microbiote intestinal peuvent activer des récepteurs spécifiques des cellules L, influencant
ainsi le métabolisme énergétique et la fonction de barriére intestinale via la sécrétion de GLP-
1 et de GLP-2 (49). En conséquence, les cellules entéroendocrines ont une interaction unique
avec le microbiote intestinal. De plus, les cellules entéro-endocrines ont également été
impliquées dans les MICI. Friedrich et al. (Friedrich et al., 2015) ont constaté¢ que les
patients avaient une IL-17c pro-inflammatoire sérique et colique élevée et avaient découvert
que les cellules entéroendocrines et, dans une moindre mesure, les cellules caliciformes

étaient les principaux producteurs d’IL-17c.

Cellules Tuft
Un quatrieme type cellulaire issu du lignage sécrétoire a été caractérisé (Gerbe et al., 2011).

Ces cellules appelées cellules Tuft avaient déja été décrites dans plusieurs organes par leur
morphologie particuliére présentant une bordure en brosse trés développée (Sato., 2007). Ces
cellules sont également réparties dans 1’intestin gréle et dans le célon ou elles représentent
environ 0,4% de la population épithéliale. Leur fonction n’est encore pas connue, on sait
cependant qu'elles expriment les enzymes impliquées dans la biosynthése des prostanoides et
des [ -endorphines, suggérant un role dans I’inflammation, la motricité et la douleur digestive
(Gerbe et al., 2011) et I'immunité (Harris., 2016). Il a été recemment démontré leur role dans
les infections parasitaires, ils génerent des réponses de cellules T auxiliaires de type 2 afin de
stimuler I’immunité contre de telles infections (Howitt .,2016 ; von Moltke.,2016).

Cellules de Paneth Chez I’homme, la différenciation des cellules de Paneth a lieu vers la 20e

semaine de gestation. Les cellules Paneth émergent initialement entre la Se et la 7e position de
la crypte, puis migrent vers la base de la crypte adjacente aux cellules souches LGRS + (T.-H.
Kim., 2012).

Elles sont caractérisées par la présence de nombreuses granules de sécrétion dans leur
cytoplasme et produisent des protéines solubles telles que des facteurs de croissance (TGFa,
de I'EGF, du Wnt3 et le ligand de Notch DII4) , des protéines de la matrice extracellulaire
et des peptides antimicrobiens (défensine) ( C.L. Bevins.,2011 ; Sato et al., 2011). Ces
cellules jouent en effet un role important dans la réponse immunitaire innée au niveau de

I’intestin (Elphick et Mahida., 2005).
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Figure 11. Schéma des différentes cellules retrouvées dans l'intestin gréle. (Vacheret., 2008)

1.1.2.1. Les cellules souches épithéliales intestinales
Chez les mammiféres, les cellules souches intestinales assurent I’homéostasie par le

renouvelement de I'épithélium intestinal, ainsi 1'épithélium est remplacé tous les 2-7 jours
(Clevers., 2013a; Crosnier et al, 2006). L'identit¢ exacte des cellules souches
intestinales a été controversée depuis ces 30 dernieres années et deux modeles sont
principalement envisagés (Figure 12). Un premier modéle (« +4 position ») suggere
que les cellules souches intestinales sont situées spécifiquement en position +4 au
niveau de l'axe cripto-villositaire ce qui implique que le fond des cryptes est
exclusivement constitué de cellules de Paneth différenciées (Man et al., 2002). Le
deuxie¢me modele appelé « stem tell zone » suggere que de petites cellules
indifférenciées et en division (appelées « crypt base coluninar cens >>) situées entre

les cellules de Paneth sont les réelles cellules souches intestinales (Figure 12).
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Figure 12: les deux modéles de lieu de résidence des cellules souches de I’intestinales
(Barker et al., 2008)

Les cellules souches sont généralement étudi¢es avec des marqueurs de prolifération
tels que Ki67, BrdU. Musashi-1 ou Sox-4. Lgr. géne cible de la voie des "Wnt ou
encore l'oncogéne Bmi ont été identifiés comme marqueurs des cellules souches
intestinales supportant respectivement le modele de la « stem tell zone » et celui de

la position +4 (Barker et al., 2008: Sangiorgi and Capecchi., 2008).
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Figure 13:Deux modeles du lignage cellulaire des . ripes fie cellules épithéliales
intestinales
Il existe une étape intermédiaire de différenciation entre cellules souches et cellules
différenci¢es spécialisées qui n’est pas complétement décrite (Bjerknes et al., 2006)
(figure 13). A chaque division, les cellules souches engendrent des progéniteurs qui
s’amplifient, puis se différencient dans les différents types cellulaires de I’épithélium
intestinal. Il existe 2 théories concernant ces progéniteurs. II existe 2 théories concernant
ces progéniteurs. A. la premicre théorie est que les cellules souches (S) donnent 3 sortes
des cellules progénitrices bi-potentes (MixE,MixP et MixM ) qui se defférencieront en
entérocytes (C;pour Columnar) ou en celleues a activeé sécrétoire (Paneth P1, Endocrine
El ou Mucosécrétante M1). B.La deuxiéme théorie est que les cellules souches (S)
donnent des cellules progé nitrices communes a toutes les cellules (mix) qui se
différencieront soit 1: en eniterocyte (C1), soit 2/ en une deuxiéme génération de
cellules progénétrices (CGP pour Common Granulocytic Progenitor ) communes aux
lignées de CEI a activité Sécrétoire (Paneth P; Endocrine El ou Muccosécrétante M;).

(Bjerkness et al., 2006). (figure 13 B).

Villosite
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Figure 14 : Organisation des quatre types de cellules différenciées et des cellules souches de
cryptes, le long de 1'axe crypte-villosité dans l'intestin gréle. (Andreu e/ al.,2006)
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2.4 Programme autonome de développement de l'intestin
Les résultats obtenus chez la drosophile et chez les rongeurs indiquent que le mésenchyme est

'élément inducteur initial de la régionalisation de 1'endoderme, puis que l'endoderme ayant
subi l'induction du mésenchyme devient le principal détenteur du programme ontogénique de
l'intestin. De plus, l'utilisation du modele des greffes d'associations hétérologues a permis de
mettre en évidence le caractére réciproque des interactions €pithélio-mésenchymateuses. En
effet, outre l'action du mésenchyme sur l'endoderme, l'endoderme délivre des signaux au

mésenchyme sous-jacent comme en témoigne I'hétérodifférenciation de fibroblastes feetaux de

Emergence des villosités
et cytodifferenciation

Tube digestif
embryonnaire

Formation des cryptes

‘illoshe

PRI -

b
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Intestn gréle Intestin~ Colon  Intestin gﬂer " Colon
Jeolon mﬂE
Embryon e Adule
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Homme Embryon #  Mouwreau-ne

Figure 15 — Développement de I’épithélium intestinal. ( De Santa Barbara & al. , Crosnier
et al. ) .Comparaison du développement embryonnaire et postnatal de 1’épithélium intestinal
chez le rat et 'Homme. En vert, le mésenchyme prend son origine dans les feuillets du
mésoderme. En gris, 1’épithélium du tube digestif provient des feuillets de I’endoderme.

&



Chapitre I1 L’épithélium intestinal

Conception Birth Weaning  Maturity
| % 1 >
|
|
i 280 days 1-20 weeks : 52 weeks

N5days | 3-8weeks

| [
19days | 19-22 days | 5 weeks

Rat: ‘#

Fig 16 : Maturation intestinale chez trois especes (le rat, le porc et I’etre humain)

(Sangild, 2001).

2.6 Perméabilité de I’épithélium intestinal

La fonction premiére de 1’intestin est I'absorption des nutriments issus de 1’alimentation pour
I’ensemble des cellules du corps humain. La perméabilité¢ intestinale décrit le passage de
molécules de tailles diverses au travers de 1’épithélium intestinal. L’épithélium intestinal est
polarisé avec un podle apical au contact de la lumicre intestinale et un pdle basolatéral coté
muqueux. Cette polarité est maintenue grace aux nombreuses jonctions intercellulaires
permettant le passage des molécules d’intérét et limitant celui des microorganismes. On
distingue trois types de jonctions intercellulaires en partant du pdle apical vers le pdle basal:
les jonctions serrées, les jonctions adhérentes (constituées principalement par les cadhérines)
et les desmosomes. Il existe également les jonctions gap ou communicantes, structure
composée de canaux intercellulaires regroupés en plaque, qui permettent la circulation du
cytoplasme entre deux cellules.

Deux voies de passages des composés luminaux a travers 1'épithélium intestinal sont décrites:

une voie paracellulaire et une voie transcellulaire.

2.6.1. La voie paracellulaire
Les jonctions serrées sont des structures dynamiques qui assurent la régulation de la

perméabilité paracellulaire (entre les cellules) (Turner et al., 2000) et la détermination de la
taille des pores permettant le passage des molécules (Li et al.,, 2011). Ce complexe

jonctionnel est constitué¢ de protéines transmembranaires (occludine, claudine et JAM pour




Chapitre I1 L’épithélium intestinal

junctional adhesion molecule) reliées a des protéines intracellulaires (ZO pour zonula

occludens) qui sont rattachées a ’actine, composant du cytosquelette de la cellule (figure 17).

ElLe complexe
protéigue FO-1, 20-2 et
Z0-3F 25t associd au
domaine intra-cellulaire
de 'occludime, La
proteimne AF-B interagit
directement aves Z20-1

AF-6 :

ZO-1 .

Z0-2 :

Z0-3 ;

L

L'occludine &5t une La claudine &st une protéine
phosphoprotéine transmembranaire gui crée
membranaine la barriére de diffusion
intégrale. paracellulaire pour les
Liinteraction sntra solutés, les ions et Meaw.

les molécules
d'occludine et de
Clavdirne de dewux
cellules adjacentes

régule le transport
paraceliulaire.

Figurel7 : Perméabilité intestinale par la voie paracellulaire et structures associées

Les claudines (Figure 17 a) représentent une famille protéique de 27 membres (Mineta et
al., 2011). Elles sont composées de quatre domaines transmembranaires qui forment deux
boucles extracellulaires et deux domaines terminaux cytoplasmiques N-terminal et carboxy-
terminal. Ce dernier posséde les résidus sérine/thréonine sur lesquels peuvent avoir lieu des
phosphorylations, ainsi que des motifs permettant la liaison aux protéines cytoplasmiques,
telles que la ZO (Hu et al., 2013). Les fonctions des claudines sont diverses. Certaines
renforcent la barriére physique de 1’épithélium alors que d’autres sont respensables de la
formation des pores conférant une perméabilité sélective aux cations de petites tailles. Ainsi,
la claudine-2 constitue des pores laissant passer les cations alors que la claudine-16 ne laisse

passer que les ions Mg2+ (Gonzalez-Mariscal et al., 2008).

40
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Fig 18 : Maturation de I’expression des claudines

L’occludine est une protéine transmembranaire constituée de quatre sous unités, et deux
boucles extracellulaires. Ses extrémités C- et N-terminales sont cytosoliques (Bazzoni et al.,
2004). L’occludine interagit avec quatre protéines principales :Z0-1 ZO-2 ZO-3 et AF-6.

Bien que I’absence d’occludine dans les jonctions serrées soit rare, sa fonction physiologique
dans les jonctions serrées reste encore peu connue. Cependant, il a été suggéré un role de
I’occludine dans la signalisation cellulaire. En effet, I’occludine pourrait également agir dans
la régulation de divers événements de signalisation, notamment avec Raf-1 (Li et al., 2000;
Wang et al., 2005). De plus, 1’occludine peut étre impliquée dans 1’activation de RhoA (Ras
homolog gene family member A) par GEF-HI1/Lfc, un facteur d’échange de nucléotide
guanine associ¢ aux jonctions serrées (Aijaz et al., 2006; Benais-Pont et al., 2003).
L’occludine pourrait également jouer un role important dans la localisation des récepteurs du

TGF (Transforming Growth Factor) aux jonctions serrées (Barrios-Rodiles et al., 2005).

&
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Figure 19: Représentation schématique de I’occludine et de la claudine.

(Gonzalez-Mariscal et al., 2003).
Les boucles extracellulaires de 1’occludine sont approximativement de la méme taille: elles
ne possedent pas de résidus chargés et sont trés riches en tyrosine (Y). Plus de la moitié des
résidus de la premicre boucle sont des tyrosines et glycines (G). Quant aux claudines, la
premicre boucle extracellulaire est plus longue que la deuxiéme. Les deux boucles des
claudines démontrent des résidus chargés qui pourraient influencer le passage des ions a
travers 1’espace paracellulaire.

Les JAM sont une superfamille d’immunoglobulines transmembranaire, constituée de 5
membres : JAM-A, JAM-B, JAM-C, JAM-4 et JAM-like. La JAM-A, qui est la protéine
majoritaire, est constituée d’un peptide signal N-terminal, de deux domaines Ig-/ike
extracellulaires, d’un domaine unique intra-membranaire et d’une courte queue cytoplasmique
(40 acides aminés). Elle joue un role fondamental dans le maintien de 1’intégrité de la barriére
en contrdlant la perméabilité intestinale via des interactions avec les autres membres de cette
superfamille ou aux autres complexes formés par les OCLN et les claudines mais également a
la protéine adaptatrice ZO-1 (Laukoetter et al., 2007 ; Severson et al., 2008 ; Nava et al.,
2011 ; Monteiro et al., 2013).

)
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Figure 20: Représentation schématique de protéines JAM (Gonzalez-Mariscal et al.,
2003)

L’ensemble de ces jonctions permet donc la mise en place d’une perméabilité paracellulaire
intestinale sélective entre les cellules de I’épithélium intestinal. En conditions physiologiques,
le diametre des molécules capables de traverser 1'épithélium intestinal par voie paracellulaire
est compris entre 4 et 9 A dans les villosités et de 50 a 60 A dans les cryptes (Sjoqvist et al.,
2000). Le passage par la voie paracellulaire permet le passage des ions et des molécules
hydrophiles jusqu'a un poids moléculaire de 600 Da (Rowland et al., 2001). Cette voie est
utilisée par les petites molécules qui ne peuvent traverser la membrane plasmique hydrophobe
de maniere passive. La voie paracellulaire est déterminée non seulement par la taille des pores
formés par les protéines de jonctions mais aussi par les mouvements d’eau par voie
transcellulaire conduisant a un gradient osmotique. Un défaut ou une perte de certaines
protéines de jonctions permettrait le passage de molécules avec un poids moléculaire
supérieur entre les cellules de 1'épithélium.

Le cytosquelette est décrit comme un acteur important dans le maintien structural de la
monocouche des cellules épithéliales. Il se compose de deux types de protéines : 1’alpha
intégrine qui se polymérise en microtubules et I’actine qui forme des filaments d’actine.

Les microtubules jouent un rdle important dans le maintien de Dintégrité cellulaire,

I’orientation du transport et de la sécrétion intracellulaire et dans la coordination des
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mouvements des organelles. Les filaments d’actine s’associent avec la chaine légere de
myosine (MLC) et d’autres protéines pour former un anneau périjonctionnel d’actino-myosine
(Turner., 2000). Celui-ci interagit avec les jonctions adhérentes et les jonctions serrées telles

que la claudine et I’occludine (Turner., 2009).

La perméabilité para-cellulaire peut étre régulée directement au niveau des protéines de ces
jonctions ou indirectement via le cytosquelette (Shen ez al. , 2011). Un mécanisme central de
cette régulation est la kinase MLCK (myosin light chain kinase). Elle module les interactions
entre le cytosquelette et les protéines des jonctions serrées au niveau de la liaison actine- ZO-
1, conduisant a I’augmentation de la perméabilité. Mais d’autres voies de régulation peuvent

conduire a la disruption_des jonctions serrées et a I’augmentation de la perméabilité.

