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Introduction



Introduction

1) Contexte de I’étude

Au cours des derni¢res décennies, les effets déléteres de nombreux polluants ubiquitaires
sur le développement des organismes vivants et sur la reproduction constituent la préoccupation
majeure des scientifiques comme d“ailleurs des pouvoirs publics. Ainsi, les polluants organiques
persistants (POP) produits soit volontairement, comme certains pesticides ou des retardataires de
flammes, ou involontairement comme des sous-produits des procédés industriels ou des dérivés de
I“incinération, représentent un défi sanitaire a 1“échelle planétaire compte tenu de leur €énorme
diffusion et de leur toxicité. Les POP possédent un ensemble de propriétés physico-chimiques
communes, y compris (i) une grande stabilit¢ dans I1“environnement qui leur permet d€tre
transportés par le biais des phénomenes naturels sur des longues distances loin de leurs sources
d“émissions (Rigét et al., 2010), (i1) une haute lipophilie qui favorise leur bioaccumulation dans les
tissus adipeux et dans la chalne alimentaire (Ferndndez and Grimalt, 2003), (iii) une grande
persistance dans [“environnement du fait qu“ils ne sont que trés peu sensibles aux dégradations
biologiques naturelles, (iv) et un large éventail d“effets toxiques sur la santé humaine, sur la faune

et sur 1“environnement (Benarroch, 2013; Landrigan et al., 2005).

Devant [“ampleur de leur risque sanitaire, un grand nombre de POP a été interdit dans les
années 70 et 80. Une étape essentielle en vue de supprimer les POP a été 1“éaboration d“un traité
international signé par plus de 150 pays et connu sous le nom de Convention de Stockholm. Entré
en vigueur en mai 2004, ce trait¢ mondial a interdit 1“utilisation de 12 composés de POP
extrémement toxiques, y compris les polychlorobiphényles (PCB), les dioxines et les furanes
(PCDD/F) ainsi que 9 pesticides (aldrine, dieldrine, DDT, endrine, chlordane, hexachlorobenzeéne,
mirex, toxaphene et heptachlore) (UNEP, 2001; 2009). Par contre, dans de nombreux pays,

plusieurs composés continuent a tre utilisés malheureusement a grande échelle.

2) Problématique

Les biphényles polychlorés (PCB) sont des composés aromatiques organochlorés largement
répandus dans l'environnement depuis 1929. Leur accumulation dans les tissus adipeux de

différentes especes, leur bioamplification dans les chaines alimentaires, leur persistance et leur
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transport a longues distances ont porté une attention croissante sur leurs risques pour la santé

humaine et animale d“ou I“interdiction de leur production dans plusieurs pays a partir de 1970.

Les PCB ont été classés, en 1987, en tant que substances potentiellement carcinogénes pour
1“Homme (IARC, 1987). En effet, [“exposition aux PCB a ét¢é liée a une augmentation des effets
carcinogenes au niveau de l'estomac, des poumons (Pavuk and Cerhan, 2004), du foie (Gustavsson
and Hogstedt, 1997; Porta et al., 2002; Schmitz et al., 1995) du cerveau (Loomis et al., 1997; Sinks
et al., 1992), et du pancréas (Hsu et al., 1994; Porta et al., 2008) ainsi que de la prostate (Ritchie et
al., 2005). De plus, ces xénobiotiques peuvent agir en tant que promoteurs de tumeurs et ils peuvent
causer un carcinome hépatocellulaire et un excés de nodules néoplasiques hépatiques (Tryphonas

and Feely, 2001).

De méme, les PCB pourraient induire des atteintes significatives au niveau du systéme
immunitaire (Svensson et al., 1995; Weisglas-Kuperus et al., 1995) en conduisant par exemple a
I“immunodépression des lymphocytes T et des monocytes et une immunosuppression de la fonction
des macrophages (Tryphonas and Feely, 2001; Tryphonas et al., 1991). En outre, 1“exposition aux
PCB pourrait avoir des conséquences néfastes sur la reproduction (Cohn et al., 2011; Dickerson et
al., 2011), y compris, un raccourcissement des cycles menstruels chez les femmes (Mendola et al.,
1997), des modifications du taux de I“cestrogéne au niveau central (Colciago et al., 2006) et
périphérique (Meerts et al., 2004) ainsi qu“une augmentation de [“apoptose des cellules de Leydig
(Oskam et al., 2004).

La neurotoxicité des PCB a ¢été¢ aussi mise en évidence. En effet, ces xénobiotiques
induiraient des troubles moteurs, des déficits de la mémoire et de la vigilance ainsi que de la baisse
du quotient intellectuel (QI), des capacités mnésiques et d“apprentissage, et des capacités visuelles
et de la reconnaissance des objets (Elnar et al., 2012 ; Schantz et al., 1997 ; Soualeh et al., 2017).
En outre, les PCB pourraient altérer le systtme de la neurotransmission et modifier les niveaux de
certains récepteurs, y compris, les récepteurs de la dopamine, du GABA, de la Ryanodine, et de la
Sérotonine, qui sont impliqués dans de nombreuses fonctions comportementales et cognitives (Boix

etal.,2010; 2011; Elnar et al., 2012; Kouzu et al., 2000; Ogren et al., 2008).
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Les PCB regroupent 209 congéneres réparties selon 2 catégories, les PCB de type dioxine,
PCB dioxine-like, (PCB-DL) et les PCB non-dioxin-like (PCB-NDL). De nombreuses études ont
montré que la toxicité et le mécanisme d“action des PCB-DL. Cependant peu de données sont
fournies sur les PCB-NDL méme s“ils sont les congénéres les plus répandus dans 1“environnement
et dans la chaine alimentaire. Parmi les 209 congénéres de PCB, 7 congéneéres, appelés les « PCB
indicateurs » ont été choisis par le Bureau Communautaire de Référence de la Commission
Européenne (Bruxelles) comme ¢étant les composés a rechercher a priori dans les analyses de
matrices organiques contaminés en PCB (sédiment, sang, chair, graisse) (Dargnat and Fisson,
2010). Ensuite, 6 congéneres indicateurs appartenant a la classe des PCB non-dioxine-like (les PCB
28, 52 et 101, 138, 153 et 180) et représentant environ 50 % des PCB totaux ont été sélectionnés
afin de suivre ces contaminants (EFSA, 2005b; EFSA, 2010; INRS, 2007; Stenberg and Andersson,
2008).

Des études ont montré que [“exposition aux PCB-NDL, a fortes doses, pendant la période
développementale pourrait induire des effets neurotoxiques déléteres suite a leurs capacités d“altérer
le systéeme de la neurotransmission (Fernandes et al., 2010; Pessah et al., 2010), ce qui conduit au
final a des altérations par exemple au niveau de 1“activité motrice, de la cognition, du comportement
émotionnel et celui de la résignation (Boix et al., 2010, 2011 ; Ide et a/., 2010 ; Kouzu et al., 2000 ;
Ogren et al., 2008). En outre, notre groupe a récemment montré que 1“exposition précoce et répétée
aux faibles doses d“un mélange pur de PCB-NDL; aux doses environementales ou aux anguilles
contamings, naturellement, entre autres par ces mémes polluants, a induit des déficiences
comportementales permanentes qui ont ét¢ souvent détectées tardivement dans la vie de la
progéniture, y compris un comportement anxieux (Elnar et a/., 2012), un comportement hyperactif
chez les femelles (Dridi et al., 2016), un comportement dépressif-like chez les males (Souhaleh et
al., 2017). Selon d“autres ¢tudes de notre groupe, 1“anguille contaminée par les PCB a ¢galement
induit des altérations cognitives qui sont apparues treés tardivement chez la progéniture et d“une
fagon sexe dépendante. En effet, une atteinte cognitive avec une amnésie a été détectée seulement
chez les femelles, et uniquement a 1“4ge moyen des souris exposées via leurs meres (Soualeh et al.,
2017). Les effets sexe-dépendants observés lors des différentes études pourraient étre expliqués par
le fait que les PCB-NDL sont des perturbateurs endocriniens (Langer and Kocan, 2003; Langer et
al., 2007). Dans plusieurs cas, la perturbation endocrinienne induite par des xénobiotiques,

provoquerait des effets toxiques non seulement chez la population exposée mais aussi chez les