2.6.2 La voie transcellulaire
Elle est décrite comme étant le passage de molécules avec un poids moléculaire supérieur a

600 Da au travers des cellules épithéliales. Les composés lipophiles ont la capacité de diffuser
au travers de la membrane plasmique et empruntent ainsi majoritairement la voie
transcellulaire. En plus de cette diffusion passive, il existe des transports actifs faisant
intervenir des transporteurs spécifiques comme pour les acides aminés ou le glucose. D’autres
substances peuvent étre transportées au sein de ’épithélium puis redirigées vers le coté
luminal via des protéines d’efflux actifs, telles les P-gp qui permettent I’excrétion de
xénobiotiques toxiques et de leurs métabolites (Konig et al., 2013)).

Au sein du passage transcellulaire, il a été décrit une voie qui implique les mécanismes
d’endocytose/exocytose médiés ou non par des récepteurs membranaires. Il s’agit pour les
cellules épithéliales d’absorber les antigénes alimentaires pour les adresser vers deux voies
différentes : a) par la voie endosomale ou I’antigéne est redirigé vers la lamina propria, b)
I’antigene partiellement dégradé est chargé en molécules de CMH de classe II pour étre dirigé
par exocytose vers la lamina propria, ou I’interaction avec les cellules de I’immunité (cellules
dendritiques) est favorisée (Raposo et al., 1996). Le transport de grosses molécules comprend
¢galement celui des microorganismes dont le site majeur d’absorption est attribué aux cellules
« M » et aux follicules lymphoides isolés. Les cellules dendritiques peuvent aussi directement
échantillonner les bactéries dans la lumiére intestinale, en projetant des extensions

dendritiques entre les cellules (Rescigno et al., 2001)
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Figure 21: Perméabilité intestinale par la voie transcellulaire
(Menard et al., 2010)

2.6.3 Maturation des complexes de jonctions serrées :
Les modeles rongeurs contribuent largement a [’acquisition de connaissances sur le

développement de la barriere épithéliale, tout particulierement sur la régulation de sa
perméabilité. 11 a été notamment décrit le profil d’évolution périnatale de protéines de
jonctions serrées impliquées dans la régulation de la voie paracellulaire (Moussaoui., 2015).
Chez la souris, le profil d’expression de I’occludine, des claudines, de la JAM et de la ZO-1 a
¢été caractérisé par qRT-PCR (Quantitative real-time PCR) et la localisation des protéines par
la technique d’immunohistochimie au sein du tractus intestinal en cours de développement
(Holmes et al., 2006). Les résultats obtenus indique que seule 1’expression et la localisation
des protéines de la famille des claudines sont fortement modifiées de la naissance a 1’age
adulte. L'expression de la claudine 1,2 et 8 diminue au cours de la période postnatale alors
que celle des claudines 3, 7 et 8 augmente (Holmes et al., 2006; Patel et al., 2012), Le profil
d'expression de ces protéines dépend aussi du segment intestinal (celui de la claudine-8
augmente progressivement a partir de l'intestin gréle jusqu'au colon tandis que celui de la

claudine-15 diminue le long du méme axe (Holmes et al., 2006).

&
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Les fortes différences d’expression observées se situent entre le 14éme et le 28&me jour,
période qui coincide avec le sevrage.

Tableau 9. Expression des claudines dans I’intestin des mammiféres

Segment intestinal Expression des claudines  References Expression des references
chez ’homme claudines (sourie)
duodenum 1,2,3,4,5,7,12, 15, Lameris.,2013 2,3,7,15 Holmes., 2006
Sapone., 2011 Lei., 2012
Szakal., 2010

ileum 2, Ty 6%, 1, 1 Lameris 2013  1,2,3,4,7,8,12,15  Holmes., 2006

Wang.,2012
Escaffit., 2005

L’¢étude de Patel et al. en 2012 a permis de décrire I’évolution de la perméabilité intestinale a

la macromolécule de Dextran 4 KDa en période postnatale chez la souris (Patel et al., 2012).
Le niveau de perméabilité est stable durant les deux premicres semaines de vie puis diminue
brutalement au cours de la troisiéme semaine pour évoluer vers une diminution plus

progressive a la 4éme semaine et a I’age adulte (Figure 22).

E
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Figure 22 : Perméabilité intestinale au Dextran 4 KDa durant les huit premiéres
semaines de vie chez la souris. ( Patel ez al., 2012)

2.7 Méthodes d’évaluation de la perméabilité intestinale
La perméabilité paracellulaire peut étre établie par la mesure de la résistance transépithéliale

ou par I’évaluation du passage de molécules marquées du pdle muqueux au pdle séreux. Ces

deux techniques sont complémentaires.
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Figure 23 : Méthode d’analyse de la perméabilité intestinale chez I’homme.

A L'épithélium intestinal fournit une barriére efficace aux macromolécules, aux produits
bactériens et antigénes (Ag) alimentaires, mais un petit pourcentage peut traverser les
jonctions serrées (fleche en pointill¢). Les molécules de haut poids moléculaire et les bactéries
empruntent préférentiellement la voie transcellulaire (fleche verte).

B La perméabilité intestinale est le plus souvent estimée chez ’homme par la mesure de
I’excrétion urinaire de marqueurs ingérés par voie orale (Turner., 2009 ; Odenwald et
Turner ; 2013).

La mesure de la résistance transépithéliale (TER) permet de détecter rapidement et

continuellement la perméabilité transépithéliale. La TER résulte de la résistance de la voie
transcellulaire corrélée aux résistances de la voie paracellulaire. La résistance transcellulaire
est représentée par des résistances en série de la membrane apicale et basolatérale. La
résistance paracellulaire est constituée de la résistance au niveau du complexe apical
(jonctions serrées) et la résistance de I’espace intercellulaire. Cette derniére étant trés faible,
est souvent négligée. Tenant compte que les résistances au niveau des membranes sont tres
¢levées, c’est la variation des résistances au niveau des jonctions serrées qui détermine si
I’épithélium est lache ou non. Un ¢pithélium lache est caractéris¢ par une TER
d’approximativement 100 Q.cmz2, et un épithélium serré posseéde une TER supérieure a 100

000 Q.cmo.
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La TER varie tout au long du tractus gastro-intestinal, en étant plus faible au niveau de
I’intestin gréle, élevée au niveau du cdlon et I’antre gastrique et trés haute au niveau de
I’oesophage et du fundus gastrique. La barriére intestinale au niveau du gréle est lache pour
assurer le transport bidirectionnel des fluides. Par contre au niveau du célon la TER est élevée
pour permettre un passage sélectif de certains électrolytes et d’eau, tout en empéchant le
passage accru des antigenes bactériens et toxines. Le désavantage de cette technique est
qu’elle fournit des informations seulement concernant le passage des particules chargées et ne

peut étre utilisée pour des mesures in vivo.

La deuxiéme méthode consiste a suivre la perméabilit¢ a des macromolécules, capables
essentiellement d’un passage paracellulaire. La mesure in vivo consiste a administrer des
substances non métabolisables de masse moléculaire différente comme le lactulose et le
mannitol grice a une surcharge orale. La quantification par chromatographie de gaz, du
pourcentage d'élimination des deux substances dans les urines donne des informations sur le
pourcentage d'absorption. Le bon choix du marqueur est un facteur trés important a prendre
en compte. Les marqueurs classiquement utilisés sont divisés en trois groupes :

- les sucres — mannitol, rhamnose, lactulose, cellobiose, inuline

- les isotopes — 51Cr-EDTA, dextran-FITC (fluoro-isothiocyanate)

- polyéthylene glycols (PEG- 400 et PEG -1000)

Les polyéthyléne-glycols et les isotopes ne sont ni métabolisés ni produits par 1’organisme.

Le désavantage des sucres est qu’ils sont dégradés par les bactéries au niveau de 1’intestin et
induisent la libération endogéne de créatinine.

L’¢évaluation de la perméabilité intestinale est effectuée de maniére indirecte par le dosage du
marqueur dans les urines collectées pendant 6 ou 24 heures apres 1’ingestion.

Le mannitol est un monosaccharide (182.17 Da) dont la voie de passage préférentielle a
travers la BEI est le transport transcellulaire, par diffusion passive a travers la membrane
plasmique des entérocytes . Le lactulose est un disaccharide qui est tres faiblement absorbé en
conditions physiologiques. Son transport a travers la BEI s'effectue par la voie paracellulaire
et est donc limité par les jonctions serrées. Ces deux sucres, non métabolisés par 1'organisme,
atteignent la circulation sanguine et sont excrétés intacts dans les urines et dosés par
chromatographie en phase gazeuse.

Chez I’animal de laboratoire, le dosage du marqueur (ex. dextran-FITC) peut étre effectué
apres 4 heures dans le plasma (Giannone et al., 2006; Laukoetter et al., 2007).

Mesure in vitro
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b)- Les sacs intestinaux éverseés :

Cette technique a été mise au point par WILSON et WISEMAN en 1954, sur des rats et des
hamsters, pour 1’étude du transport de sucres et d’acides aminés de la muqueuse a la surface
de la séreuse. L’intestin de 1’animal prélevé puis retourné sous forme de sacs, plongés dans un
milieu salin avec les molécules a étudier (transport des molécules, parametres cinétiques).
L’oxygénation du milieu permet d’augmenter la viabilité du tissu au-dela de 2h. L’avantage
de cette technique est de permettre 1’étude des mécanismes d’absorption de molécules qui
sont réalisés par des transports actifs ou des diffusions passives. En plus c’est une méthode
simple et rapide, mais elle présente quelques inconvénients, comme [’absence de
vascularisation et d’innervation, 1’éversion du tissu intestinal qui peut provoquer des lésions
morphologiques.

¢)- Un mod¢le de tissus isolés : La chambre de Ussing

La chambre d’Ussing (Figure 24) est une méthode qui évalue le transport intestinal des
¢lectrolytes, nutriment et des molécules. Elle a été développée par Hans Ussing qui étudiait le
transport actif du chlorure de sodium (Clarke., 2009). Le principe de la méthode consiste a
placer un morceau de tissu intestinal entre 2 demi-chambres de mani¢re a délimiter 2
compartiments. Le compartiment muqueux, en contact avec la bordure en brosse des cellules
épithéliales et d’autre part le compartiment basolatéral ou séreux, en contact avec la couche
musculaire du tissu basolatérale strippé. L’ensemble de la chambre de Ussing est alimenté par
un fluide biologique tamponné a 7,4 (Ringer Bicarbonate Krebs). Un mélange de gaz
constitué a 95% d’oxygene et 5% de gaz carbonique barbote le milieu tamponné. La viabilité
du tissu intestinal monté est objectivée par la prise de son potentiel électrique grace a des

¢lectrodes au Calomel. Ce potentiel peut varier entre -2 et 20 mV (Clarke., 2009).

]
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Compartement Compartiment
mugqueux séreux

e —

Oxygénation et
circulation ou

milieux dans chaqu -
compartiment

Chambre

de using

Clamp

electrique

Figure 24 : Montage en chambre de Ussing

Le modele cellulaire Caco2

Cette ligné cellulaire a ¢été établie en 1974 (Fogh et al., 1977). Elle provient de cellules
cancéreuses de colon humain. En 1983 Pinto démontre que cette lignée possede un potentiel
de différenciation de type entérocytaire. Les cellules en culture se différencient pour former
un ¢épithélium mimant la barriére intestinale. Elles expriment alors les caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles de 1’épithélium intestinal (microvillosités, jonctions serrées,
enzymes spécifiques...). En général, les cellules sont cultivées sur un support poreux,
habituellement pendant une période de 15 a 21 jours dans un milieu Eagle modifi¢ de
Dulbecco additionné de 20% de sérum de veau foetal, 1% d’acides aminés non essentiels et 2
mM de L-glutamine. Les cellules sont cultivées dans une étuve a 37°C en présence de 10% de
dioxyde de carbone et d’'une humidité relative de 95%. Le milieu de culture est changé au
deux jours. L’étude de transport est réalisée lorsque les cellules sont a confluence en
modifiant le milieu de culture par une solution saline balancée de Hanks ajustée a un pH de

6,5 du coté apical et de 7,4 du co6té basolatéral.

51



Chapitre I1 L’épithélium intestinal
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Fig 25 : Diagramme d'une monocouche de cellules Caco-2 cultivées sur un filtre
(Neidele., 2011)

-Patch-clamp - permet de détecter les courants ioniques traversant un canal individuel.
L’hyperperméabilité
L’hyper perméabilité intestinale est retrouvée dans toutes les pathologies suivantes, méme si
ce n’est pas le seul mécanisme en jeu car ce sont le plus souvent des pathologies multi-
factorielles, mais il doit absolument étre pris en considération :
Maladie inflamatoire de 1’intestin, maladie alcoolique du foie, syndrome de I’intestin irritable.

La cirrhose hépatique, I’insuffisance rénale chronique
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Fig 26 : Les principales maladies entrainanant une hyperperméabilité intestinale

Tableau 10: (Hiroshi Fukui., 2016)

Maladie Test de perméabilité | Changements épithéliales | Inflammation dans les organes
IBD IP1in CD (L/M test) | Expression de PrP(c) | au | LBP et sCD14 sérique? correlé
IP?1 in CD (active > niveau de 1’épitélium Avec disease activity et
inactive) colique ( CD and UC cytokines proinflammatoires
(L/M test) patients)
IP1 in inactive UC
(L/M test)
IP1 in 50% CD and
31% UC
maladie Pt (51Cr-EDTA Z0-1 et occludin dans le | IL-8 sériquet, granulocytose
alcoqhque test) duodenum ¢ Correl.ée a une endotoxemie
du foie L'h <abilits Hepatite alcolique
yperpermeabiite TNF-a sériquet correlée avec
est associce . .
. endotoxemie dans la cirhose
A une dysbiose alcoolique
(51Cr-EDTA
test)
IPt 1 (L/M test)
IBS TNF-a, IL-1B, IL-6 sérique?

IP 1t particuliérement

chez les PI-IBS et
D-IBS

IP* associée a IBS

expression ZO-1 |

correlée avec

IP paracellulaire
augmentée[ 17]
expression Z0O-1 et

Notament in D-IBS
LPS-induced TNF-a production
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interference avec le
travail, anxieté et

occludine |

depression
(L/M test)
La cirrhose IP1 (L/M test, 51Cr- Occludin et claudin-1] TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 et
hépatique EDTA test ’ dans le duodenum IFN-y?1 particuliérement chez ceux
’ correlé négativement avec | avec massive ascites
PEG test) ) .
taux d’ endotoxine
sérique
NAFLD IPt (51Cr-EDTA 70-1 dans les villosités expression de la protéine TLR4 dans
le foie 1
test) Nuclear ZO-1 dans les in NASH [23]
IP 1 (L/M test) chez | cryptcelll correlée avec | TL.R4 mRNA et
les enfants 1P TNF-a sérique 1 in NAFLD
steatohepatite TLR4 mRNA1? (NASH >
NAFL)
Obstructive | p4 (L/M test) Occludin, claudin-1, -7 TNF, IL-6, IL-81
jaundice :
P+ (PEG test) proteins { dans le
duodenum
SAP

IP 1t (L/M test)
IP 1 (PEG test)

TJPs dans le colon

occludin et ZO-11 chez
les patients ayant BT

Cytokines Inflammatoires 1 IL-6,
TNF-a, CRP, CT

2.8Absorption des nutriments, de I’eau, et des électrolytes

L’absorption est le processus qui permet le passage sélectif des nutriments vers le milieu

intérieur, le sang et la lymphe. Elle a lieu pour I’essentiel dans I’intestin gréle (dans des

régions variables selon les nutriments. Les mécanismes d’absorption différent selon les

substances absorbées. Ils peuvent étre passifs (par simple diffusion selon un gradient de

concentration sans dépense d’énergie), actifs (impliquant un transporteur et un apport

d’énergie) ou facilité (par des transporteurs.