3
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générations suivantes. Dans le cas d“une exposition périnatale les effets transgénérationnels
deviennent plus importants suite a la haute sensibilit¢ des individus lors de la période
développementale comme il a été mis en évidence par les études trans-générationnelles portant sur
le bisphénol A (BPA) (Benarroch, 2013; Wolstenholme et al., 2013). II faut souligner que méme si
les PCB sont connus par leur toxicité développementale, trés peu voire aucune étude n‘a été réalisée

encore pour évaluer leur neurotoxicité multigénérationnelle.

Ainsi plusieurs défis sociétaux concernent les contaminants chimiques et exposent les
humains comme les animaux a de forts risques sanitaires et environnementaux. D“une part, les
contaminations concernent [“ensemble des polluants organiques persistants, les métaux lourds, les
pesticides comme d“autres résidus tels que les métabolites des médicaments. Ce mélange de tous
ces résidus constitue souvent une mixture de 1“exposition de chaque individu, d“autre part, les
expositions sont devenues multiples (multi-expositions) et concernent toutes les voies vectrices de
leurs transferts vers les animaux et les humains qui sont les principales cibles. Ces multi-
expositions témoignent d“une contamination globale et insidieuse de notre environnement et d“une
exposition inévitable a 1“é&helle de notre planéte et de nos différents environnements qui sont
devenues inéluctablement chroniques et répétées et qui constituent un réel risque sanitaire surtout
chez les populations vulnérable telles que les femmes en dge de procréation, les enfants et les

personnes agées.

3) Hypothése

Face a cette multi-exposition chronique et inévitable, nous nous sommes posés quelques
questions et quelques hypothéses en lien avec [“exposition répétée par voie alimentaire via
I“ingestion d“aliments (tels que les poissons) contaminés, méme aux faibles doses

environnementales de mélanges de contaminants dont les 6 PCB-NDL;.

1) Y“aurait-il des risques neurotoxiques a court et/ou a long terme liés a des expositions
précoces et chroniques, méme aux faibles doses surtout en période périnatale (gestationnelle et

lactationnelle).
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2) Quel serait 1“impact de ces expositions précoces sur le neuro-développement et sur les
fonctions comportementales et cognitives des générations suivantes (F1 et F2) méme en absence

d“exposition des F1 et F2.
3) Quels seront les fonctions comportementales et cognitives affectées ?

4) Quels seront les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents et les biomarqueurs

qui en sont liés ?

Pour pouvoir apporter quelques réponses a nos questions et vérifier quelques-unes de nos
hypotheses, nous avions accordé un intérét particulier a 1“évaluation des effets multigénérationnels
sur le neuro-développement, les fonctions comportementales et cognitives induits par des

expositions précoces a un mélange de PCB-NDL; dans un modele murin (souris).

Au vu de nombreuses données de la littérature sur les perturbateurs endocriniens, nous
avions pris le soin de considérer le sexe et 1“4ge des animaux chez les différentes générations

¢tudiées a partir des meres exposées (FO) aux deux générations F1 et F2 suivantes.

Pour ce faire, nous avons exposé les souris meres gestantes et allaitantes (FO) a un mélange

pur de PCB-NDL; mimant I'exposition humaine aux poissons contaminés en PCB.

Méme si notre groupe a confirmé, auparavant, via de nombreux travaux les effets
neurotoxiques sur le neuro-développement, les fonctions comportementales et les fonctions
cognitives des PCB-NDL;, nous avions pris le soin de reproduire ces effets et surtout de les corréler
a de nouvelles études sur le risque du transfert de ces effets a travers les générations suivantes,
méme en absence des expositions. C“est une approche comportementale et cognitive d“€valuer un
impact épigénétique de ces conditions expérimentales au travers d“une importante batterie de tests
neuro-développementaux, cognitifs et comportementaux réalisés dés la naissance jusqu“a 1“4ge
moyen des souris F1 et F2. Nous avions également projeté de quantifier différents marqueurs

biochimiques et de les corréler a ces altérations.
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I. Les polychlorobiphényles
I.1. Introduction

Les polychlorobiphényles (PCB), des polluants organiques persistants et ubiquitaires,
appartiennent a la famille des hydrocarbures halogénés polycycliques a haut poids moléculaire. Les
PCB ont été générés suite a 1“activité anthropique de 1“Homme pour un usage purement industriel.
Ils sont constitués d“‘un noyau biphényle comportant un nombre d'atomes de chlore qui varie de 1 a
10 (Figure 1). Virtuellement, 209 congéneéres de PCB peuvent exister suite aux différentes
combinaisons possibles liées au nombre d“atomes de chlore et leur position dans la structure
biphényle (OMS, 2000). Cependant, seulement 130 congéneres de PCB ont été identifiés dans des
mélanges commerciaux (Safe, 1990), avec des niveaux différents de toxicité. Chaque PCB est ainsi

usuellement défini par un numéro entre 1 et 209, selon la nomenclature [IUPAC (Tableau 1).

méta ortho ortho et

4 para

x Cl y Cl

Figure I : Structure chimique des PCB (EFS4, 2005b)

Formule chimique : C1; Hjp-n Cln, avecn =1a 10 (x +y =n)

La nomenclature utilisée pour le positionnement des atomes de chlore est la suivante

(McFarland and Clarke, 1989).

Ortho : Substitution du chlore au niveau des positions 2, 2%, 6 et 6

Meéta : Substitution du chlore au niveau des positions 3, 3, 5 et 5°
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Para : Substitution du chlore au niveau des positions 4 et 4

Tableau 1: Distribution des congéneres de PCB selon leur nombre de substitution en atome de chlore

Groups homologues

(Sur la base du nombre de substitutions) Congéneres possibles
Monochloro-biphényles 3
Dichloro-biphényles 12
Trichloro-biphényles 24
Tetrachloro-biphényles 42
Pentachloro-biphényles 46
Hexachloro-biphényles 42
Heptachloro-biphényles 24
Octachloro-biphényles 12
Nonachloro-biphényles 3
Decachloro-biphényle 1
Total 209

Les PCB se présentent en général sous forme d“un liquide huileux dont la viscosité et la
teinte s“intensifient avec le degré de chloration. Les plus légers sont liquides et incolores alors que

les plus chlorés sont solides, blancs et opaques (Pellet et al., 1993).

La substitution d“atomes de chlore sur les deux noyaux aromatiques confere aux PCB une
grande stabilit¢ chimique et thermique, donc une grande persistance dans 1“environnement.
Généralement, plus les atomes de PCB sont chlorés moins ils sont solubles et volatiles, par suite
plus stables et immobiles dans l'environnement (Scrudato et al., 1999). Ils résistent aux acides,

bases et températures relativement élevées (<500 °C). Ils sont solubles dans la plupart des solvants
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organiques et les graisses mais trés peu solubles dans 1“cau (0,007 a 5,9 mg/L) (INRS, 2007; Ruelle
etal., 1993).