-
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3.1. ANIMAUX
Conditions d’élevage et de traitements

Les animaux utilisés dans cette étude sont des rats Wistar, aprés accouplement les femelles
gestantes sont isolés de leurs congéneres, et élevées dans un environnement controlé a 23°C
avec un cycle jour/nuit de 12h/12.

Nature des cages et biberons : Toute utilisation de plastiques est écartée pour éviter des
contaminations en phtalates. Les animaux sont hébergés en cages de polycarbonate, et les
biberons sont en verre

Régimes: les femelles sont nourries avec un régime low phyto-estrogenes 2918 (Harland,
tableau 1). Ce régime a une teneur réduite en phyto oestrogenes (250 mg/kg) par rapport a un
régime standard, il est préconisé pour I’étude des perturbateurs endocriniens dont les phtalates
font partie. Les animaux ont de 1’eau ad libitum.

Les rattes gestantes sont exposées aux phtalates (DEHP, DINP et DEP) jusqu’au sevrage. Ces
produits sont administrés par gavage tous les jours et a heure fixe a raison de 388 et 830
mg/kg/j respectivement.

Les rates gestantes témoins sont gavées avec le véhicule : I’huile de Mais dans les mémes
conditions. Les animaux sont pesés tous les jours avant administration des produits, la prise
alimentaire hebdomadaire est également mesurée. A la naissance les portées sont égalisées a
8-9 ratons.

Nous obtenons donc 4 groupes expérimentaux :

- groupe témoins (n=48), constitu¢ des ratons issus de meres contrdles ayant recu uniquement le
véhicule.

- groupe (n=48), constitué des ratons issus de meres traitées au DINP.

- groupe (n=48), constitué des ratons issus de meres gavées avec le DEP.

- groupe (n=36), constitué¢ des ratons issus de meres soumises au DEHP.
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Tableaull : Composition de I’aliment 2018

Macronutrients

Crude protein % 18.6
Fat( ether extract) % 6.2
Carbohydrate(aviable) % 44.2
Crude fiber % 3.5
Neutral detergent fiher % 14.7
ash % 53
Energy densly Koal/g(kg/g) 3.1(13.0)
Calories from protein % 24
Calories from fat % 18
Calories carbohydrate % 58
Fig2? : alimant 2918(from
calcum % 1.0 de bouchons)
phosphorus % 0.7
Num-phylale phosphorus % 0.4
Sodium % 0.2
Potasium % 0.6
Chloride % 0.4
Magnium % 0.2
Zino Mg/kg 70
Manganese Mg/kg 100
Copper Mg/kg 15 Régima 2018 Harland
Lodine Mg/kg 6 P
Liron Mg/kg 200 i
selenium Mg/kg 0.23
Aspartie acid % 1.4
Clutamic acid % 34
alanine % 1.1
glycine % 0.8
threonine % 0.7
Proline % 1.6
Serine % 1.1
Leoine % 1.9
Isouleucine % 0.8
Valine % 0.9
Phenylalanine % 1.0
Tyrosine % 0.6
Methoinine % 0.4
Cystine % 0.3
lysine % 0.9
Histidine % 0.4
Argenine % 1.0
trytophan % 0.2

E
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Vitamin A IU/g 15.0
Vitamin Ds IU/g 1.5
Vitamin E IU/Kg 110
Vitamin K;(menadinne) Mg/Kg 50
VitaminB;(thiamin) Mg/Kg 17
Vitamin D;(riboflavin) Mg/Kg 15
Niacin (nicotine acide) Mg/Kg 70
Vitamin B¢(pyndoxine) Mg/Kg 18
Pantothenic acid Mg/Kg 33
Vitamin Bj»(cyanocobalamin) Mg/Kg 0.08
biotan Mg/Kg 0.40
folate Mg/Kg 4
choline Mg/Kg 1200
L
C18 : di palmitic % ur/
C18 : di stearlic % 0.2
C18 : 1w9 oleic % 1.2
C18 : 2wb6 linoleic % 3.1
C18 : 3w3 linoleic % 0.3
Total caturated % 0.9
Total monounsaturated % 1.3
Total pioyunsaturated % 34

Cholesterol Mg/Kg _

Les ratons sont allaités par leur meére durant toute l'expérience. Ils sont pesés
quotidiennement jusqu’au sacrifice qui a lieu a la naissance (TO0), 8,(T8) , 14, (T14),T21 et 30
jours post- natal.

3.2 . DISSECTION

Les animaux sont sacrifiés et simple laparotomie est pratiquée, 1’intestin gréle est prélevé
immédiatement et lavé dans une solution de NaCl (0,9%) a 4°C. Le duodénum est éliminé
jusqu’a I’anse de Treitz. L’intestin gréle est divisé en deux fragments de longueurs égales,

dénommés respectivement jéjunum et iléon.
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Une portion de chacun des organes est homogénéisée dans de 1’eau physiologique (4,15 ml/g
de poids frais) grace a un homogénéisateur (Ultra-Turrax T8, Ika). Les homogénats sont
maintenus a -20°C. IIs pourront servir a I’analyse d’activités enzymatiques. Une autre portion
de chacun des organes est incubée pendant 24 h dans une solution de RNA later (Sigma
Aldrich. USA) a 4°C puis congelés a -20°C pour 1’analyse génique. Un centimetre de chaque
fragment est rapidement plongé dans un fixateur (formaldéhyde 10%) en vue de 1’analyse

histologique,

| | gestation | lactation | ]
PR GD1 PND 0 PND7 PNDI5S PND 21 30

: g_ijk (sevrage)
e
o

Ly ot

PND1 ' <«—! Sacrifice : cerveau, rein, foie, intestin,
Accouplement Ij% / ¢
Hystologie Microscopie Dosages
, . iochimi immunohistochimie
électronique biochimiaues

Figure 28 : Protocole d’exposition de rats a différents phtalates. GD : (jour de gestation),
PND : (jour postnatal )

3.3 DOSAGES D’ACTIVITES ENZYMATIQUES

Dosage des activités disaccharidasiques

Les activités de la lactase, sucrase etmaltase ont été déterminées selon la méthode de
Dahlgvist (1964), en utilisant respectivement le lactose, le saccharose et le maltose comme
substrats. Le glucose libéré aprés 1 heure d'incubation a 37°C a alors été révélé en utilisant

I'enzyme glucose oxydase-peroxydase

=]
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1% incubation : 60 minutes & 37°C
disaccharidases
disaccharides 5 glucose + monosaccharide
2% incubation : 60 winutes & 37°C
glucose oxydase
glucose + O, 5 acide glucuronique + H,0
peroxvdase

H;Qg SH0+ 0°

0° + ortho-dianusidine réduite S ortho-dianisidine oxydee

Fig29 : principe du dosage des disaccharidases.
Solution de TRIS-Glucose Oxydase (TGO)
2 mg de glucose oxydase sont solubilisés dans 60 ml de TRIS-HCI (0,5 M ; pH 7) auxquels
sont ajoutés 500 pl de solution d’ortho-dianisidine (10 mg/ml, préparée extemporanément lors
de la réalisation du TGO), 500 ul de solution de peroxydase (1 mg/ml) ainsi que 1 ml de
Triton X-100 (0,25 g/g d’éthanol). Le volume est amené a 100 ml avec du tampon TRIS-HCl
(0,5 M ; pH 7). Le réactif TGO est conservé a I’abri de la lumicre, a 4°C, pendant une

semaine maximum.

Substrat-maléate

Les solutions de substrat-maléate (lactose-maléate, saccharose-maléate ou maltose-maléate)
sont des solutions de lactose, de saccharose ou de maltose (0,056 M) dissous dans du tampon
maléate (0,1 M ; pH 6).

Tampon maléate

Le tampon maléate est une solution d’acide maléique (0,1 M) dont le pH est amené a la valeur
de 6 grace a une solution de NaOH (1 M).

Méthode

Au temps « 0 minute », on ajoute 50 pl d’une solution de substrat-maléate aux 50 pl
d’homogénat dilué. Les tubes BL, BS et BM recoivent, a la place des solutions de substrat-
maléate, 50 pl de tampon maléate (0,1 M ; pH 6). Tous les tubes sont vigoureusement agités
puis placés dans un bain-marie réglé¢ a la température de 37°C. Cette incubation dure 60

minutes et permet I’hydrolyse des substrats en monosaccharides.

]
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Apres 60 minutes d’incubation, tous les tubes regoivent 1,5 ml du réactif « TGO » de maniere
a stopper I’hydrolyse des substrats dans les tubes destinés a mesurer 1’activité des
disaccharidases et afin d’initier la mesure de la quantité de glucose libérée par cette hydrolyse.
Afin d’obtenir des volumes identiques dans tous les tubes, 50 pl d’eau, 50 pl de solution de
substrat-eau et 50 pl de tampon maléate sont ajoutés respectivement aux tubes destinés a
mesurer 1’activité des disaccharidases, aux tubes «blancs» et aux tubes de la courbe étalon.
Aprés une agitation vigoureuse, les tubes sont incubés pendant 60 minutes a 37°C.

Apres cette 2eme incubation, tous les tubes sont centrifugés a 1 000 g pendant 3 minutes afin
de précipiter d’éventuels débris cellulaires.

L’absorbance des surnageants est mesurée au moyen d’un spectrophotomeétre réglé a la
longueur d’onde d’émission de 420 nm.

Les activités spécifiques des disaccharidases sont exprimées en pmol de substrat hydrolysé

par minute et par g de protéines.
Dosage de la phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline est dosée selon la méthode de Bessey et al. (1946) utilisant le para-
nitro phényl phosphate (PNPP) comme substrat. Le substrat est composé de PNPP a 5 mM et
de MgCl2 a 1 mM dans un tampon carbonate/bicarbonate 30 mM, pH 9.8. 20 pL
d’échantillon dilué sont alors ajoutés al ml de substratpréchauffé¢ a 37°C et la cinétique
d’apparition du para-nitro phénol (PNP), de couleur jaune, est suivie pendant 3min (mesure

tous les 30 secondes) a 407 nm.

3.4 Dosage des protéines
La concentration en protéines contenues dans les homogénats intestinaux est estimée par la

méthode de Lowry. Celle-ci est basée sur deux réactions colorimétriques :

- la réaction de Biuret, dans laquelle Cu2+, en présence d’une base, réagit avec la liaison
peptidique en donnant une couleur bleu-profond,

- et la chimie de Folin-Ciocalteu, dans laquelle un mélange complexe de sels inorganiques
réagit avec les résidus tyrosine et tryptophane des protéines en donnant une intense couleur

bleu-vert (Lowry ef al, 1951).

-
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Méthode

Les homogénats intestinaux sont dilués a 1’aide d’eau distillée, de maniére a ce que leur
concentration en protéines soit comprise entre les points extrémes de la courbe étalon. 1 ml de
réactif C est ajoutés a 50 pl des échantillons dilués, le mélange est agité, apreés 10 min, 0.1ml
de réactif E sont ajoutés et le mélange est agité. Aprés 30 minutes d’incubation a température
ambiante, I’absorbance des échantillons est mesurée au moyen d’un spectrophotomeétre réglé a
la longueur d’onde d’émission de 795 nmet comparée a celle d’'une gamme étalon d’albumine

sérique bovine (BSA).

3.5 Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées a I’hopital de Meslem Etayeb a Mascara, Service de
I’Anatomie Pathologique. La technique utilisée est celle décrite par (Houlod, 1984) qui
comporte les étapes suivantes :

1/Fixation : La fixation des échantillons a été faite dans le formaldéhyde 10% Les
prélévements réalisés sont alors mis dans des cassettes spéciales a parois tournées afin de
permettre le passage des liquides.

2/L’inclusion et réalisation des blocs

La paraffine utilisée pour I’inclusion des prélévements n’étant pas miscible a I’eau, une étape
de déshydratation est nécessaire avant 1’inclusion. Les échantillons ont été déshydratés dans
des bains successifs d’éthanol a 80%, 90% et absolu puis dans 4 bains successifs de toluene.
Les échantillons ont ensuite été inclus transversalement dans des moules métalliques. Cette
étape a été réalisée a I’aide d’un distributeur de paraffine liquide a 55°C.

3/Réalisation des coupes

Apres refroidissement a -20°C des blocs de paraffine contenant les prélévements, trois
niveaux de coupes de 4 um d’épaisseur ont été réalisés a 1’aide d’un microtome manuel. Ces
coupes sont étalées sur des lames, déplissées dans un bain d’eau gélatineuse chaude, puis les
lames ont été¢ déposées sur une plaque chauffée a 55°C permettant le collage du prélévement

sur la lame.

4/La coloration
Pour la coloration, on a utilisé la technique a I’Hématoxyline-Eosine ou (Hématéine-Eosine) ;
qui nécessite la présence de 1’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique a 70% + 50 ml d’acide

HCI), eau ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et solution d’Eosine

=
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(100ml Eosine solution aqueuse a 3%, 125 ml alcool éthylique a 95%, 375 ml d’eau distillée
et 2 gouttes d’acide acétique).la coloration est effectuée selon les étapes suivantes :

3.6 Microscopie électronique a balayage

Préparation d’échantillons:

-Fixation : au glutaraldéhyde a 2,5% tamponnée (PH7.4) pendant 2heures a 4°C

-Ringage : au tampon phosphate (0.2M/PH7.4)

-Post-fixation:au tétroxyde d’osmium 1% dans le tampon phosphate (0.1M) pendant 1heure
-Ringage : au tampon phosphate (0.2M/PH7.4)

-Déshydratation dans des bains d’alcool a degré croissant (70°,90°,100°) puis dans
I’oxyde de propylene.