Le coefficient de partage octanol/eau (Log KOW) des PCB varie également en fonction de

leurs degrés de chloration et il est plus €levé pour le PCB décachloré. Ce coefficient décrit la

distribution a 1“équilibre d“une molécule entre la phase polaire représenté par 1“cau et la phase

apolaire représenté par 1“octanol qui est un solvant ayant des propriétés similaires aux membranes

lipidiques des cellules. Ce coefficient constitue une référence pour étudier in vitro la capacité d“une

molécule a franchir les membranes biologiques et a se bioaccumuler dans les organismes vivants. A

partir de KOW > 3 on considére que la molécule est potentiellement bioaccumulable (Noirot-

Cosson, 2010) (Tableau 2).

Tableau 2: Principales données physico-chimiques des PCB pour chaque groupe de congénéres (données

uniques sont des moyennes) (Robertson and Hansen, 2001)

Taux
Groupe de Poids Point de Point Pression de Solubilité Coefficient de d’évaporation
congénéres ~ Moléculaire fusion d’¢ébullition vapeur a25°C ocl:::ﬁiz approximatif
(g/mol) oC oC Pa) a 25°C 3 u a 25°C
0 (°C) (Pa) (g/m>) logKow )
(g/(m “/h))
Mono
188,7 25-77,9 285 0,9-2,5 1,21-5,5 4,3-4,6 0,25
chlorobiphényle
Di
223,1 24,4-149 312 0,008 — 0,6 0,06 -2 49-53 0,065
chorobiphényle
Tri
257,5 28-87 337 0,003 - 0,22 0,015-0,4 5,5-59 0,017
chlorobiphényle
Tétra
292 47-180 360 0,002 | 0,0043 - 0,01 5,6 -6,5 421073
chlorobiphényl ’
Penta 0,004 —
326,4 76,5-124 381 0,0023 — 0,051 6,2-06,5 1073
chlorobiphényle 0,02
Hexa 0,0004—
360,9 77-150 400 0,0007 - 0,012 6,7-173 2 5.10'4
A LA 0,0007 ’
chlorobiphényl
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Hepta
395,3 122,4149 417 1 3.10'4 0,000045 6,7-7 6.2.107>
chlorobiphényle ’ ’
Octa 0,0002 —
429.8 159-162 432 2,8.107 0.0003 7,1 1,5.107
chlorobiphénle ’
Nona 182,8- y 0,00018 — 6
chlorobiphényl 206 )
Déca 6 7
4 4 - 1 2 -
chlorobiphényl 98,7 3059 36 1,4.10 0,00000 8,26 8,5.10

Les PCB sont inscrits sur la liste des polluants organiques persistants (POP) établie dans le
cadre du Programme des Nations Unies pour 1“Environnement (PNUE), et sont considérés parmi les
12 POP les plus nocifs pour I'Homme (INERIS, 2012). Cette dangerosité des PCB envers les étres
humains a été mise en évidence suite a deux événements majeurs survenus au cours des années
1970. Le premier s“est déroulé au Japon en 1968 ou les PCB étaient responsables du déces de 1780
personnes a Fukuoka et Nagasaki suite a la consommation d“huile de riz contaminée par des PCB a
hauteur de 2000 ppm provenant d“une fuite de compresseur. Un événement similaire a touché 2000
personnes a Taiwan en 1979 (Hsu et al., 1985; Kuratsune et al, 1972). Ils sont généralement

transmis aux étres humains par voie alimentaire (Arnich et al., 2009a; OMS, 2004).
I.2. Classification
La classification des congénéres de PCB releve des criteéres chimiques ou biologiques.

I.2.1. Les critéres chimiques

En raison de leur structure, caractérisée par substitution des atomes de chlore en position
méta et para, 12 congénéres ont été considérés coplanaires, a savoir les PCB 77, 81, 105, 114, 118,
123, 126, 156, 157, 167, 169 et 189. Ces PCB coplanaires ne représentent que 10 a 20 % de la
totalit¢ des PCB en poids (Grandjean and Landrigan, 2006). Ainsi, la majorit¢ des PCB (197
congéneres) sont non coplanaires, caractérisés par un ou plusieurs atomes de chlore en positions

ortho par rapport a la molécule (Tableau 3). Cette position d“atome de chlore donne a la molécule
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une configuration spatiale plus volumineuse et moins planaire, par rapport aux congéneres PCB
coplanaire que leur structure leur permet de se lier sur le récepteur cellulaire aryl-hydrocarbone
(AhR) et enfin avoir un mécanisme d'action similaire a celui des dioxines. De ce fait, les PCB

coplanaires sont donc des PCB-DL.
1.2.2. Les critéres biologiques

L“affinité au récepteur Ah et 1“induction des enzymes cytochrome P450 (CYP450) ont été
utilisés comme critéres dans la premicre classification de la toxicité des congénéres de PCB
(Linden et al., 2010; McFarland and Clarke, 1989). De ce fait, les congéneres de PCB ont été
classifiés comme inducteur de CYP1A1/2 (type 3-méthylcholanthréne (3-MC)), de CYP2B1/2
(type phénobarbital (PB)), ou de type mixte (McFarland and Clarke, 1989).

En général, les congénéres méta et para-substitués sont capables de se lier avec haute
affinité au méme récepteur cellulaire que les dioxines, le récepteur Ah, et typiquement ils induisent
seulement le CYP1A1/2. Dou leur nom les PCB « dioxine-like » (PCB-DL). En revanche, les
congéneres avec deux ou plusieurs ortho-substituants n“induisent que le CYP2B1/2, et se lient avec
peu ou pas d'affinité au récepteur Ah. Tandis que les congénéres PCB-NDL mono et ortho-
substitués, qui se lient au récepteur Ah avec une affinité un peu plus élevée, sont des inducteurs de
type mixte puisquils induisent a la fois le CYP1A1/2 et le CYP2B1/2. A cause de 1“absence ou de
la faible affinité de ces congénéres a AhR, ils sont nommés les PCB « non dioxine-like » (PCB-

NDL) (Tableau 3).

Les PCB-NDL sont trés chlorés et peu métabolisables et ont des mécanismes de toxicité
différents de celui des dioxines et des PCB-DL. Ainsi, ils se caractérisent par leur forte occurrence

dans [“environnement (Johnston et al., 2009).

10
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Tableau 3 : Numéros IUPAC des 12 congéneres de PCB-DL et des 6 PCB-NDL indicateurs (OMS,

2000).
PCB Numéro IUPAC

PCB-DL 12 congéneres 77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169, 189
PCB-NDL 197 congéneres 6 PCB-NDL indicateurs : 28, 52, 101, 138, 153 et 180

1.3. Production et commercialisation des PCB

En 1929, la production industrielle des PCB a débuté aux Etats-Unis par la firme Monsanto
& Co., qui a vendu des licences de production en Europe en conservant son quasi-monopole du
marché (AMAP, 2000). La production mondiale des PCB est estimée a 1,5 million de tonnes, dont
pres de 400000 tonnes seraient dispersées dans 1“environnement. La France était le 4éme producteur
mondial derriére les Etats-Unis, 1“Allemagne et la Russie, sa production est estimée a 135000
tonnes (De Voogt and Brinkman, 1989) (Tableau 4). Les deux sites frangais de production des PCB
situés a proximité de Grenoble dans les communes de Jarrie et de Pont-de-Claix ont arrété leur

activité en 1987.

La firme Monsanto & Co a breveté une large gamme de produits contenant des PCB sous le
nom commercial «Aroclor» (Tableaux 6 et 7). Au début, les produits « Aroclors » ont été
commercialisés seuls, puis ils ont été mélangés a des solvants pour donner de nouveaux mélanges

commerciaux (Asbestol, Abuntol, Inerteen, Therminol, Pyraléne).

En Europe, les produits « Aroclors » sont retrouvés sous de nouvelles dénominations
commerciales selon les pays et les firmes exploitantes (Sovol, Kanechlor, Fenclor...) (Tableau 5).
Les Etats-Unis, 1“Europe et le Japon ont été de grands utilisateurs de PCB. La France est
particuliérement concernée en raison de sa tres forte électrification notamment dans les domaines de

I“hydroélectricité et du nucléaire.

11
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Tableau 4. Quantité de PCB produite dans le monde entier (tonnes) (Breivik et al., 2007)

Producteur Pays Début Arrét Quantité Réfeérences
(Tonnes)
Monsanto USA 1930 1977 641,246 48,4 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
Bayer AG West Germany 1930 1983 159,062 12,0 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
Orgsteklo U.S.S.R.(Russia) 1939 1990 141,8 10,7 (AMAP, 2000)
Prodelec France 1930 1984 134,654 0,2 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
Monsanto U.K. 1954 1977 66,542 5,0 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
Kanegafuchi Japan 1954 1972 56,326 4,2 (Tatsukawa, 1976)
Orgsintez U.S.S.R.(Russia) 1972 1993 32,00 2,4 (AMAP, 2000)
Caffaro Italy 1958 1983 31,092 2,3 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
S.A. Cros Spain 1955 1984 29,012 2.2 (De Voogt and
Brinkman, 1989)
Chemko Czechoslovakia 1959 1984 21,482 1,6 (Schlosserova, 1994)
Xi’an China 1960 1979 8,00 0,6 (Jiang et al., 1997)
Mitsubishi Japan 1969 1972 2,461 0,2 (Tatsukawa, 1976)
Electrochemical Poland 1966 1970 1,00 <0,1 (Zulkowski et al.,
2003)
Company
Zaklady Poland 1974 1977 0,679 <0,1 (Falandysz et al.,
Azotowe 2000)
Geneva USA 1971 1973 0,454 <0,1 (De Voogt and
industries Brinkman, 1989)
Total Global 1930 1993 1325,810 100
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Tableau 5: Principaux noms commerciaux des produits contenant des PCB (AMAP, 2000, Van den Berg et
al., 1998)

Pays Nom commerciaux

Etats-Unis Aroclor, Asbestol, Bakola 131, Clophen,
cholerxtol, diaclor, Dykanol, Elemex, Hyvol,
Inerteen , No-Flamol, Pyranol, Pyrenol, Pyrochlor,
Saf-T-Kuhl, Therminol.

France Abuntol, Asbestol, Electrophényle, Hydol,
phenoclor, Pyraléne, Therminol

Royaume-Uni Aroclor, Pyroclor.
Allemagne Clophen ,Elaol.
(ex: R.F.A))
Italie Fenclor, D.K.
Japon Kanechlor , santotherm
Ex-U.R.S.S. Sovol , solvol
Ex-Tchécoslovaquie Delor

13



Synthese bibliographique

Tableau 6 : Les caractéristiques des différents types d’Aroclor (Hutzinger et al., 1974)

Poids moléculaire

Nombre de Cl moyen

Aroclor % Chlore (Cl) o T
1221 20,5-21,5 1,15 192
1232 31,5-32,5 2,04 221
1242 42 3,10 261
1248 48 3,90 288
1254 54 4,96 327
1260 60 6,30 372
1262 61,5-62,5 6,80 389
1268 68 8,70 453

Tableau 7: Anciennes utilisations des différents types d’Aroclor (IARC, 1979)

1016 (1221, 1254)

Utilisation

Condensateurs électriques

1242, 1254, 1260

Transformateurs électriques

1248, 1254 Pompes a vide
1221, 1242 Turbines
1332, 1242, 1248, 1254, 1260 Fluides hydrauliques

1248, 1254, 1260, 1262, 1268

Résines synthétiques

1221, 1232, 1242, 1248, 1254

Adhésifs

1221, 1232, 1242, 1248, 1254, 1268

Plastifiants en caoutchouc

1242

Systemes de transfert de chaleur

1242, 1254, 1268

Cire

1254

plastifiants, lubrifiants
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1.4. Les sources de contamination

Plus de 1,5 million de tonnes de PCB ont été produits dans le monde depuis le début de sa
production en fin des années 1920. Ils ont connu des applications multiples grace a leurs propriétés

physico-chimiques particulicres.

Les sources de contamination peuvent étre classées en deux grandes catégories: les sources
historiques dues a la production des PCB de 1929 a 1987 et les sources actuelles de contamination

qui permettent aujourd hui la libération des PCB dans [“environnement.

1.4.1. Les sources de contamination historiques

Les PCB ont connu trois types d“applications pouvant étre classées selon leur impact sur

I“environnement (DIREN, 2009; PNUE, 2001):

A) Les systémes clos: ces systemes formaient 69 % de 1*utilisation totale des PCB. Ils
étaient en général des grands équipements (des transformateurs et des condensateurs) controlés
pour éviter des fuites. Ils contenaient assez de PCB pour justifier la récupération de ces derniers.
On les rencontre essentiellement dans les fluides diélectriques (liquides résistant au feu dans des
transformateurs, dans des condensateurs, des interrupteurs), dans les anciens fours a micro-ondes

et les moteurs électriques ...

B) Les systémes clos non controlables : ils forment 10 % de 1“utilisation totale des PCB.
Ces systemes concernaient les condensateurs de petites tailles, les fluides industriels en raison de
leur pouvoir di¢lectrique élevé, de leur grande capacité d'absorption calorifique et de leur
incombustibilité, les fluides caloporteurs (la ou tout risque d'incendie était inacceptable) ainsi que
les fluides hydrauliques de sécurité lorsque des contraintes thermiques interviennent (par exemple
dans certaines installations miniéres). Des fuites étaient possibles mais pratiquement la récupération

des PCB n"“&ait pas envisageable.
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C) Les systémes ouverts non controlables : formant 21 % de [“utilisation totale de PCB.
Ces systemes correspondaient a des utilisations dispersives, comme les additifs stabilisants ou les
ignifugeants dans 1“encre, la peinture, les matic¢res plastiques, les pesticides, les cires et les
retardateurs de flamme. Ces utilisations en systéme ouvert introduisaient directement et dispersaient

les PCB dans 1“environnement rendant leur récupération impossible (AFSSA, 2002).
1.4.2. Les sources de contamination actuelle

Malgré leur interdiction dans presque tous les pays industriels au cours des années 1980, les
PCB contaminent encore l'environnement, en raison des pratiques d'élimination inappropriées et
l'utilisation des anciens matériels €lectriques contenant encore des PCB (La Rocca and Mantovani,

2006).

Les activités de décontamination et de traitements des déchets contaminés en PCB
générent des rejets de ces polluants dans 1“environnement. L “incinération des déchets industriels et
des ordures ménageres serait a 1“onigine de la majorité des émissions de PCB dans 1“atmosphere. La
décontamination des appareils ¢électriques contaminés (condensateurs, transformateurs) puis
I“incinération de ces derniers est a 1“origine du rejet des PCB dans I“environnement. En France,
I“incinération génere 83% de 1“émission des PCB dans [“air d“apres le Centre interprofessionnel
technique d'¢tudes de la pollution atmosphérique (CITEPA, 2006). Les PCB sont aussi présents
dans les rejets des stations d“éuration ainsi que dans les boues d“épurations qui par rejets directs ou

par épandage contribuent a la dispersion de ces polluants dans 1“environnement.