-Observation au M.E.T

3.7 Préparation des membranes de la bordure en brosse ( Homogénat )
1 ¢ Muqueuse dans 20 ml du tampon A

Homogénéiser pend‘;mt 20 min, ajouter Mgcl2

v
Centrifuger a 3000 / 15 min

/\

Centrifuger a ZLOOO/ 30 min

1
S1 ¢

C2 S2
Suspendre C2 dans un volume de tampon B
Ajouter Cacl2 1 mM final
Fig 30 : préparation des membranes de la bordure en brosse

Composition des tampons : Tampon A50mM mannitol, 2 mM Tris/HCI, pH 7.5, 1
mMnylmethylsulfonylfluoride (PMSF), 5 g/ml leupeptin, 1 g/ml pepstatin, and 5 g/ml
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aprotinin
Tampon B 50 mMmannitol and 10 mM HEPES/Tris, pH 7.5

TamponC300 mMmannitol, 10 mM HEPES/Tris, pH 7.5, 1 mM PMSF, 5  /ml leupeptin,
1 g/ml pepstatin, and 5 g/ml aprotinin with

Dosage des lipides

Cette méthode permet de déterminer la quantité de lipides totaux d’un échantillon (Folch et
al., 1957). Le principe de cette séparation est fondé sur le caractére hydrophobe des lipides.
Dans un premier temps, les lipides sont extraits en utilisant un mélange chloroforme/méthanol
(2/1 ; v/v) a raison de 20 volumes par volume de matériel. Aprés une heure d'agitation, 0,2
volume de KCI (0,8% dans ’eau) par volume du mélange d’extraction est ajouté afin de
séparer des phases hydroalcoolique et chloroformique. Le mélange est mis sous agitation
pendant 5 minutes avant d’étre centrifugé (4°C, 5 min, 1120 g). La phase chloroformique est
récupérée et lavée trois fois par un volume équivalent de la phase hydro alcoolique
précédemment ¢éliminée (CHCI3/MeOH/KClI a 0,8% (3/48/47 ; v/v/v). La phase
chloroformique finale est "éclaircie" par ajout de méthanol puis filtrée sur papier pasteur en
utilisant un mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; v/v). Le filtrat est séché par un
évaporateurrotatif, mis en solution dans du chloroforme, refiltré en utilisant du chloroforme
sur un filtre Whatmann afin d’éliminer toute trace d’eau puis évaporé sous courant d’azote.
L'extrait sec est remis en solution dans un mélange chloroforme/méthanol (2/1 ; v/v) et

conservé a —20°C jusqu'aux analyses.

mis en solution dans un mélange de solvants organiques (chloroforme/méthanol, mélange 2/1,
vol/vol). La solution est ensuite filtrée afin de séparer la phase solide délipidée de la phase
liquide contenant les lipides. A cette dernicre fraction est ajouté du chlorure de potassium 0,9
% (un volume pour 5 volumes de phase organique). Deux phases se forment alors : une phase
inférieure chloroformique contenant les lipides et une phase aqueuse supérieure constituée de
méthanol et de la solution de KCI, comprenant les lipoprotéines ainsi que des sels minéraux.
La phase supérieure est ¢liminée par aspiration pour ne garder que la phase chloroformique
que I’on traite au Rotavapor. Sous ’effet d’une dépression et a une température de 44°C, le
chloroforme est évaporé puis condensé dans un flacon de récupération. Il ne reste alors plus

dans le récipient initial que les lipides totaux,

dont la masse est déterminée par pesée (m lipides). Le pourcentage de lipides contenus dans

I’échantillon peut étre calculé selon la formule suivante :

=
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% lipidique = (m lipides / m échantillon) x 100

3.8 PROTOCOLE DU TEST LACTULOSE / MANNITOL.:

Aprés une nuit de jeline, les rats sont gavés par un mélange composé des 2 marqueurs
mannitol / lactulose (120 mg et 80 mg respectivement dans 1 ml). Les urines sont recueillies
au cours de 24 heures dans des cages métaboliques , leur volume est mesuré. Le dosage se fait

par chromatographie.

5. TECHNIQUE DE DOSAGE:

La clairance du mannitol et du lactulose est calculée aprés dosage des oses par
chromatographie liquide. La technique comporte 1'ajout d'étalons internes.

Les échantillons d'urine sont centrifugés puis filtrés. Deux solutions d'étalonnage contenant
des quantités variables de lactulose et de mannitol sont préparées. Dans le chromatographe, le
mélange, réalisé a partir des échantillons d'urine des ratons agéd de 21 jours, est passé dans la
colonne. Chaque sucre est repéré en fonction de son temps de rétention par rapport aux
étalons internes. Les sucres sont détectés dans 'ordre sui vantant : mannitol, lactulose, . Ceci
est visualisé¢ sur un chromatogramme obtenu en 12 minutes. Les aires sous la courbe des
différents sucres sont mesurées et servent au calcul des concentrations.

Cette technique permet ainsi d'établir une comparaison entre les clairances urinaires des

deuxsucres ingérés.

Chaine HPLC Perkin Elmer série 200 équipée d’un injecteur automatique , d’une
pompe quaternaire d’un four a colonne a effet Peltier et d’un dégazeur . Détecteur a
diffusion de lumiére S.E.D.E.R.E. France Sedex 55. Logiciel de traitement de résultats
Chrom version 6.3.1(Perkin Elmer). Colonne Luna NH2 100 A (Phenomenex ) 250*5
Um maintenue a 40 ¢
Eluant A eau distillée
Eluant B Acetonitril (VWR)
GRADIENT 0-15 min a 18% A

15-17 min 18% A

17-18 min 18 a 15% A

18-23 min 15% A
Débit 3ml /min
Volume injecté : 25 ul
Détecteur a 25 % C

Etalonnage externe avec D-mannitol et lactulose en solution de ....
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Préparation des échantillons par dillution au % (echantillon 5 et 6)et au 1/10 echantillon
(1-4) dans I’eau distillée centrifugation 10 min a 10 000 rpm et filtration sur filtre nelon
0.45 um

3.9 Immunohistochimie

L’immunohistochimie (IHC) est réalisée sur tissus fixés montés sur lame et repose sur la
détection du peptide ou de la protéine qui va étre reconnue par un anticorps spécifique. Cet
anticorps est lui-méme reconnu par un anticorps secondaire couplé a une enzyme (la
peroxidase dans notre cas).

La révélation se fait alors a 1’aide du substrat de 1’enzyme (diaminobenzidine pour la
peroxidase). Nous avions utilisé des anticorps primaire, anti-ki67, anti-occludines développés
chez le lapin. L’anticorps secondaire utilisé était I’anticorps biotinylé anti-lapin, qui se fixe
sur ’anticorps primaire. A ce complexe, nous avions rajouté les protéines : avidine, biotine et
peroxidase qui vont permettre a la fois une amplification du signal et une détection des sites
expression et ce, apres addition du substrat de I’enzyme peroxidase, le DiAminoBenzidine
(DAB). Ce substrat chromogene va traduire une réaction positive par une coloration marron

aux sites d’expression de la protéine recherchée. Le principe est illustré dans la figure n 28 .

Coloration
DAB brune

.

|AB PI Complexe Avidine-Biotine-Peroxydase

Anticorps primaire

Lamelle

Coupe de tissu

Figure31: Principe de ’'immunohistochimie.

Briévement, a partir des coupes de paraffine, nous réalisons une étape de
déparaffination qui consiste en une succession de bains. Le premier est un bain de xyléne,
suivi d’alcool 100%, d’alcool 90%, d’alcool 70% et enfin d’alcool 50%. Les coupes sont

ensuite placées dans un mélange de 3,5 ml d’H202 30% complété a 100 ml avec du méthanol

&



Matériels et méthodes

pendant 30 minutes, étape nécessaire pour inhiber les peroxydases endogénes présentes dans
le tissu. Les sites non spécifiques sont ensuite bloqués pendant 1 heure avec du sérum normal
de chévre (NGS) : 120 ul de NGS complétés a 10 ml avec du PBS 1X (Phosphate Buffer
Solution).

L’anticorps primaire : anti-ki67 ou anti-occludine humain dilué¢ au 1/100 dans du PBS 1X est
alors rajouté et reste au contact des sections tissulaires pendant toute une nuit a 4°C. Le
lendemain, 2 ringages au PBS 1X sont effectués avant de rajouter pendant 2 heures 1’anticorps
biotinyl¢ dilué¢ au 1/250. Deux lavages au PBS 1X sont effectués et le tissu est incubé avec le
complexe avidine-biotine-peroxidase pendant deux heures.

Deux derniers lavages au PBS 1X sont réalisés avant la révélation de la réaction finale

suite a I’addition substrat DAB.

Enfin, nous faisons un contre marquage pendant 1 minute a I’hématoxyline de Carrazzi, qui
colore les noyaux en bleu. Finalement, nous procédons a I’étape de déshydratation qui
consiste a refaire plusieurs bains croissants d’alcool (50%, 70%, 90%, 100%) puis de xylene

avant de les monter avec le milieu de montage pour microscopie.

3.10 Dosage des cytokines
Kits

TNF-o and IL-6 ELISA kits were purchased from Biosource International (Camarillo, CA,
USA). The lower detection limits of these kits are 4 pg/ml. The optical density was measured
by using an automatic plate reader (Spectra Image; Tecan) at 450 and at 620 nm for reference.
Cytokines Assay

Plasma TNF-o and IL-1p were measured by ELISA method in accordance with the

manufacturer's instructions and were expressed in pg/ml.

3.11 Détermination du statut oxydant/antioxydant
1. Détermination de P’activité des superoxide dismutase (SOD)

Les SOD sont des métalloprotéines possédant une activité enzymatique. Elles représentent
une des premicres lignes de défense contre le stress oxydant puisqu’elles assurent
I’élimination de 1’anion superoxyde (O2") par une réaction de dismutation, en le transformant
en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene.

L’activité des SOD a été déterminée au niveau de l'intestin a 1’aide d’un kit commercial

selon la méthode de Nishikimi ez al. (1972).

=
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2. Détermination de ’activité de la Gluthation peroxidase (GPx)

La GPx est une sélénoprotéine (cinq isoformes) possédant une activité enzymatique, qui
réduit les peroxydes aux dépens de son substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son
role principal consiste en I’élimination des peroxydes lipidiques résultant de 1’action du stress
oxydant sur les acides gras polyinsaturés.

L’activité de la GPx a été déterminée au niveau du de l'intestin a 1’aide d’un kit selon la
méthode de Paglia et Valentine (1967).

3. Détermination de ’activité du malondialdéhyde (MDA)

Le MDA, ou dialdéhyde malonique, est un composé chimique de formule CH(CHO),. 11
est présent naturellement dans les tissus, ou il est une manifestation du stress oxydant. Il est
issu notamment de l'action des dérivés réactifs de 1'oxygeéne sur les acides gras polyinsaturés.
Il réagit avec la désoxyadénosine et la désoxyguanosine pour former des adduits a 'ADN
(Nair et al., 2008).

Principe
La méthode est basée sur la formation d’un complexe fluorescent entre deux molécules
d’acide thiobarbiturique (TBA) et une molécule MDA. Le chromophore ainsi formé (MDA -
TBA), présentant une absorbance a 515 nm et une émission a 550 nm est quantifié par H par
spectrophotométrie (Baudrimont et al., 1997).

Méthodes

Le dosage spectrométrique du MDA a été effectué selon la méthode décrite par Ohkawa
et al., (1979). A 400 pul d’extrait protéique de l'intestin ont été ajoutés 1,5 ml d’acide acétique
20 %, 1,5 ml du TBA 0,8 %. Les échantillons ont été chauffés a 95 °C pendant 20 min puis
refroidis dans la glace. 5 ml d’un mélange de n-butanol+pyridine (15 :1 V/V) ont été ajoutés a
chaque échantillon. Aprés agitation vigoureuse et centrifugation (3000 rpm, 5 min), le
surnageant a été isolé et la DO a été lue a 546 nm. Un tube blanc contenant 400 pl de H,O
sera traité¢ en parallele. La concentration du MDA a été calculée en utilisant le coefficient
d’extinction du complexe MDA-TBA (e= 1.56 x 10° mol” .Lem™ 4 546 nm).

4. Détermination de I’activité catalase (CAT)

L'activité catalase est déterminée par la méthode de Aebi et al., 1984. A 3 ml de H,O, (54
mM de H,0; dans 52 mM de Tompan phosphate, pH=7), 5 ml de solution catalase est ajouté.
La diminution de H,O, est mesurée par spectrophotométrie a 240 nm et 258 nm 60s apres.
Les hémolysas de la préparation intestinale sont centrifugés a 3200 RPM est l'estimation de
l'activité catalase est déterminée a partir de 1ml de 'hémolysa une unité de l'activité catalase

dégrade 1 mmol de péroxyde d'hydrogene pendant 60s.
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Kits:

Superoxide dismutase (SOD) kit
Biodiagnostic, Giza, Egypte

Glutathione Peroxidase (GPx) kit

3.12

Traitement statistique des résultats

les résultats sont exprimées sous forme de moyenne + écart type. L’analyse statistique des
différences obtenues entre les valeurs observées chez les groupes traités et le groupe témoins
a été réalisée par une analyse de variance (ANOVA) . Le seuil de significativité statistique est

de p <0.05.

|
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4. RESULTATS
4.1 Influence de I’exposition au phtalates sur I’évolution de la prise
alimentaire chez les méres, le poids corporel et le poids des organes des ratons

Dans cette partie nous évaluons les conséquences de I’exposition aux phtalates par gavage
chez les rats femelles gestantes et en période de lactation sur 1’évolution de leur poids
corporel, leur gain de poids et leur prise alimentaire journaliere. Le tableau 11 montre une
diminution de la consommation d’aliment par les femelles traitées en périodes de gestation et

lactation par des phtalates, se traduisant par une diminution du gain moyen quotidien.

Si I’on évalue la quantité de nourriture ingérée par semaine pendant la période de gestation et
lactation , on constate une différence entre les femelles traitées au phtalates et celles témoins,
la prise de nourriture hebdomadaire (exprimée en g/g poids corporel) est significativement
réduite, et ce dés la 2eme semaine de gestation chez les femelles traitées, est devenue 2 fois

inférieure (P<0,001) a celle des femelles témoins..

Tableau 12 : Effet des phtalates sur la prise alimentaires hebdomadere (g).

Groupe Gestation(j) Lactation (j)

1-7 8-14 | 15-21 1-7 8-16 | 16-21
Témoin 22 26 28 31 40 45
DINP 19 19+ 17+ 16+ 19+ 23+
DEHP 17g 12+ 15+ 16+ 15+ 14.7+
DEP 20 20 18+ 17 17 19

Pendant I’expérience, on observe une évolution réguliere du poids corporel des 4 groupes.
Cependant, des le 8eme jour de gestation , 1’évolution du poids corporel chez les femelles
traitées est significativement diminuée (24%, p <0.05), a t 20 j le poids des femelles témoins
s’accentue pour atteindre 290g, alors que chez les rats traitées les valeurs sont au alentours de
221 et 210 g pour les groupes DINP, DEHP et DEP a cause des mises-bas prématurés qui ont
lieu au 17eme jour de gestation ( 258g, et 273g), il est a noter que le DINP s’avere plus
puissant que le DEHP. Aprés la naissance, cette différence de poids persiste

significativement.

4.2 . Effet de I’exposition aux DINP, DEHP et de DEP sur le poids des ratons :

La baisse du poids chez les animaux ayant subit un traitement au phtalates est apparente et

devient significative a partir de la deuxiéme semaine postnatale (p < 0.001). La masse
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corporelle diminue d’environ 50 % suite a 1’effe des phtalates comparés aux témoins et sans

différence notable entre les trois traitements..

100 -
— 30
20
2 60 4 —Control
20
g 40 - —DEHP
%‘ 20 - DINP
= 0 T T T T , —DEP
20 - TO 17 T15 T121 T30

Age of rat (days)

Fig 32 : Effets des phtalates sur le poids des ratons. (p < 0.001).

Effet sur le poids des organes

Le poids des organes (cerveau et reins) est significativement diminué, il est important de
noter que chez les rats adultes traités au DEHP ou DINP, la masse du foie est augmentée, nos
résultats indiquent le contraire, ce qui laisse penser que les effets dépendent non seulement de
la dose mais aussi la période de 1’exposition. Nous avons également obsevé une diminution
significative du poids de I’intestin (duodénum et jéjunum) chez les ratons issus de meres
traitées au DINP et DEP en comparaison avec ceux issus de meres témoins ou €xposé au
DEHP (p< 0,0001). Apres 30 jours d’exposition, les trois phtalates avaient induit une
augmentation du poids du cerveau et des reins ainsi qu une réduction de la taille du foie

(tableau 12)

&
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Fig 33 : impact des phtalates sur la longueur de I’intestin chez les ratons a différents

ages

Pendant les deux premiéres semaines postnatales nous avons observé une diminution

significative de la longueur de I’intestin chez les ratons issus de meéres traitées au DINP, DEP

en comparaison avec ceux issus de meres témoins ou éxposé au DEHP (p< 0,05).

Néanmoins, apres 21 jours d’exposition les phénoménes s’inversent et on note une légere

¢longation de D’intestin des animaux traités aux phtalates. Au 30 eme jour postnatal la

longueur de I’intestin est a nouveau réduite (p< 0,05) sous traitement au phtalales.

E
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Tableaul3 : Effet des trois phtalates sur le poids de ’intestin (Duodénum, Jéjunum et 1Iléon), le foie, le rein et le cerveau

Groupes Intestine (D, J, 1) Pois de I’ organe (g)

Foie Rein cerveau
7 jours
Control (0.058+0.006 , 0.257+0.019, 0.160+0.009) 0.334+ 0.005 0.063 +0.001 0.454+0.02
DEHP (0.06+0.004, 0.157+0.006, 0.102+0.019) 0.362+ 0.033 0.065+0.005 0.431+0.48
DINP (0.054+0.006, 0.172+0.02, 0.111+0.012) 0.270 =+0.02 0.063+0.004 0.357+0.03
DEP (0.069+0.003, 0.241+0.01 , 0.135+0.04) 0.43 + 0.04 0.088 +0.001 0.44+0.06
15 jours
Control (0.10+£0.013 , 0.421+0.01, 0.453+0.02) 1.09 +0.02 0.17+0.01 1.02+0.01
DEHP (0.06= 0.005, 0.25+0.03, 0.117+0.014) 0.617 + 0.034 0.11 +0.016 0.878+0.025
DINP (0.049+ 0.009,0.172+0.015 ,0.147 + 0.024) 0.526+ 0.011 0.112 + 0.01 0.766+0.004
DEP (0.098+0.001, 0.180+0.03, 0.148+ 0.024) 0.55 +0.01 0.097+0.001 0.74+0.01
21 jours
Control (0.185% 0.01 ,1.01 +£0.13+, 0.78+ 0.08) 1.92 £ 0.1 0.29 +0.04 1.79+0.03
DEHP (0.094+0.001, 0.411+0.04, 0.267+0.02) 0.911 +0.01 0.13 = 0.05 0.922 + 0.5
DINP ( 0.131+0.1, 0.388+0.01, 0.3+0.008) 0.952+0.15 0.138 = 0.06 0.819+0.1
DEP (0.2+0.02, 0.41+0.1, 0.32+0.1) 0.9+0.02 0.4+011 0.85+0.12
30 jours
Control ( 0.325+0.032 , 1.538+0.26, 1.12+0.16) 3.817+0.28 0,331+0.008 1,072+0.022
DEHP (0.146+0.029, 0.822+0.061, 0.557+0.062) 1.273 +0.119 0.221+0.005 0.983+0.018
DINP (0.142+0.034 , 0.695+0.072, 0.708+0.062) 1.498+0.23 0.275+0.004 1.00+0.014
DEP (0.23+0.02, 0.701+0.04, 0.633+0.03) 2.08 +0.02 0.24 +0.006 0.87+0.021
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Le poids relatif de l'intestin gréle s'est accru de 50% entre t 7 et t 15, le méme phénomene est observé
entre t15 et t 21 .L’exposition aux phtalates avait induit une réduction de 50 % du poids de I’intestin
(tableau 12).

Le foie est le premier organe cible de I’effet déléteére des phtalates. Chez les rongeurs adultes, 1’effet le
plus évident d’une contamination chronique au DEHP par voie orale se traduit par une hépatomégalie
prononcée, conséquence d’une hyperplasie et d’'une Hypertrophie des hépatocytes ce qui ne corrobore
pas avec nos résultats.

4.3 Effet sur la morphologie de I’intestin : Etude histologique de la hauteur des
villosités

La classification de Marche et al.(1972), en cinq grades ou groupes, sont trés voisines, basées sur la

hauteur des villosités, le rapport entre cryptes et villosité (C/V)et le nombre des cellules a calices.

-Le grade I correspond a la normale, les villosités mesurent 350 a 500 u, le rapport C/V vaut 0.27.

- Le grade II correspond a une atrophie modérée : la hauteur villositaire varie de 300 a 350 u, le
nombre des cellules absorbantes s’abaissent.

- Le grade III est une atrophie partielle : la hauteur villositaire varie de 150 a 300 u et le rapport C/V
de 0.27 a 1. Les cellules caliciformes tendent a augmenter. Il peut exister des altérations des cellules

absorbantes.

-le grade V correspond a I’atrophie totale ; la muqueuse est plate ( type de I’entéropathie au gluten ).
Les cellules caliciformes sont nombreuses. Les cellules absorbantes sont aplaties.

Nous avons observé une réduction significative de la hauteur des villosités du jéjunum dans le groupe
DINP alors que le DEHP seul n’a eu aucun impact dans le duodenum. Par ailleurs dans ce méme
groupe, des effets délétéres sur la morphologie et des I€sions de I’intestin ont ét¢ mis en évidence
comme en témoigne la diminution du score histologique et ’infiltration des lymphocytes

( 1ésions lymphoépithéliales) (Figure 34). Ces résultats montrent que les phtalates alteérent la structure

de ’intestin.
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Fig34 : effets des phtalates sur le diametre de I’intestin (10x) A) DEHP T21J C)DEHPT7J D)DEHP
T21D F)DEHPT21D G)DHPT301 I)DINPTOD H)DINPT30J J) TEMOIN 71

L’étude histologique révele que le traitement au DEHP et DINP réduit significativement le diameétre de
I’intestin quelque soit le fragment étudié, la diminution a 1’age de 21 jours est plus importante que

celle observée au 7 €éme jour postnatal.
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Fig 35: Enterocytes caractérisant la partie distal des ratons entre j0 et j 14 (grossissement 10x)

L’iléon des ratons au stade JO,j7 et j14 présente certaines particularités : en effet, a ce stade bien précis
du développement, on observe normalement des enterocyte avec une grande vacuole, ce qu’on appelle
(feetal type). Cela est interprété comme le résultat de 1’absorption lipidique et protéique. La nature
lipidique des vacuoles intestinales a été confirmée par des réactions histochimiques caractéristiques.
Les lipides absorbés donnent des acides gras et des monoglycérides qui s’accumulent sous forme de
gouttelettes a I’intérieur des cellules avant de se transformer en triglycérides . La présence d’inclusions
lipidiques dans les vacuoles constitue une phase de stockage cellulaire temporaire .

Chez tous les animaux traités, la proportion des VET semble moins importante que celle observée
chez les animaux témoins.

Nos résultats ont démontré que I’exposition gestationnelle et lactationelle aux phtalates induits chez les
nouveau-nés des altérations histologiques au niveau de I’intestin (figure 35). Aprés la naissance
(pendant la période néonatale) les entérocytes a vacuoles sont les cellules prédominantes dans la partie
distale , ce type dit feetal est caractérisé par une activité d’endocytose €élevée ( fonction de digestion) .
A partir de la troisiéme semaine de vie postnaatale lorsque la transition du lait maternel a la nourriture
solide a lieu la matutation intestinale est accélérée et se traduit par des changements structurels et

fonctionnels .
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Fig 36: Coupes histologiques des intestins de ratons au stade JO, j7 et j30 suite a I’exposition gestationnelle et
lactationelle a 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP. (A—C) duodenum section de ratons non sevrés ( 21 jours)
éxposé au DEHP, DINP,ou ’huile de mais . (D, E) trophie des villosités dans le jejunum des ratons agés de 7 jours,
exposé au DINP et DEP , (F) villosité de taille normale dans le jejunum des rats traités au DEHP, (G) jejunum
témoin, (H) control iléon des ratons témoins agés de 7 and 14 jours, (I) Atrophie villositaire au niveau de I’ iléon
grades 3 et 4 dans le groupe DINP p, (J) infiltration lymphocytaire dans iléon de rats(21 et 30 jours ) traités au
DEHP, (K) villosité de I’iléon groupe DEP . (L) villosité ilealles des animaux témoins agés de 30jours. Formalin
fix, paraffin embedded, hematoxylin—eosin reaction, 40 magnification
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L’¢étude histologique montre chez le groupe témoin une diminution de la taille des villosités due a
I’immaturité. La hauteur des villosités augmente avec le vieillissement. Vers la troisiéme semaine de
vie postnatale les villosités sont plus ou moins matures et les entérocytes sont bien distinguées.
L’exposition périnatale au DINP se traduit a la naissance au niveau du duodénum (24hpostnatal) par
une atrophie villositaire (grade 2 a 3) avec immaturité des couches. Au niveau du jejunum, apres 7
jours de traitement des ratons au DINP on observe une légere diminution de la taille et du nombre des
villosités, une légére atrophie de grade 1 a 2, tandis que les autres couches sont d’aspect normal.
L’atrophie s’accentue pour devenir trés sévere grade 4 au 30eme jour de traitement (fig 35). Chez les
ratons issus de meres traitées au DEHP, 1’étude histologique ne révele aucun effet jusqu’ au 7eme jour
ou les fragments analysés sont d’aspect normal. Cepandant chez les ratons de 15 jours on observe au
niveau de I’iléon un infiltrat inflammatoire lymphocytaire folléculaire au niveau de la sous muqueuse
(fig 35). 1l est intéressant de noter que chez les rats agés de 21 jours cette infiltration disparait et on
note une taille normale des villosités.

Au 30eme jour de traitement le DEHP semble avoir un moindre effet en comparaison avec le DINP sur
la morphologie de I’intestin.

A la naissance le duodénum des ratons témoins est caractérisé par des villosités de taille normale, les
couches sont bien différenci¢es. Cepandant chez les animaux traités au DEHP nous avons constaté
I’absence de glandes de brunner.

Les noyaux des enterocytes étaient de taille augmentée et hyperchromatique.

Fig 36 (suite) : infiltration lymphocytares
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Fig37 : Effet des phtalates sur ’expression de la Ki-67 dans ’intestin des ratons suite a I’exposition
gestationnelle et lactationelle , B) jejunum et iléon de ratons témoins a la naissance , (E, F) jejunum et
iléon de ratons témoins agés de 30 jours. (C, D). jejunum de ratons aprés 7 et 30 jrs de traitement au
DEHP. (G, H). Intestine de rats exposés au DINP . La réaction positive des cellules indiquée par la
collorations marron des noyaux ; 40 magnification. DEHP, diethylhexyl phthalate; DINP, diisononyl
phthalate.
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Fig38 :Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP DINP DEP sur
I’expression de la protéine Ki-67 au niveau du duodenum, jejunum et I’ ileon des rats au stade 7, 21 et 30

jours de traitement

4.4 Prolifération cellulaire

L’indice de prolifération cellulaire dans les différents fragments d’intestin a été recherché afin de voir
si les modifications structurelles s’accompagnaient d’un effet sur la prolifération des cellules
intestinales. A la naissance on observe les cellules marquées au Ki-67, 90% (noyaux marrons foncé)
particuliérement au niveau des cryptes (figure 34). Le nombre de noyaux marqués au Ki-67 est
notablement différent entre les quatre groupes avec une diminution significative (p< 0.001) lors des

traitements aux DEHP et DINP (Figure 34).(7% et 0% respectivement). Apres 30 jours d’exposition
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aux phtalates on n’observe aucune différence de ’indice de proliferation (Ki-67) en comparaison
avec les sujets témoins excepté pour le groupe DINP. Il apparait que les produits testés entrainent
une diminution de la longueur des villosités en raison de I'hypoprolifération au niveau des
cryptes et incapacité a reconstituer la muqueuse.

4.5 Enzymes de maturation
La figure 39 montre que dans le jéjunum I’activité lactasique est significativement élevée chez les

ratons du groupe DINP quelque soit leur age (40% p P<0,05). Contrairement au DEHP qui ne semble
pas influencer I’activité de cette enzyme dans cette partie d’intestin.

Au niveau de I’iléon on observe une augmentation significative de I’activité sous I’effet du DINP.
D’autre part le DEHP induit des perturbations notables de 1’expression de cette enzyme avec une

légere diminution au 7eme jour qui s accentue vers la fin de la période néonatale.
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Fig 39 : Effet de ’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur
Pexpressionde la lactase au niveau du A) duodénum, B) jejunum et C) ileon des rats au stade JO, J7,
J15,j21 et j30 (p < 0.001).
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Fig40 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur
Pexpression des activités de la maltase au niveau du A) duodénum, B) jejunum et C) ileon des rats au
stade JO, J7, J15, j21 et j30(p < 0.001).

Phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline est synthétisée de manicre ubiquitaire

dans I’organisme, au sein de la

mugqueuse intestinale sa présence est limitée aux entérocytes (gharbi 2007).

Dans la présente étude, I’analyse des modifications induites de I’activité de la phosphatase alcaline

suite au traitement phtalates indique que I’expression de cette enzyme suit la méme tendance que chez

les témoins mais reste €¢levée chez le groupe traité durant toute la durée de I’expérimentation (fig 41).
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Fig41: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur
P’expression des activités de la phosphatase au niveau du duod, jej et ileon des rats au stade J0, J7, J15,
j21 et j30(p < 0.001).

L'activité de la phosphatase alcaline duodénale n'a pas significativement vari¢ apres traitement au
phtalates , tandis que celle de la saccharase a augmenté entre le 14eme et 21eme jour d’expositions,
puis est demeurée a un niveau stable jusqu'au 29 jours dans le duodénum. Au niveau de ce méme
compartiment [’activité chez les ratons du groupe DINP est significativement élevée a la naissance,

mais diminue entre le 7eme et 21eme jours de traitement jusqu'a atteindre des valeurs équivalente au
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groupe témoin apres un mois d exposition (P<0,01.).

4.6 Effets des phtalates sur la teneur des protéines totales

Le taux de protéines est pratiquement faible dans les sept premiers jours de vie chez tous les groupes
d’animaux a partir de cette période une augmentation remarquable est constatée, cependant pour les
groupes traités ce n’est que vers le 20eme jour que le taux de protéines s’éléve progressivement dans le
duodénum et atteint un niveau important que celui du groupe témoin vers le 30°™ jour .

L’analyse des protéines au fragment jéjunum indique une augmentation progressive au cours du
vieillissement chez tous les groupes d’animaux. En outre les taux de protéines étaient plus importants
dans ce fragment que dans le duodénum pour les groupes DINP et DEHP . 1 est cependant intéressant

de constater que dans la partie iléon la sécrétion de protéines était plus importante pour le groupe

DINP.
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Fig42 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur
I’expression des protéines totales niveau du A) duodénum, B) jejunum et C)ileon des rats au stade JO,
J7,J15, j21 et j30(p < 0.001).
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4.7 Effet sur la perméabilité intestinale

L’exposition aux DEHP et DINP a augmenté significativement le volume d’urine et de la matiere
fécale (tableaul3).

Tableau 14 : impact des phtalates sur le volume urinaire (ml) et la masse de la matiére fécale (g)

Volume | pH Matiere fécale

Fem/mal Fem/mal
Témoin 21 2.5 7 0.76/0.80
DINP T21 3.2/27 |5 3.07/2.38
DEHP T21 5/3.3 4 3/2.13

Dans le groupe DINP 21 jours, le volume des urines était augmenté en comparaison avec les animaux
témoins pour atteindre 5 ml chez les femelles, et 3.3 chez les males, tandis que le volume fécal était de
3.07mg pour les males 2.38 mg pour les femelles.

Plusieurs études ont montré que la perméabilité est élevée a la naissance et diminue avec le

vieillissement.
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Fig 43 : Effet de ’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur
la perméabilité intestinale chez les rats agés de 21 jours. (p < 0.001).