Certaines activités comme le ferraillage et la récupération des métaux peuvent participer a la
pollution de [“environnement en échappant a la réglementation ICPE (Installation classées pour
I“environnement). De plus, certaines usines pourraient étre une source de pollution en fabriquant

des composés chlorés susceptibles de se dégrader pour former les PCB.

Les rejets et 1"abandon de transformateurs contaminés en PCB participent encore a la
pollution atmosphérique. De plus, les actes de vandalisme constitueraient aussi une source de
pollution. En effet, des friches industrielles d“anciens ateliers, d“anciens supermarchés et
d“anciennes décharges, s“ils ne sont pas surveillés, ils constitueraient des réservoirs de pollution

parce quils accueillent des transformateurs ou autres appareils contaminés susceptibles d€tre
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ouverts et vandalisés (ORS, 2008). Enfin, en France, le secteur résidentiel serait a 1“origine de 17 %
des émissions des PCB dans [“environnement suite a plusieurs activités dont la combustion de bois

et 1“usage de produits domestiques, d“aprés le CITEPA (2006).
I1. Les polychlorobiphényles non-dioxine-like
I1.1. Classification des congénéres

Différentes classifications ont été attribuées aux PCB-NDL en fonction de leurs activités
dans les tests in vitro (Stenberg et al., 2011). Les PCB-NDL avec quatre ou cinq substituants de
chlore, avec une proportion élevée d'ortho-chlore et peu de para-substituants, ont un niveau
d'activité plus élevé dans les bio-essais. En contrast, les congéneéres PCB-NDL avec six a sept
atomes de chlore et un profil de substitution uniformément réparti sur le groupe biphényle ne
montrent pas d'activité dans ces essais biologiques. Néanmoins, les PCB-NDL 18, 25, 26, 44, 47, 49
et 52, qui sont des congéneres abondants dans 1“environnement, sont classés dans le groupe

biologiquement le plus actif des PCB-NDL (Stenberg et al., 2011).

Hamers et al. (2011) ont classé 24 congénéres de PCB-NDL en fonction (i) de leurs
propriétés agoniste/ antagoniste des récepteur aux cestrogenes (ER) et aux androgenes (AR), (ii) de
leur affinité de liaison a la protéine transthyrétine (TTR), une protéine de transport des hormones
thyroidiennes, (iii) de leur puissance d“inhiber la communication intracellulaire par jonction gap
(GJIC), (iv) et leur puissance d“altérer 1“expression de certaines protéines impliquées dans le
métabolisme des hormones thyroidiennes, telles que les enzymes uridine-glucuronosyltransférase
(UGT1A1 et UGT1A6) et la déiodinase-1 (DI-1). Ces congéneres ont €té divisés en quatre groupes
différents selon leurs profils de toxicité¢ (Figure 2). Le PCB 168, n“appartenant pas a ces 24
congéneres, a été tout de méme recommandé en tant que congénére indicateur supplémentaire a
cause de son abondance relativement élevée et sa caractéristique anti-androgénique et sa liaison

transthyrétine (Hamers et al., 2011).
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Figure 2 : La classification des 24 PCB-NDL selon leurs profils de toxicité in vivo. Les numéros de 1a 4
représentent l’ordre croissant de la puissance de toxicité de chaque PCB selon différents mécanismes

d’action (Hamers et al., 2011).
I1.2. Surveillance et dosage : les PCB indicateurs

Parmi les PCB, 7 congénéres sont particulierement présents dans [“environnement,
caractérisés par leur forte occurrence dans la chaine alimentaire en représentant environ 50 % de la
charge totale de PCB. Ils sont utilisés comme des traceurs pour évaluer la contamination par les
PCB, dou leur nom : les PCB indicateurs. Les 7 PCB « indicateurs » ou les PCB; formés de PCB-
NDL 28, 52, 101, 138, 153 et 180 et de PCB-DL 118, ont été sélectionnés d'un point de vue
analytique plutdt que toxicologique. Ils sont les plus présents dans 1“environnement et les aliments.
Ils représentent de 20 a 30 % de la teneur en PCB dans les mélanges industriels (Chevreuil, 2009) et
couvrent environ 50 % de la charge totale de PCB présente dans les matrices alimentaires (EFSA,
2005b). Les PCB; possedent des propriétés toxicologiques importantes en raison de leur haut niveau

de chloration (AFSSA, 2009). IIs ont été sélectionnés par le bureau communautaire de référence de
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la commission européenne (Bruxelles) comme étant les composés a rechercher en priorité dans les
analyses des matrices organiques contaminé par les PCB totaux (sédiments, sang, chair, graisse ...)

(AFSSA, 2003; 2006a; 2008).

Par ailleurs, 1“Agence européenne de sécurité des aliments (1"AESA) dans son avis du 8
novembre 2005 (EFSA, 2005) et 1“Anses dans son avis du 23 octobre 2007 (AFSSA, 2007) ont
retiré le PCB-DL 118 du groupe des PCB; et ils ont recommandé de ne plus retenir que les 6 PCBi
sur les 7 (les PCB-NDL 28, 52, 101, 138, 153 et 180) (EFSA, 2005b; 2010; Stenberg and
Andersson, 2008), en confirmant que cela ne nuise pas a la qualit¢ et a la pertinence de

I“information produite (Tard et al., 2007).

L*introduction des colonnes capillaires a la chromatographie en phase gazeuse a formé une
évolution importante dans 1“analyse des PCB, en permettant d“effectuer de dosage pour les PCB
individuels présents dans des échantillons environnementaux, alimentaires et humains (Sonchik,
1983). En plus, la combinaison de la chromatographie en phase gazeuse capillaire et la
spectrométrie de masse (GC/MS), fonctionnant en mode ionisation par impact d*¢lectrons (IE) ou
ionisation chimique négative (ICN) est utilisée pour éviter d'éventuels problémes de coélution avec

autres composés organohalogénés.

I1.3. Occurrence

L“alimentation est la principale source d'exposition aux congéneres de PCB, en représentant
plus de 90 % de I“exposition totale (OMS). L'exposition cutanée et celle par inhalation sont
pertinents dans des situations d'exposition professionnelle (Duarte-Davidson and Jones, 1994; Lees
et al., 1987; Smith et al, 1982; Wilson et al, 2001; Wolf, 1985). Des valeurs moyennes
relativement ¢€levées de PCB-NDL; ont été trouvées dans des échantillons alimentaires d'origine
animale. Une collecte des échantillons d'aliments dans 20 pays européens a été réalisée durant la
période 1998-2008 pour mesurer le taux de contamination par les PCB-NDL;. Les analyses ont
révélé que les plus hauts niveaux de contamination se sont trouvés dans le poisson et ses dérivés
(entre 23,4 ng/kg et 223 ng/kg). Les niveaux les plus bas ont été trouvés dans les fruits, les Iégumes
et les céréales (environ 0,08 ng/kg) (Tableau 6). Dans la viande de ruminants, de volailles, de porcs
et leurs produits, le taux de contamination par les PCB-NDL; a été entre 2,8 et 4,6 ng/kg (EFSA,
2010).
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En Belgique, une analyse de profil des PCB dans différentes matrices alimentaires a montré
que le PCB 138 et le PCB 153 sont les congénéres les plus répandus suite a leur présence respective
dans 97,5 % et 85 % d‘¢échantillons analysés. Les PCB indicateurs 28, 52 et 101 ont été détectés
seulement dans 60 % d“échantillons analysés. Par contre, le PCB 180 a été¢ le moins répandu
puisquil a été détecté uniquement dans 32,5 % d“échantillons analysés (Cimenci et al., 2013). Ces
résultats concordent avec des études similaires rapportées dans la littérature (Fattore et al., 2008;
Kvalem et al., 2009). Comme le montre la figure 3, les principaux contributeurs a la somme totale
des PCB-NDL; étaient les PCB 138, 153 et 28. Le PCB 180 n'a pas été détecté dans de nombreux
¢chantillons, a l'exception des poissons et des fromages. Par exemple, dans le poisson, la matrice
alimentaire la plus contaminée aux PCB, le PCB 138 et le PCB 153 constituent respectivement 37
% et 32 % du total des PCB-NDL,; suivi par le PCB 101 (12 %), le PCB 180 (11 %), le PCB 52 (6
%) et le PCB 28 (2 %) (Bhavsar et al., 2007; VKM, 2008).
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Figure 3 : Contribution individuelle en pourcentage (%) de chaque congénere de PCB-NDL; a la somme

totale des PCB-NDL; dans différents types d’échantillons alimentaires (Cimenci et al., 2013).
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Le tableau 8 donne un apergu des niveaux moyens des PCB-NDL; dans diverses catégories

d'aliments (EFSA, 2010).