3 eme

Les résultats montrent une augmentation de la perméabilité paracellulaire (Figure 43) a la et
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et 4°™ semaine chez les animaux traités depuis la naissance par les phtalates. Les résultats obtenus
indiquent une augmentation de la quantité totale de mannitol excrétée, ainsi q'une augmentation des

quantités totales de lactulose.

4.8 Effet sur les jonctions serrées
Dans ce travail, nous nous sommes concentrés sur I'étude des mécanismes sous-jacents potentiellement

impliqués dans les effets des phtalates sur la perméabilité paracellulaire. La localisation histologique
de l'occludine et la claudine 3 dans le duodénum, jejunum et I'iléon a été évaluée en utilisant la
microscopie. Nos données montrent que chez les ratons témoins agés de moins de 21 jours la Cldn-3
est principalement localisée dans les crytes aux jonctions intercellulaires et ce quelque soit le fragment
d’intestin (Fig 44 A, B ,C) . A partir du 21 eme jour postnatal la claudine se localise le long de 1'axe
crypto-villeux.

Chez les ratons témoins l'occludine était principalement localisée dans le cytoplasme le long de 1'axe
crypto-villeux dans tous les groupes, avec le signal le plus abondant détecté dans le jéjunum son
expression reste constante pendant la période postnatale .

Neéanmoins, I’intensité de marquage des protéines de jonctions serrées occludine et claudine 3 est

diminuée dans le jéjunum des sujets traités (p < 0,01)

Nous avons ainsi identifié que Cld3, un des constituants des jonctions serrées, était une cible
moléculaire de DEHP, DINP et DEP. De nombreuses études menées dans des modeles cellulaires
montrent que la diminution de l'expression de Cld3 et Ocl suite a I’exposition aux phtalates est
associée a une augmentation de la perméabilité.

L’analyse en immunofluorescence de coupes de jejunum, iléon de ratons et 1’analyse en western blot
des isolats de cellules correspondants ont permis de montrer une expression diminuée de Cld3 et Ocl

associée au phtalates par rapport aux ratons controles.
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Figd4: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP sur ’expression
de la claudine 3 au niveau du duod, jej etileon des rats au stade J0, J7, J15, j21 et j30

A)TOD B)T0J C) TOIléon D)T30D D)T30J F)DINPTOD H) DINP24HILEUM DDINPT7J J)
DINPT7J L)DINPTI15] M)DINPT30D N)DINP T30JEJ O)DINP T 301 P) T Négatif .

(T témoin ,D duodénum, J jejunum, I iléon )
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Fig45 (suite), Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et DEP

sur ’expression de la claudine 3 au niveau du duod, jej etileon des rats au stade J0, J7, J15, j21 et j30
E) FEHP T7 1 F)

A) DEHPT7J B)DEHPT15J C)DEHPT21D D)DEHPT21J

DEHPT30J G).H)DEPTOI
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Fig 46 : Effet de ’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et
DEP sur ’expression de occludine au niveau du duod, jej et ileon des rats au stade JO, J7, J15,
j21etj30 A)TOD B)TOD C)TOILEON D)T30D E) T30 JEJ F) VPRIME G) DEHP

T7ILEONL)DEHP TISD O)DEHP T21 D K) TEMOIN POSITIF  N) T NEGATIF
Q) DEHP T30 I
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Figd47: Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et
DEP sur ’expression de ’occludine au niveau du duod, jej et ileon des rats au stade J0, J7,
J15,j21 et j30 B) DINP24 HI C)DINP T7 ILEON D) DINP T7D E) DINP T7JEJ G) DINP
T15J G)DINPT30D H)DINPT30JEJ K)DEP24 HILEON L)DEPT21J
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Activité de la catalase

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

TO

Catalase

T0 T7 T15 T21 T30

Age des ratons

900
o 800
=
E 700
& 600
[P]
S 500
= 400
£ 300
>
= 200
(5]
< 100
0
T7 T15 T21 T30
Age des ratons (jours)
900 -+
% 800 -
= 700 -
=
S 600 -
8500 -
= 400 -
2300 -
200 -
[P}
< 100 -
0 _
TO T7 T15 T21 T30
Age des ratons (jours)

Fig49 : Effet des phtalates sur ’activité de la catalase. (p < 0.001).
4.9 Effet sur le statut oxydant

Chez les rats témoins ’activité de la catalase était similaire pour les 5 groupes d’ages (0,7,15,

21,et 30) quelque soit le fragment d’intestin étudié. L’exposition au DEHP n’a pas modifié

I’activité¢ de I’enzyme au niveau du duodénum et 1’iléon, une légére diminution est observée

au niveau du jéjunum. Cependant I’exposition gestationnelle et lactationnelle au DINP induit

une augmentation significative de 1’activité de la catalase dans les trois fraction étudiées.
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L’activité de la catalase retrouvée au niveau de chaque fragment intestinal sous I’effet des
phtalates est représenté dans la figure 49. Dans le premier fragment d’intestin (duodénum)
I’activité enzymatique diminue légeérement chez les groupes d’animaux et reste 1égérement
inférieur chez les rats témins jusqu’au 30eme jour de vie. Cependant de t21 a t30 les tendances
s’inversent et la teneur en protéines continue d’augmenter chez les groupes traités pour

atteindre une valeur de 800ug/mg de mucus, mais elle augmente significativement chez le

TBARS
Au niveau sérique le taux des TBARS était signigicativement élevé chez les ratons issus de

meres traitées par DINP et DEP , une légére augmentation était provoqué par le DEHP.

TBARS umol/ml

Temoin DINP DEPT DEHP

Fig50 : TBARS chez des rats agés de 21 jours(p < 0.001)
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Fig51 : Effet de ’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et
DEP sur le taux de MDA au niveau du duod, jej , ileon des rats (p < 0.001).
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Stress oxydant
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Fig52 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et
DEP sur I’activité de la GPx au niveau du duod, jej , ileon et serum des rats (p < 0.001).
Récemment, on a démontré que 1’exposition au phtalates est associée a une inflammation et
un stress oxydant avec I’activation des macrophages dans différents tissus. Dans la présente
étude, nous avons montré que 1’éxposition des ratons durant la vie intrautérune et aprés la
naissance pendant un mois entraine une baisse significative de ’activité des enzymes du
stress oxydant notament la Gpx (p< 0.001) et la SOD (p < 0.001) dans les trois fragment

d’intestin.
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Fig53 : Effet de I’exposition gestationnelle et lactationelle 2 380mg/Kg/pc de DEHP, DINP et
DEP sur ’activité de la SOD au niveau du duod, jej etileon des rats (p < 0.001).
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4.10 Effets sur les Cholesterol triglycerides HDL LDL
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Fig 54 :_Effet des phtalates sur les triglycerides, cholesterol, HDL et LDL sérique
(p <0.001).

Notre étude montre que 1’exposition aux trois phtalates augmente significativement le taux
des triglycérides (p< 0,0001), la hausse était remarquablement plus importante dans le groupe

DEP, le cholésterol était également augmenté par le DEHP et DINP, cepandant les LDL sont
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significativement diminués par le DINP et le DEP (p< 0,0001) , une légére aumentation était

notée chez le groupe DEHP mais sans etre significative.

4.11 Effet sur la production des cytokines

Pour évaluer si I'intestin était une source pour l'augmentation des cytokines sériques, nous
avons quantifié les taux de I’IL-6 et TNF. Les ratons exposés a 380 mg de DEHP et DEP par
kg et par jour ont montré une augmentation significative des taux sériques de TNF et de 1’116.
Au niveau tissulaire les memes phénomenes sont mis en évidence (duodénum (p<0.004),
jéjunum (p< 0,0001), cepandant dans 1’iléon du groupe DINP le traitement ne semble pas

influencer la production du TNF

40 m TEMOIN
m DINP
m DEP T21
30 H DEHP,

20

10

TNF IL6

Fig 55 : Taux des cytokines au niveau sérique chez les ratons agés de 21 jours (témoins,

traités (DEHP, DINP et DEP).
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Fig 56 : Effet sur la production des cytokines au niveau tissulaire ‘duodénum, jejunum,
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4.12 Biodisponibilité
Pour déterminer le taux d’absorption de DEHP, DINP DEP, leur quantité totale excrétée dans

l'urine a été prise en compte.

Dans la présente étude, nous avons mesuré les niveaux des trois phtalates dans les urines de
ratons apres une exposition de 21 et 30 jours via le lait maternel. Nos résultats révelent que les
trois phtalates DEHP, DEP et DINP étaient présents dans tous les échantillons d’urines de
24h récotés de ratons issus de meres traités.

Nos résultats montrent qu’une quantité de 16 ug/ml de DEHP étaient présente dans I’urine,
des quantités faibles de DEP et DINP étaient également détectées.

I1 est important de noter que meme les échantillons témoins contenaient des phtalates, mais a
des taux tres faibles par rapport aux animaux témoins. Les échantillons ont été probablement

contaminés.

4.13 Determination de la teneur des lipides membranaires
Nos résultats montrent que 1’exposition des ratons in utero et pendant la période néonatale

diminuent entraine des fluctuations dans le taux des lipides totaux. Le taux de cholesterol était

significativement diminué (p< 0,0001).
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Fig 57 : Chromatogramme de DINP (1)DEP (2) et DEHP(3) dans les urines de ratons
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Discussion

Afin d’évaluer les effets potentiellement néfastes des phtalates au cours du développement,
plusieurs études menées chez les rongeurs ont soumis les meres a des doses faibles (ou fortes)
pendant la gestation, ou chez le raton jusqu’au sevrage, ou les deux.

Les phtalates peuvent traverser la barriére placentaire et passer dans le lait maternel, avec un
risque important sur le developement des feetus et nouveau-né. Les métabolites des phtalates
de longue chaine tels que le MEHP et le phtalate de monoisononyle, en particulier, ont été
trouvé dans des échantillons de lait vu leur liposolubilité croissante ce qui peut faciliter leur
ségrégation dans le lait.

Plusieurs études ont démontré que I’exposition in utero et pendant la période néonatale au
phtalates peut entrainer une perturbation endocrinienne et altérer la fonction de reproduction
chez ’homme et I’animale. Les concentrations utilisées dans cette étude sont plus élevées que
celle auxquelles I’étre humain est exposé. La dose journalicre a laquelle les femmes sont
exposées est d’environ 15 ug/kg/j, cepandant dans les services de néonatalogie les nouveau
nés prématurés soumis a une nutrition parentérale sont exposées a des doses qui varient entre
10 et 20 mg/kg/j (Loff et al., 2000).

En plus pour corréler 1’effet toxique observé chez les animaux avec des doses journaliéres
pour I’etre humain, des concentrations 10 fois plus élevées sont utilisées pour compenser les
variations entre et intra especes (Xu Y et al., 2005).

5.1 Dévelopement des rats et maturation intestinale

Notre étude a permis de mettre en évidence pour la premiére fois I’implication d’une période
temporelle critique, la période périnatale pour observer les effets toxiques des phtalates sur la
maturation de la fonction intestinale.

Nous avons observé chez les animaux ayant ét ¢ exposés aux phtalates en période néonatale
une diminution significative du poids corporel dans les deux sexes en comparaison avec les
témoins. La chute du poids des ratons observée dans notre étude corrobore avec d’autres
travaux démontrant la diminution du poids chez les souries et rats issus de meres éxposées
aux DEHP et DBP. Un mécanisme d’action est proposé pour expliquer cet effet : les génes
incriminés dans le métabolisme des lipides tel que les PPARs. Le MEHP le métabolite majeur
du DEHP est reconnu comme un activateur des PPARs incriminés dans le métabolisme des
lipides et carbohydrates (Desvergne et al., 2009 ; Griin et al.,2006).

Nous avons aussi observé une diminution significative du poids du cerveau et rein chez les
groupes de ratons traités aux phtalates, contrairement a plusieurs études menées chez les rats

adultes et qui montrent une augmentation du poids de ces organes.
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Dans la littérature, il a ét¢é montré que les phtalates, appliqué pendant 10 jours chez le rat,
entraine une augmentation du foie (Rusynet al., 2006). Contrairement a cette étude, d’autres
travaux ont démontré que la le poids du foie, est diminué chez les rats nouveau-nés soumis a
ces PEs.

Grande el al (2007) avaient reportés qu’une dose de 400 g de DEHP chez les rates Wistar
exposées par gavage du jour 6 de gestation au jour 21 postnatal (sevrage), n’exerce aucun
effet observé sur le poids des différents organes analysés (foie, rein, rate, thymus, thyroide,
ovaire et utérus). Mais la encore, les lignées de rats, les durées d’administration et les doses
différent entre les études ce qui rend leurs résultats difficilement comparables.

Cependant, il est a noter que le profil de réponse varie avec la dose, le sexe et I’age étudié

Dans cette ¢tude, nous avons observé des fluctuation dans I’expression des protéines. Des
études réalisées chez le porcelet montre que la maturation intestinale en période néonatale a
réveélé des taux de protéines intestinales proches a celle révélée chez notre model pendant les
dix premiers jours (Grant et al .,1990). Une étude réalisée chez le porc en période néonatale a
indiqué que la teneur en protéine dans le jéjunum a 26 jours est moins importante a celle
mesurée a t7, cela démontre que la synthése des protéines durant cette période chez cet animal

diminue avec le vieillissement. (Davis .,2002).

5.2 Perméabilité intestinale
A la naissance, la BEI est trés perméable et la période postnatale est associée a une

diminution de la perméabilité intestinale ou cléture de l'intestin ( gut closure ) (Vukavi¢.,
1984) alors que le vieillissement est au contraire associ¢é a une augmentation de la
perméabilité intestinale (Mullin et al., 2002; Tran ; Greenwood-Van Meerveld, 2013; Man
et al., 2015 ; Vanaecke, 2016).

Néanmoins, si la diminution de la perméabilité intestinale est globalement retrouvée chez les
mammiferes, des spécifcités propres a certaines especes existent en termes de variations et de
temporalité¢ (Pohl et al., 2015 ; Vanaecke, 2016).

Des études ont montré que la perméabilité intestinale était plus élevée chez le nouveau-né
prématuré par rapport aux nouveau-nés nés a terme, (Van Elburg et al., 2003). Cepandant,
elle diminue rapidement au cours de la premicre semaine pour devenir semblable a celle de
l'enfant né a terme vers le 7éme jour postnatal (van Elburg et al., 2003). Une diminution de
la perméabilité intestinale de I'enfant né a terme a été décrite dans deux études publiées.

(Catassi et al., 1995 ;Kalach et al., 2001). D’autres auteurs rapportent une diminution
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rapide du ratio L/M chez le nouveau-né a terme durant les 10, ou 20 premiers jours de vie
aprés la naissance (Castellaneta., 2005 ; Francavilla., 2006). La perméabilité intestinale
semble diminuer avec l'alimentation entérale (Rouwet et al., 2002; Taylor et al., 2009), et
l'ingestion de lait maternel (Catassi et al., 1995).

La perméabilité intestinale a été mesurée chez nos animaux entre la 3°™ et la 4 éme semaine
de vie. Nous avons pu observer que la perméabilité a 30 jours de vie était inférieur a celle
observé au 21°™ jour postnatal, cela corrobore avec des études in vivo chez des rongeur et
mammifeéres comme la souris, le rat, le cochon d'Inde), lagomorphe (lapin), et cétartiodactyle
(porc) montrant une diminution de la perméabilité intestinale transcellulaire et paracellulaire
au cours de la période postnatale. En particulier, chez le rat et la souris, la diminution de
perméabilité paracellulaire est visible autour de la 3éme semaine de vie (Patel et al., 2012;
Moussaoui et al., 2014). En effet, il a ét¢ montré chez le rat, 4gé de 10 a 14 jours, que le
passage de trois marqueurs de perméabilité transcellulaire (i.e. [gG bovine, abumine de sérum
bovin et dextran 70 kDa) était ¢levé alors que celui-ci était considérablement réduite a 18
jours et totalement arrété pour deux des trois marqueurs a 22 jours. La fermeture de la BEI du
rongeur s'effectue donc plus tardivement que chez 1'homme alors que chez le porc, ce
phénomene se produit dans les heures suivant la naissance (Vanaecke., 2016).

Nous avons démontré lors de cette étude que les trois phtalates étudiés augmentaient la
perméabilité intestinale chez les ratons agés de 21 jours. Il a été démontré que des facteurs
environnementaux tels que 1’alimentation (les phyto-oestrogénes ou l'alcool), les bactéries
pathogenes ainsi que le stress jouent un role dans 1’altération de la perméabilité intestinale

(Moussa et al., 2012 ; Ferrier et al., 2006).

Afin de corréler I’influence de cette altération de perméabilité a une modification structurale
et fonctionnelle de la membrane plasmique des entérocytes, une analyse par microscopie a
¢été réalisée. Nous nous sommes intéressés a la localisation et a la quantification de deux
protéines de jonction serrées (Occludine et Claudine) au sein du tractus gastro-intestinal, plus
particulicrement dans le jéjunum et I'iléon. Parmi les membres de la famille des claudines, les
claudines 2 a 5 et 2 a 4 seraient exprimées dans l'intestin du rat et de la souris, respectivement
(Rahner et al., 2001; Tamagawa et al., 2003), et 'expression de claudin-1, -3, -4 et -5 est
observée dans l'intestin humain (Bugel et al., 2002). Il y a aussi des variations dans les
niveaux d'expression et localisation subcellulaire de ces claudines a travers les segments du
tractus intestinal et / ou le long de 1'axe crypto-villeux (Rahner et al., 2001; Tamagawa et

al., 2003). Dans cette ¢tude, nous avons pu observer chez les ratons témoins des changements
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dans I’expression et la localisation de la claudine au cours du temps, nos observations sont en
accord avec la littérature. L'expression mature et la localisation de la claudine 3 se produisent
a la 3¢émes semaine postnatale chez la souris, ce qui coincide avec la maturation de la
perméabilité intestinale. L'expression de I'ARNm des claudine 3 atteint un pic a la 3eme
semaine apres la naissance, le méme age auquel la perméabilité intestinale postnatale diminue
de manicre significative. L’augmentation significative de l'expression de la claudine 3 a I'dge
postnatal de 3 semaines, a permis de proposer I'hypothése que la claudine 3 est un médiateur
potentiel de la diminution de la perméabilité paracellulaire observée a I'dge de 3 semaines
postnatales .

L’augmentation de la perméabilité paracellulaire s’accompagne généralement d’altérations
structurales des jonctions serrées avec une phosphorylation accrue des chaines courtes de la
myosine ainsi qu'une réduction de I’expression de ZO-1 et un retard de son internalisation
(Gecse et al., 2008).

Nous avons montré qu’une éxposition gestationnelle et pendant la lactation au DEHP, DINP
et DEP des méres entrainent une diminution de 1’expression de deux protéines de jonctions
serrées (claudine 3 et occludine) ce qui est une observation tout a fait concordante avec la
littérature.

L’expression de l'occludine, reste relativement constante tout au long du développement
postnatal. Au cours du développement, la fonction de barriére intestinale chez les rongeurs se
développe au cours des 3 premicres semaines de vie grace a l'établissement de la flore
intestinale. La colonisation bactérienne commensale induit la maturation de la fonction de
barriere intestinale en favorisant I'expression de la claudine-3 chez la souris.

La TJ est une structure dynamique et peut étre démontée et réorganisée en réponse a divers
stimuli intracellulaires et extracellulaires. A ce jour, plusieurs substances toxiques pouvant
affecter les TJ SC ont été rapportées, notamment le bisphénol A (Fiorini et al., 2004; Li et
al., 2009), l'octylphénol (Fiorini et al., 2004), le DEHP (Sobarzo et al., 2009) et MEHP
(Zhang et al., 2008; Yao et al., 2010 ; Li et al.,2009).

Li et al (2009) ont rapporté que le BPA, un toxique environnemental oestrogénique, induisait
une réduction de l'occludine et du ZO-1 par l'activation du p45 / 42 MAPK pathway. De
méme, Fiorini et al (2004) ont rapporté que le BPA et I'OP, ayant également une activité
cestrogénique, réduisaient les niveaux d'expression de l'occludine, mais n'altéraient pas
l'expression de ZO-1. Je

Dans les cellules exposées au BPA (10 nM), la coloration a I'occludine et a la JAM-A était

nettement augmentée au niveau de la TJ. L'estradiol améliore donc I'expression de I'occludine
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et de la molécule d'adhésion jonctionnelle (JAM) -A, deux protéines transmembranaires qui
scellent les espaces intercellulaires aux jonctions serrées apicales (TJ)

L'expression de la protéine de jonction serrée occludine a diminué en réponse a I'exposition
au MEHP in vivo et in vitro. Aucun changement significatif dans les niveaux du ZO1 la
protéine n’a été détectée, tandis que les taux de protéine claudinll ont légeérement diminué
apres exposition au MEHP (jusqu'a 87% in vivo et 89% in vitro a 12 h d'exposition par
rapport aux témoins) (Pei-Li Yao et al., 2010). Dans cette étude, il a également ét¢ démontré
que le MEHP induit des diminutions significatives des niveaux d’expression de I’ARNm de la
claudine-11 et de I’occludine dans les CS du rat, de nombreuses études sur les animaux et les
cultures cellulaires indiquent qu’elles ont un role cruciale dans la structure et la perméabilité
des jonctions serrées dans 1’épithélium intestinal (Al-Sadi et all 2011).Des souris ayant subis
une mutation au niveau du géne codant pour ’occludine, ont montré une densité et une
organisation de jonctions serrées dans I’épithélium intestinal équivalent a celle observées chez
les souris de type sauvage (Saitou et al., 1998).Une étude a démontré que les anomalies
histologiques et fonctionnelles sont présentes dans différents tissus chez la sourie mutée au
niveau de I’occludine (Saitou et al ., 2000). Dans une étude plus récente utilisant des cellules
intestinales Caco-2, la sourie mutée au niveau des occludines a induit une augmentation de la
perméabilité parracellulaire (Al-Sadi et al., 2011).

Dans notre é¢tude nous avons remarqué une diminution du taux des lipides tataux , cela est du
au pouvoir pro-oxydant des phtalates conduisant a une élévation du taux des TBARS ce qui
affecte I’integrité et la fonction de la menbrane de I’enterocyte. Le cholesterol quant a lui,
intervient dans le maintien de la fluidité membranaire, sa perméabilité ainsi que dans la
régulation de la structure des biomembranes.La présente étude montre une diminution du taux
de cholesterol membranaire, ces variations peuvent réduire 1’affinité (effecteur-recepteur) et

influencer la transduction de signial et les réponses aux stimilux

5.3 Risque inflammatoire de la muqueuse intestinale
L’¢épithélium intestinal, qui participe a 'immunité innée comme premicre ligne de défense

physique et sa capacité¢ a produire et libérer des cytokines, est largement impliqué dans le
maintien d’une homéostasie intestinale. Les cellules épithéliales, qui forment normalement
une barriere « étanche », peuvent €tre a 1’origine d’une activation excessive du systéme
immunitaire en cas de perméabilité intestinale accrue, favorisant 1’apparition d’un état
inflammatoire (Turner., 2006).

Chez le rat nouveau-né, nous avons exploré I'état inflammatoire de la muqueuse intestinale

dans les régions jéjunale et iléale en réponse au traitement par les phtalates. Pour ce faire, le
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dosage des cytokines proinflammatoires IL6 et TNFa a été effectué. Les résultats montrent
qu’une exposition aux phtalates induit une augmentation de la sécrétion d’IL6 et du TNF a chez
les animaux traiés suggérant un profil pro-inflammatoire.

Il est bien admis chez le rat nouveau-né comme chez la souris que les réponses immunitaires
des lymphocytes T et B sont faibles a la naissance (Adkins et al., 1999 ; Perez-Cano et al.,
2012), la fonctionnalité des réponses immunitaires n’étant pas encore totalement acquise en
période de lactation (Perez-Cano et al., 2012). De précédents travaux au laboratoire ont par
ailleurs montré que des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa et IL1B étaient
mesurables a 1’état basal dans le c6lon du nouveau-né de 10 jours, mais trés en-de¢a du
niveau basal atteint chez I’adulte (Braniste et al .,2009). Si ces données montrent que le raton
a un age précoce présente tous les acteurs pour élaborer une réponse inflammatoire, nos
résultats concluent qu’une exposition gestationnelle et pendant la lactation déclenche une

réponse immunitaire de cet ordre dans les muqueuses intestinales

L’expression et la localisation des protéines des jonctions serrées est notamment influencée
par de nombreux facteurs. Les cellules inflammatoires, les médiateurs de 1’inflammation
(IFN, TNF, IL-4, IL-13) ou encore les pathogénes (Escherichia coli, toxines de Clostridium
difficile...) augmentent la perméabilit¢ intestinale paracellulaire via une action sur les
protéines constituant les jonctions serrées (en modifiant la structure ou la distribution des
protéines) ou sur le cytosquelette d’actine les soutenants (Yuhan et al., 1997 ; Sears et al.,
2000).

Stress oxydant

Les enzymes antioxydantes sont une partie essentielle de la cellule défense contre ROS. Les
effets du stress oxydatif pourraient étre atténués par des enzymes antioxydantes, telles que la
SOD, le GPx, le CAT, TPS et GR. La SOD neutralise la toxicit¢ de I'oxygene en catalyser la
dismutation de I'anion superoxyde en hydrogene peroxyde et oxygene moléculaire alors que
GPx détoxifie peroxydes d’hydrogéne et de lipides et module les récepteurs sensibles a

I’oxydoréduction voies de signalisation.

Au niveau embryonnaire, la plupart des activités enzymatiques antioxydantes ne représente
que 5% environ de l'activité maternelle (Wells et al., 2005) .Les embryons au stade précoce
d’organogenese sont particulierement sensible aux agressions toxiques pendant la phase de
transition métabolisme anaérobie a aé¢robie coincidant avec la maturation de la structure et de
la fonction mitochondriales. Dans la présente étude, nous avons observé qu’une exposition

périnatale au phtalates induit chez les nouveau-nés une diminution de I’activité de la SOD et
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Gpx et une augmentation du taux des MDA, nos résultats coroborrent avec la litérature. Ainsi
le stress oxydatif induit par les phtalates entraine une diminution de la capacité antioxydante,
en particulier de la GPX (glutathion peroxydase) et GST (glutathion S-transférase) (Asghari
et al.,, 2015). En plus une augmentation de la peroxydation lipidique, CAT (Catalase) et
I’activité de la superoxyde dismutase SOD (Cu / Zn superoxyde dismutase) a été observée
(Asghari et al., 2015)

Il est mentionné que les cellules de Kupffer sont un oxydant potentiel dans le foie des
rongeurs (Erkekoglu et 2014). En fait, les phtalates induisent une toxicité non seulement en
affectant l'activité des enzymes antioxydantes mais aussi par l'expression des génes. Des
chercheurs ont évalué 1'effet du DEHP sur 'expression de génes codants pour des enzymes
antioxydantes. Une diminution de l'expression de SODI a été notée. (Wang et al., 2012)
Wang et ses collégues ont également évalué les effets de MEHP sur 'expression de ces geénes.
(Wang et al., 2012). Les résultats ont révélé que I’expression du SODI1 et GPX diminuent a
100 pg /mL. Une diminution de I'expression du facteur anti-apoptotique (Bcl-2) et
augmentation de l'expression du facteur pro-apoptotique (Bax) ont été observés a trois doses
de 1,10 et 100 pg/ mL.

De plus, I’expression des genes du cycle cellulaire a diminué aux mémes doses. (Wang et al.,
2012). Les Phtalates sont connus pour modifier I'expression et l'activit¢ de ces enzymes

perturbant le fonctionnement de la cellule (Wang et al., 2012).

Dans une étude récente, Wang et al (2012a) ont étudié¢ l'effet du DEHP sur l'activité des
enzymes antioxydantes. Au début, 'activité de la SOD augmente considérablement pendant
24h sous I’effet du DEHP (10 pg / ml) mais son niveau diminue a 72 et 96 h. Les activités
.GPX et CAT ne présentent aucune altération.

En outre, Wang et ses collaborateurs (2012 b) ont évalué les propriétés de MEHP sur les
activités des enzymes antioxydantes a 0,1,1, 10 et 100 pg / ml. Il a été observé que l'activité
de GPX diminuait a 1,10 et 100 pg / ml et également a 0,1 pg / ml aprés 96 heures. L'activité
de la CAT a augmenté a deux doses de 0,1 et 1 pg/ml

De plus, l'activité¢ de la SOD a diminué a une dose unique de 100 pg / ml, tandis qu’elle
augmente en une seule dose de 10 pg / ml. De plus, Erkekoglu et al. (2010) ont examiné
lI'influence du DEHP et du MEHP sur les cellules MAyd-10 Leydig et ont mesuré l'activité
des enzymes antioxydantes.

D’autre part la toxicité chez le rat a été¢ évaluée. Les animaux ont regu une dose de 500 mg /

kg du septiéme jour de la gestation au deuxiéme jour de la lactation et l'activité de 1'enzymes
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antioxydantes a été mesurée chez la progéniture. Une augmentation de l'activité de la catalase
et une diminution de l'activité de la GST ont été notées

Dans une autre étude, Zhou et al. (2010) ont évalu¢ l'effet de la DBP sur l'activité des
enzymes antioxydantes. Les résultats ont montré que l'activité de la SOD, GHS, GSH
diminuait a deux doses de 250 et 500 mg / kg et que le taux de MDA (malondialdéhyde)
augmentait aux mémes doses dans les testicules.

Dans une étude précédente, Lee et al. (2007) ont examiné les propriétés du DBP a une dose de
750 mg / kg par voie orale pendant 30 jours et ont mesuré l'activit¢é des enzymes
antioxydantes. Une augmentation significative a ét¢ observée dans les niveaux MDA et 8
OHdG. Kasahara et al. (2002) ont évalué l'influence du DEHP chez le rat. Les animaux ont
été traités avec du DEHP a raison de 1 et 2 g/ kg / jour dans de I'eau de boisson pendant sept
jours. Des réductions du thiol libre, du GSH et de l'acide ascorbique ont été rapportées a
toutes les doses. De plus, ’activité de la CAT et GPX a également augmenté a toutes les
doses.

Le DEHP est le phtalate le plus étudi¢ en association avec la sécrétion de cytokines par les
monocytes et les macrophages, (Piepenbrink et al., 2005 ; Tonk et al., 2012 ; Yamashita et
al., 2005 ; Nishioka et al., 2012). Bien que le plan de I'étude soit différent entre les travaux,
le résultat était comparable: le DEHP entraine une sécrétion accrue de TNF-a par les
monocytes et les macrophages dans quatre études sur cing.

Une seule étude ou aucune influence n'était observé suite a I’exposition aux phtalates, les rats
femelles ont été exposés in utero (les méres ont été exposées par gavage) et le TNF-a a été
évalué apres une période de restitution de cinq semaines. (Piepenbrink et al., 2005). L'autre
¢tude ex vivo sur l'exposition au DEHP par gavage chez des rats males jeunes et adultes
utilisait des doses d'exposition similaires, mais la sécrétion de TNF-a n'était influencée qu’au
niveau des macrophages de rats adultes (Tonk et al., 2012). Cela pourrait suggérer que les
monocytes / macrophages de feetus de rat et de jeunes rats étaient moins sensibles a
l'influence du DEHP, bien qu'une influence non persistante du DEHP dans la premicre étude
semblait également plausible, ainsi qu'une influence chez les rats males uniquement.