Tableau 8: Charge totale de PCB-NDL dans des échantillons alimentaires collectés de 20 pays européens
durant la période allant de 1998 a 2008. Les valeurs sont fondées sur les PCB-NDLi (EFSA, 2010)

Les 6 PCB-NDL;

Produits alimentaires

(ng/kg)
Viande de ruminants et ses produits 4,64
Viande de volaille et ses produits 2,88
Viande de porc et ses produits 3,69
Foie et ses produits (animaux terrestres) 2,1
Poissons et produits de la péche, a 1'exclusion de
I'anguille 234
Anguille 223
Lait cru et produits laitiers, y compris le beurre 9,2
Oecufs de poule et ses produits 16,7
Graisse des ruminants 8,71
Graisse de volaille 2,85
Graisse de porcs 1,04
Huiles et graisses végétales 3,21
Huiles marines 117
Foie de poisson 163
Fruits, Iégumes et céréales 0,08
Autres produits 21,1
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I1.4. Exposition humaine
I1.4.1. Population générale

Les PCB-NDL constituent une partie importante de PCB totaux présents dans les tissus
humains et [“aliment. La population générale est continuellement exposée aux PCB-NDL mais les
données disponibles dans les pays industrialisés ont montré une réduction de niveaux d'exposition

de la population au cours des dernieéres décennies par contre cette réduction est stabilisée.

Parmi les PCB-NDL;, les congéneres 138, 153 et 180, sont dominants dans l'apport
alimentaire (Juan et al., 2002), étant donné que ces congéneres dominent également la composition
de PCB dans les aliments tels que le poisson, les ceufs, la viande, et les produits laitiers (Szlinder-

Richert et al., 2009a).

Dans les pays industrielles, la consommation moyenne de PCB-NDL chez les adultes est
estimé entre 10 et 45 ng/kg de poids corporel/ jour, alors que 1“estimation de 1'exposition des grands
consommateurs de poisson est dans la fourchette de 60-80 ng/kg de poids corporel par jour (EFSA,
2005b). En France, [“exposition journaliére moyenne aux 6 PCB-NDL; est de 7,6 ng/ kg de poids
corporel chez les femmes en age de procréer (19-44 ans), de 7,7 ng/kg chez les adultes (15 ans et
plus) et de 12,9 ng/kg chez les enfants (3-14 ans) (Arnich et al., 2009b). Une étude néerlandaise a
trouvé que 1“exposition moyenne de PCB-NDL; chez les personnes agées (70 ans) est de 5,6 ng/kg
de poids corporel/jour (Baars et al., 2004b; Bakker et al., 2003), alors que les enfants agés de 2 ans
ont des expositions plus élevées avec un apport moyen de 12,1 ng/ kg de poids corporel/jour
(Bakker et al., 2003). En Allemagne, une exposition moyenne de 15,3 ng/kg de poids corporel/ jour
a été calculée comme une somme pour les 3 congéneres de PCB 138, 153 et 180 (Arnold et al.,
1998). Une étude italienne a estimé une dose journaliere de PCB-NDL; a 18 ng/ kg de poids
corporel/ jour (Zuccato et al., 1999).

Outre les variations géographiques, [“exposition quotidienne est également dépendante de
l'age. Une étude italienne a montré que la plus forte exposition journalieére s“est produite au cours
des deux premiéres années de la vie avec une exposition journaliere de 111 ng de PCB-NDL/kg de
poids corporel (Fattore et al., 2008). Si 1“on exclut les nourissons allaités, 1“exposition quotidienne

chez les nourissons/les bébés/les enfants (0-6 ans) a été estimée a 24,6 ng de PCB-NDL/kg de
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poids corporel (Fattore et al., 2008). Chez les enfants les plus agés (7-12 ans), une exposition
quotidienne a été estimée a 16,1 ng de PCB-NDLi/kg de poids corporel tandis que chez les jeunes,
les adultes et les personnes agées de 13 a 94 ans, cette exposition a été de 10,9 ng de PCB-NDLi/kg
de poids corporel (Fattore et al, 2008). En Suéde, la dose journaliére a été calculée pour 23
congéneres de PCB chez les hommes et les femmes a différents groupes d'age. Chez les femmes, les
résultats ont montré que l'apport quotidien médian estimé était de 1'ordre de 5,5 a 11,5 ng/kg de
poids corporel. Chez les hommes, I'apport quotidien médian était de 6,22 a 9,62 ng/kg de poids
corporel (Lind et al., 2002). L'exposition quotidienne aux PCB-NDL; chez les pécheurs a été de
I“ordre de 41,5 ng/kg de poids corporel, ce qui est environ 5 a 10 fois plus élevée que les niveaux

détéctés chez la population générale adulte masculine, en Su¢de (EFSA, 2005b).

Un apergu global de 14 ¢tudes menées dans différents pays sur I'exposition alimentaire aux
PCB-NDL est résumé dans le tableau 9. L'exposition quotidienne aux PCB-NDL dans ces différents
pays varie de 4,26 ng/kg de poids corporel, observée en Norvege, a 17,7 ng/kg de poids corporel,
observée en Russie. Les estimations des expositions élevées dans certains pays pourraient
s'expliquer par leur échantillonnage effectué 10 ans auparavant et également par leurs habitudes

alimentaires telles que la consommation élevée des produits de la péche (Cimenci et al., 2013).

Tableau 9: Apercu de l'apport alimentaire estimé de PCB-NDL dans 13 pays et estimation de
I'EFSA pour la population européenne moyenne.

Pays (période Apport Hypothese Méthode Référence

d'échantillonnage) | alimentaire de PCB- statistique d’analyse
NDL (ng/Kg p.c./jour)

W RIS PALNSAIIGN  Moyenne ) 6 Borne inférieure ~ Non marqué (Kvalem et al,
Population moyenne = 2009)
4,26
Egypte (2005) Moyenne ) 6 Borne inférieure  HRGC- HRMS  (Loutfy et al,
2009)
Population moyenne =
4,36
Corée du Sud (2005 - @Y OEERYY Limite moyenne =~ GC-MS-EI (Moon et al,
2007) 2009)

Population  moyenne
(2-65 ans) = 4,36

23



Synthese bibliographique

Suéde (2005)

Etats-Unis (1997)

Pays-Bas (1999)

Allemagne (2005)

Chine (2010)

France (2002-20006)

Italie (1994-1996)

Danemark (1998-
2003)

Russie (1998-2002)

EFSA (Non marqué)