La concentration en DEHP dans 1’étude in vitro sur la lignée cellulaire THP-1 humaine était
supérieure et sa durée plus longue par rapport aux deux études in vitro sur des macrophages
péritonéaux murins primaires. La méme influence sur TNF-a a été constatée, ce qui indique
que les lignées cellulaires sont moins sensibles que les cultures de cellules primaires, mais

suggere également que la méme voie est impliquée.
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La capacité du DEHP a augmenter la sécrétion de TNF-a a été retrouvée a une concentration
de 2 10-4M, mais aussi a des concentrations 1000 fois inférieures (10-7 M) (Yamashita et
al., 2005).

Bien que I’influence du DEHP sur la sécrétion de TNF-a soit la méme ex vivo et in vitro, des
résultats similaires n’ont pas été observés concernant I’influence de BBzP ou de DnBP sur le
TNF-a et la Production d’IL-1p, respectivement (Hong et al., 2004 ; Zheng et al., 2010 ; Li
et al 2013). La production d’IL-1p a été stimulée ex vivo mais supprimé in vitro par la DnBP,
reflétant probablement des mécanismes / voies in vivo supplémentaires.

Hong et al. ont étudié I’influence de la BBzP sur le TNF-a a la fois chez des souris femelles et
dans une lignée cellulaire murine, mais n’ont constaté une influence que dans la lignée
cellulaire (Hong et al., 2004). Cependant, une seule exposition sous-cutanée avec une dose
plus faible a été administrée, qui différe des autres études ex vivo (Piepenbrink et al.,
2005 ;Zheng et al., 2013 ; Tonk et al., 2012) dans lesquelles I'exposition a été orale par
gavage pendant 16 jours ou plus. Cela pourrait expliquer pourquoi les résultats in vitro n’ont
pas été confirmés ex vivo.

5.4 Biodisponibilité

La plupart des études indiquent une excrétion urinaire d'environ 50%, indiquant une
biodisponibilité orale de 50%. Des expériences sur des rats canulés montrent une excrétion
biliaire a raison de 5 a 10% d'une dose orale. Il est donc concevable que jusqu'a 70% d'une
dose orale de DEHP soient absorbés par l'intestin chez le rat (CSTEE., 2002). Chez le rat, la
quasi-totalité de la dose restante de DEHP administrée par voie orale est retrouvée dans les
féces. Environ 10,64% de la dose administrée ont ¢té retrouvés dans les matiéres fécales en
moins de 48 heures, bien que le DEHP n'ait pu étre détecté dans l'urine (données non
présentées). illustrant qu'il y avait une faible excrétion fécale de DEHP dans le prototype

(Wan-Ling Chang-Liao et al., 2013)

Chez les rates en lactation, le DEHP et le MEHP peuvent étre mis en évidence dans le lait
aprés I'administration de fortes doses par voie orale (Dostal et al., 1987).

Il existe peu de données sur la biodisponibilit¢ chez 1'homme. Une expérience avec 2
volontaires masculins adultes a montré une élimination urinaire de 15 a 25% du DEHP
administré par voie orale a raison de 10 mg / kg pendant 4 jours (Schmid et Schlatter, 1985),
tandis que dans une autre expérience, un volontaire adulte ¢liminait 31% d'une dose orale

unique. de 66 mg de DEHP dans les urines.
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Il n’existe pas de données sur I’absorption orale de nourrissons humains. Dans la
caractérisation des risques pour les nourrissons et les enfants, une biodisponibilité systémique
de 100% a été supposée pour les jeunes enfants par rapport a 50% pour les adultes. Ce facteur
d'ajustement de 2 a été utilisé pour la biodisponibilit¢ du DEHP chez les enfants agés de 6
mois a 3 ans sur la base d'informations provenant d'une étude chez le rat (Sjoberg et al.,
1985a). Comme cette expérience a été réalisée a une dose unique tres élevée de DEHP (1 000
mg / kg), dose a laquelle 'hydrolyse du DEHP semble devenir saturée chez le rat, le CSTEE a
eu du mal a soutenir 'utilisation du facteur de correction de la biodisponibilit¢ de 2 (CSTEE.,

2000).

Néanmoins, les meilleures approximations de biodisponibilit¢ du DEHP chez I'homme sont
50% apres une ingestion orale chez l'adulte, 100% chez les enfants 4gés de 6 mois a 3 ans
apres l'ingestion orale, 75% chez les adultes et les enfants aprés inhalation et 5% chez l'adulte
et enfants apres exposition cutanée.

Une étude préliminaire a montré que le DEHP marqué au 14C avait rapidement disparu du
sang et qu'environ 57% de la dose totale avait été retrouvée dans les feces et 42% dans les
urines apres administration intraveineuse a des rats. Chez le marmouset, la biodisponibilité du
DEHP a été jugée inférieure et la distribution du DEHP dans les tissus était hépatique>
rénale> testiculaire aprés un traitement de 2 000 mg / kg / jour pendant sept jours consécutifs.

(Wan-Ling et al., 2013).

Des études antérieures ont révélé que le niveau de phtalates parents était trés bas dans 1'urine
en raison de son métabolisme rapide en monoester et en d'autres métabolites secondaires
(Lorber et al 2010,, Koch et al 2006). Les résultats de Teirlynck et Belpaire [41] ont montré
que, lors de 1'administration de 14C-DEHP a des rats, 19,3% de la radioactivité était excrétée
dans l'urine en l'espace de 72 heures, le reste étant excrété dans les feces. De plus, des
recherches sur le métabolisme humain ont démontré que la gamme de taux d’excrétion
urinaire se situe entre 10 et 31% aprés ’administration orale de DEHP, et que le profil des
métabolites présente un rapport élevé entre le métabolite-oxydé, le mon (2-éthyl-5-
carboxypentyl) phtalate. (5cx-MEPP) et le mono [2-carboxyméthyl) hexyl] phtalate (2cx-
MMHP), dans la population générale (Preuss et al 2005, Koch et al 2005). Koch et al ont
rapport¢ que la majeure partic du DEHP administré par voie orale est absorbée par voie
systémique et excrétée dans l'urine. Cependant, les métabolites du DEHP, DINP et DEP n’ont

pas été étudiés dans notre étude. Sur la base des études publiées il est donc estimé qu’environ
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20% (6,74% de biodisponibilité et 10,64% d’excrétion fécale) de la posologie administrée

avec le DEHP pourraient étre détectés sous leur forme originale.

5.6 Prolifération cellulaire
Des études approfondies temps / dose-réponse des effets prolifératifs du DEHP sont

disponibles chez le rat sur plusieurs organes (thyroide, foie , poumon...etc) a ’exeption de
’intestin .

Les résultats de cette premicre étude montrent que 1’exposition périnatale au DEHP, DINP et
DEP entraine chez les ratons en période néonatale une baisse de I’expression de la protéine
Ki-67, ce qui explique en partie 1’atrophie villositare, nos résultats sont en accord avec
plusieurs autres études sur d’autres lignées cellulaires ou les phtalates semblent influencer la
division cellulaires. Les effets de I'exposition in vitro au DEHP sur la prolifération des
cellules B de la truite ont été testés par cytométrie en flux. Une inhibition significative,
dépendante de la dose, était évidente dans les cultures de rein antérieur et postérieur apres une
exposition de 24 heures a du DEHP >4 pM. La mort cellulaire induite par le DEHP n'était pas

significative pour la gamme de DEHP testée.

Paradoxalement dans certains organes, les phtalates augmentent I’expression de 1’indice
mitotique, par exemple au niveau du foie, une prolifération cellulaire rapide et accélérée (pic
a 3 jours) se produit de maniére dose-dépendante et disparait apres 7-14 jours de traitement ,
certains cas font état d’une prolifération accrue a 52 semaines de traitement . Chez la souris,
plusieurs rapports fournissent des données montrant que DEHP provoque une augmentation
de la prolifération cellulaire tot apres le début du traitement , et qu’une augmentation peut
¢galement étre présente a 40 semaines d'exposition( Rusyn et al.,2006).

Au niveau du poumon la quantification des cellules exprimant PCNA démontre que chez les
ratons traités, les taux de prolifération des cellules épithéliales et mésenchymateuses ont
augmenté progressivement au cours des deux premiéres semaines postnatales, a la différence
des animaux témoins, ou les taux de prolifération les plus élevés ont été atteints au septieéme
jour postnatal (B Rosicarelli ; S Stefanin 2009).

Chez I’homme les études disponible évaluant la prolifération cellulaire (nombre de cellules
en prolifération ou taille du foie) et / ou des marqueurs d'augmentation du cycle cellulaire
hépatique ont été réalisés avec d'autres PP. Dans une autre étude ou les effets du phtalate de

di-isononyle (DINP) et de DEHP ont été évalués chez de jeunes singes males adultes

114



Discussion

cynomolgus aprés 14 jours de traitement, aucun changement statistiquement significatif de la
synthese totale de ' ADN hépatique ou du poids du foie (Pugh et al.,2000).

Au niveau de la Thyroide, une Augmentation significative du nombre de cellules en
prolifération chez les rats males recevant 150 mg / jour kg et les femelles a 30 et 150 mg / kg
a ¢t¢ démontré (Tableau), reflétant que l'exposition au DEHP peut induire une altération
proliférative du tissu thyroidien.

Production de cytokines

Toute augmentation de la perméabilité peut d’une maniére générale favoriser 1’exposition et le
passage d’antigénes du microbiote ou d’origine alimentaire. Ces antigénes sont alors capables
de stimuler le systéme immunitaire et de maintenir une (micro)-inflammation digestive et
extra-digestive a 1’origine de diverses pathologies telles que le SII, les MICI, les allergies
alimentaires ou encore 1’obésité.

De nombreuses études ont démontré comment les cytokines induites lors d'une inflammation
intestinale, peuvent affecter la fonction de barriere intestinale. Par exemple, il a ét¢ démontré
que des cytokines tel que I’interféron gamma (IFNg) et le TNFa diminuent 1I’expression de la
claudine-2 et la claudine-3 et provoquent une redistribution de la claudine 4 dans les cellules
T84 (Prasad et al., 2005). Utilisant la méme lignée cellulaire colique humaine dans une autre
¢tude, on a montré la redistribution de 1'occludine, claudines 1 et 4 et ZO-1 apres exposition a
I'TFNg (Bruewer et al 2003). Dans les cellules Caco 2 le TNFa augmente la perméabilité
avec diminution et redistribution de la protéine ZO-1, et l'interleukine-18 a été capable de
perturber 'occludine (Lapointe et al., 2011). Dans des mod¢les animaux, l'injection de souris
avec le TNFa a entrainé la redistribution de 1’occludine intestinale et ZO-1 (Marchiando et

al., 2011)
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Conclusion et perspectives

Par cette étude d’exposition précoce a des PE, nous avons montré pour la premicre fois que le
développement de I’intestin pouvait étre affecté par les phtalates. Nos résultats identifient
donc l’intestin comme une nouvelle cible de phtalates.

Les travaux entrepris au cours de cette theése ont permis de mettre en évidence une modulation
de la perméabilit¢ épithéliale chez les ratons au cours de la période néonatale, un effet
essentiellement dii aux fluctuations de I’expression des protéines transmembranaires de
jonctions serrées, s’accompagnant d’une augmentation de la perméabilité paracellulaire dans
I’intestin qui s’accompagnent d’une fragilité de la fonction de barriére intestinale dans la
descendance déséquilibrant la réponse immunitaire . De plus, les phtalates en période
périnatale réduisent la prolifération cellulaire et affecte ainsi le renouvellement de
1”épithélium.

Notre travail pourrait se poursuivre dans différentes directions amenant & mieux comprendre
les mécanismes d’action mis en jeu lors de la perturbation endocrinienne de I’intestin. Pour
cela, il serait d’abord intéressant de compléter les deux études par :

L’utilisation de doses faibles comparables aux doses journalieses.

L’expérimentation animale a ét¢ déja effectuée et les échantillons prélevés. Une partie de
I’intestin a été conservé dans la solution ARN later réservé pour 1’étude des ARN , afin de
compléter I’approche moléculaire des effets observés au niveau de tous les genes de I’intestin
via une approche génomique et protéomique ce qui pourrait nous donner plus de détails quant
aux granules de secrétions de la SM et nous renseignerait sur les altérations

Il serait aussi intéressant de voir les effets de mélange avec d’autres molécules de type

perturbateurs endocriniens,

Choisir d’autres périodes correspond a la fenétre de maturation décrite comme étant
articulierement sensible aux perturbateurs endocriniens

Les modéles animaux sont et resteront des modéles pertinents pour 1’étude des perturbateurs
endocriniens et de leurs mécanismes d’action. Ils permettent, dans les limites des conditions
d’éthique, de réaliser des expérimentations dans les conditions d’exposition souhaitées. Le
modele animal permet in vivo, de travailler a une dose donnée, avec une période d’exposition
donnée, au niveau de différents tissus. Cependant, il restera toujours un biais évident, quant a
I’extrapolation des données animales a une exposition humaine. Ce biais est en parti
contourné par les cultures in vitro de lignées de cellules humaines. Ce modéle permet

d’étudier les effets directs des perturbateurs sur un type cellulaire donné. Il est intéressant
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d’utiliser ce genre de modele lorsqu’on connait le degré de toxicité du perturbateur. Ce
modele permet alors d’étudier au niveau moléculaire les interactions modifiées par le
perturbateur. En revanche, ce modéle ne permet pas non plus d’extrapoler sur 1’effet
physiologique observé in vivo sur ces mémes cellules, au sein du tissu. Un autre modele in
vitro, la culture organotypique. Ce systéme nous permet de cultiver des explants pendant
plusieurs jours, tout en conservant la structure interne du tissu prélevé (Lambrot et al., 2006 ;
Livera et al., 2006). Il est ainsi possible d’étudier 1’effet de perturbateurs sur les tissus dans

un contexte ou les interactions cellulaires sont conservées.
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Fig 58 : Impact des phtalates sur le poids des femelles en périodes de gestation et

lactation

Tableaul5: Impact des phtalates sur le poids des femelles en périodes de gestation et

lactation

Groupes | Intestine (D,J, 1) Pois de I’organe (g)

Foie Rein cerveau
15 jours
Control | (0.58+0.03, 3.43+0.1, 1.65+0.3) 7.64 +0.02 0.82+0.01 1.19+0.01
DEHP (0.73+, 3.87+0.01, 3.65+0.01) 9.77 £ 0.034 0.83 +0 1.224+0.025
DINP 0.3+ 0.09, 2.9+0.015 , 2.47 £ 0.05) 9.05+0.11 0.8 1.17+0.004
DEP (0.2+0.1, 2.5+0.03, 2.45+ 0.033) 6.16 +0.01 0.66+0.001 1.16+0.01
30 jours
Control | (0.583+0.01 , 3.098+0. 4,3.804+0.1) 11.64+0.03 0.64+0.09 1.14+0.01
DEHP (0.381+0 , 2.97+, 3.053+0.2) 6.83 £0.19 0.69+0.5 1.29+0.01
DINP (0.317+, 3.112+0.072, 2.52+0.12) 6.46+0.20 0.76+0.14 1.20+0.4
DEP 031, 2.99,2.27) 5.99 0.66 = 0.6 1.16+0.02
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Fig 59 : Microscopie électronique d’intestin de ratons témoins et traités au phtalates.
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