Moyenne Y 16
Adultes = 4,9
Moyenne ) 6

Adultes =5

Médiane )7

Adultes (40 ans) = 4,8
Moyenne ) 6

Population de Munich
(19-58 ans) = 5,6

Moyenne )25

Population moyenne =
7,31

Moyenne Y 6
Adultes (> 15 ans) =7,7

Moyenne ) 6

Adultes (13-93 ans)
10,9

Moyenne ) 10

Population moyenne
12,9

Moyenne '16

Population moyenne
17,7

Moyenne 6

Population  moyenne
population = 15

Belgique (2008) Moyenne )6

Limite moyenne

Non marqué

Borne inférieure

Limite moyenne

Non marqué

(Pas de donnée <

LQ
Donnée < LQ ont

été exclus

Donnée < LQ
reglée a 1/3 LD

Limite moyenne

Non marqué

Borne inférieure

24

GC-MS

Non marqué

GC-MS

HRGC- MS-EI

GC-MS

HRGC-HRMS

Non marqué

GC/ECD

GC/ECD

Non marqué

GC-MS/MS

(Kiviranta et al.,
2004; Tornkvist
etal,2011),

(ATSDR, 2000)

(Baars et al,
2004a)

(Fromme et al.,
2009)

Xing et al,
2010)
(Arnich et al,
2009b)

(Fattore et al,
2008)

(Fromberg et al.,
2005)

(Pokler et al
2010)

(EFSA, 2005b)

(Cimenci et al.,
2013)
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Adultes = 5,33

Meédiane Y 6

Adultes = 4,9

11.4.2. Population particuliere

Les PCB ont été détectés dans le placenta, le cordon ombilical, le sang de cordon et dans le
lait maternel (ATSDR, 2000; Aylward et al., 2014; DeKoning and Karmaus, 2000; Fukata et al.,
2005; Koopman-Esseboom et al., 1994b) ce qui met en évidence le danger sanitaire encouru par les

foetus, les nourrissons et les bébés.
11.4.2.1. Le feetus

Chez les rongeurs et les singes, plusieurs expériences ont montré que les PCB peuvent

traverser la barriere placentaire et atteindre le feetus (Cincinnati et al., 1990).

En Espagne, une étude a montré que la teneur des PCB 153 et 180 dans le sang du cordon
ombilical représente 95 % des PCB totaux et augmente parallelement avec 1“ingestion de fruits de

mer par les meres (Llop et al., 2010).
11.4.2.2. Les nourrissons allaités

L“allaitement est reconnu comme une pratique saine optimisant la croissance et le
développement des nourrissons (PSEA, 2002 ). Mais la forte contamination du lait humain par les
PCB souléve des préoccupations concernant leurs effets potentiels sur la santé développementale
des nouveau-nés. Donc, il est nécessaire de réduire la concentration de ces contaminants et de

fournir des conseils alimentaires aux femmes en age de procréer (AMAP, 2009).

Les PCB-NDL s“accumulent en grandes quantités dans le lait maternel en raison de sa forte
teneur en graisses (ATSDR, 2000). Chez les mammiferes, les PCB-NDL se transférent de la mére
aux nourrissons par 1“alaitement. Lee ef al. (2007) ont montré que la souris femelle relargue
environ 40 % de sa charge corporelle en PCB 153 aux souris juvéniles durant les deux premicres

semaines de [“allaitement (Lee et al., 2007). Chez les femelles de singe exposées aux PCB durant
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I“allaitement, il a été constaté que la concentration sanguine de la progéniture en PCB a
régulicrement augmenté jusqu‘au sevrage (Mes et al., 1994; 1995a). Ainsi, des études ont montré
que la charge en PCB dans le lait maternel diminue avec le nombre de maternités. En effet, les
concentrations en PCB totaux trouvées dans le lait maternel des méres multipares sont 4 fois

inférieures a celles trouvées chez des méres primipares (Haraguchi et al., 2009).

L“allaitement représente donc une importante source d“exposition des nourrissons. Des
¢tudes ont montré que 1“exposition des nourrissons allaités aux PCB-NDL dépasse jusqu®a deux
fois celle des adultes. Les congéneres dominants des PCB-NDL dans le lait maternel sont les PCB
138, 153 et 180 (Guvenius et al., 2003; Polder et al, 2009). Sur la base des données provenant
d“échantillons groupés (« pools ») de lait humain de 18 pays européens, il a été estimé que la dose
journaliére moyenne de PCB-NDL; chez les nourrissons allaités est de 984 ng/kg de poids corporel
(EFSA, 2005b). Une autre étude a estimé que la consommation moyenne des PCB-NDL 28, 138,
153, 170 et 180 par kg de poids corporel et par jour chez les nourrissons allaités était de 418 ng
pour ceux ayant 1 mois, de 294 ng/kg pour ceux ayant 3 mois et 165 ng pour ceux ayant 6 mois , ce
qui a montré une tendance de réduction de l'apport de PCB- NDL durant la période de l'allaitement
maternel (Bergkvist et al., 2010). Au cours de ces derniéres décennies, 1'exposition des nourrissons
aux PCB durant 1“alaitement a diminu¢ d“une facon significative dans les pays qui ont adopté des
mesures pour réglementer l'application ouverte et fermée des mélanges industriels de PCB. Par
exemple, a 1“ouest de I“Allemagne, il a été signalé¢ que la consommation des PCB par les

nourrissons allaités a diminu¢ d'environ 80 % (Fiirst, 2006).

Une bonne corrélation a été observée entre les niveaux de PCB dans le sang de la mére et
dans le lait maternel. Le taux des PCB est environ 10 fois supérieur dans le lait maternel que dans le
sang. Par conséquent, il est possible d'estimer le niveau de PCB dans le lait maternel a partir des

concentrations sanguines (Byczkowski et al., 1994).

Hara (1985) a publié une étude de cohorte (1973-1979) d'un groupe de travailleurs exposés
aux PCB dans une usine de fabrication de condensateurs au Japon (Hara, 1985). L'usine a utilisé les
PCB (Kanechlor-500 avec 55 % de chlore et KC-300 avec 43 % de chlore) de 1950 a 1972. La
cohorte était composée de 155 travailleurs et travailleuses et de 158 enfants nés apres 1975. L'étude

a montré que, comparativement aux femmes vivant dans la préfecture d'Osaka, le niveau de PCB
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contenu dans le lait maternel des travailleuses qui ont accouché entre 1975 et 1979 était de 10 a 100

fois plus ¢levé, variant entre 40 et 400 ppb.

11.5. Les niveaux dans les tissus humains
I1.5.1. Sérum et tissus adipeux

Le dosage des PCB dans les tissus adipeux et dans le sérum a toujours servi comme
indicateur de la charge corporelle. Chez les femmes , une bonne corrélation a été obtenue entre le

taux des PCB 74, 99, 118, 138, 146, 153, 156, 167, 170, 180, 183 et 187 dosés dans les tissus

adipeux et le sérum, et la charge corporelle en PCB totaux (Stellman et a/., 1998).

Les congéneres de PCB prédominants dans les tissus adipeux humains et le foie sont les
PCB-NDL 138, 153 et 180 (Covaci et al., 2002b; Covaci et al., 2008; Meironyte-Guvenius et al.,
2001; Schecter et al., 1989). Les PCB moins chlorés, comme les PCB-NDL 28, 52, 74 et 95 ont une
fréquence de détection trés faible. Des études ont montré chez une population d'amérindiens
exposée aux PCB par la pollution industrielle et également par la consommation fréquente des
poissons locaux des concentrations sériques moyennes de PCB 153 et de la somme de 101
congéneres de PCB de 124 et 953 ng/g de lipides, respectivement (Goncharov et al., 2009). Chez
les femmes Inuits, la concentration moyenne en PCB dans le sang maternel (comme Aroclor 1260)
a été estimée a 8 pg/L de plasma sachant que les concentrations des congéneres de PCB se trouvent
dans l'ordre suivant : PCB 153 (le congénere prédominant) > 138> 180> 187. En se basant sur le
poids de lipide, la concentration en PCB chez les femmes Inuits a été estimée a 454 ug/kg de lipides
(Van Oostdam et al., 2005). Les pécheurs de la cote suédoise avaient les concentrations
plasmatiques en PCB les plus élevées, y compris les PCB 138, 153 et 180, par rapport au reste de la
population (Svensson et al., 1995). Les concentrations plasmatiques de ces congéneres €taient 442,
836 et 661 ng/g de lipides, respectivement chez les pécheurs du sud-est de la cote alors quelles

¢taient de 186, 336 et 290 ng/g de lipides, respectivement, chez les pécheurs de la cote ouest.
I1.5.2. Placenta, sang de cordon ombilical

Les taux des PCB-NDL 138, 153 et 180 dans le tissu placentaire et dans le sang de cordon

ombilical ont été utilisés comme indicateurs de 1'exposition de feetus aux PCB (DeKoning and
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Karmaus, 2000; Koopman-Esseboom et al., 1994b). La concentration de PCB dans le placenta
(5027 ng/g de lipides) était 2,8 fois plus élevée que la plus forte concentration présente dans le lait
maternel (1770 ng/g de graisse) (DeKoning and Karmaus, 2000). A noter que les niveaux de
contamination aux PCB dans les tissu feetal et infantile sont bien corrélés aux taux plasmatiques

maternels (Koopman-Esseboomm et al., 1994a).

Le congénére dominant dans les échantillons du sang de cordon ombilical collectés a
Minorque était le PCB 180, tandis que les PCB 153 et PCB 138 étaient les congéneres qui dominant
dans les échantillons du sang de cordon recueillies a Valence (Vizcaino et al., 2011). A Valence, la
concentration médiane de la somme des 7 PCB: 28, 52, 101, 118, 138, 153, et 180 était de 150 ng/g
de lipides, tandis que chez la cohorte de Minorque, la concentration médiane de ces 7 PCB était de
240 ng/g de lipides, ce qui est plus élevé que ceux rapportés dans des nombreux autres pays tels que
la Suéde (Guvenius et al., 2003), les Etats-Unis (Herbstman et al., 2007) et I“talie (Bergonzi et al.,
2009), mais inférieur aux niveaux rapportés en Slovaquie (Park et al., 2008) et en Russie (Eik Anda

et al., 2007).
11.5.3. Le lait maternel

A partir de nombreuses données bibliographiques, la contamination du lait maternel par les
PCB-NDL est devenue un phénoméne mondial (Asante et al., 2011; Cerna et al., 2010; Cok et al.,
2012; Darnerud et al.,, 2011; Deng et al, 2011; Devanathan et al., 2009; Devanathan and
Ramanathan, 2012; Ennaceur et al, 2008; Polder et al., 2009; Rodriguez-Dozal et al., 2012).
Depuis les années 1970 et dans la plupart des pays, les niveaux de PCB dans le lait maternel ont
diminué d“une fagon significative. Cette diminution est stabilisée au cours des dix derniéres années
(Abballe et al., 2008; Hooper et al., 2007; Raab et al., 2008; Ulaszewska et al., 2011; Zietz et al.,
2008). Par contre, dans certaines régions de la République tcheque, le niveau des PCB-NDL dans le
lait maternel n“a pas diminué, en raison de la forte contamination des zones environnantes (EFSA,
2005b). Les taux des PCB-NDL 138, 153 et 180 dans le lait maternel ont été utilisés comme
indicateurs de l'exposition des nourrissons allaités (DeKoning and Karmaus, 2000; Koopman-

Esseboom et al., 1994b; Koopman-Esseboomm et al., 1994a).

Les résultats d'une étude menée sur la cohorte d“Inuits a révélé que le congénere de PCB le

plus abondant dans tous les échantillons biologiques analysés était le PCB 153, représentant environ
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40 % de la charge corporelle totale en PCB (Ayotte et al., 2003). Il a ét¢ également montré que les
femmes Inuits avaient une concentration totale moyenne en PCB dans le lait maternel 7 fois plus

forte que celle trouvée chez les femmes du sud du Québec (Dewalilly et al., 1993b).
I1.6 Toxicocinétique et métabolisme

Les propriétés physico-chimiques des PCB permettent a ces xénobiotiques d“€tre facilement
absorbés au niveau gastro-intestinal par diffusion passive (Albro and Fishbein, 1972). 1l a été
observé que 1“efficacité d'absorption des congénéres des PCB est dépendante de plusieurs facteurs,
tels que de la quantité de graisse corporelle, de la perte/gain de poids, des propriétés de composés
(sensibilité & un métabolisme) et de 1“exposition antérieure (Juan et al., 2002). Environ 80 % des

PCB-NDL 28, 52, 101 et 105 sont absorbés chez I'Homme (Schlummer et al., 1998).

Une fois absorbé, les PCB sont facilement distribués a tous les compartiments de
l'organisme par une association non spécifique aux cellules sanguines et aux protéines plasmatiques
(Matthews and Dedrick, 1984). En raison de leur lipophilie, les PCB se concentrent dans les tissus
riches en lipides et dans le sang (Park et a/., 2005). La distribution initiale des PCB est déterminée
par des facteurs biophysiques comme le volume de tissu, le rapport de partition tissu/sang et le taux
de perfusion. D*autres facteurs contribuent a la distribution des différents congénéres comme
I“é&endue de la récente consommation, l'apport a long terme, la teneur de l'organe en maticres
grasses, la protéine de liaison et, surtout, le potentiel de métabolisme. Par exemple, 1" allaitement ou

la perte significative de poids augmente la libération de PCB dans le sang.

La premicre étape de la biotransformation des PCB implique leur oxydation par les
cytochromes P-450. Cette étape a pour but de détoxifier les PCB, en les rendant polaires et par
conséquent ils pourraient étre éliminés par 1“organisme. Cette étape dépend du degré de chloration
du congénere. Généralement, le taux du métabolisme des PCB est inversement proportionnel au
degré d'halogénation, ce qui suggere que les PCB moins halogénés sont plus rapidement
transformés (Parham and Portier, 1998). Toutefois, le métabolisme des PCB devient plus complexe

avec |“augmentation du degré de chloration (Tanabe et al., 1981).

La deuxieme phase de la biotransformation implique la sulfatation, la glucuronidation, la

méthylation, ou la conjugaison au glutathion ou a l“acide mercapturique, d“ou la formation des
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métabolites de PCB sulfonylés, glucuronidés, méthylés, conjugué a 1“acide mercapturique ... Les

différents métabolites de 6 PCB-NDL détectés dans les tissus et les liquides biologiques humains et

animaux sont représentés dans le tableau 10.

Tableau 10: Métabolites des congéneres de PCB-NDL; (Bergman et al., 1994, Boix et al., 2010;
Glynn et al., 2011; Haraguchi et al., 2009)

Congénéres parents Nomenclature Métabolites Nomenclature

PCB 28 2,4,4*trichloroPCB 3““OH-CB28 3“OH-2,4,4 trichloroCB
3-MeSO,-CB 52 3-MeS0,.2,25,5tétraCB
PCB 52 2,2%5,5tétraPCB
4-MeSO,-CB 52 4-MeS0,.2,2°5,5tétraCB
4*-OH-CB 101
4-OH-2,24,5,5“pentaCB
4“-MeO-CB 101
4*-Me0-2,2,4,5,5 “pentaCB
PCB 101 2,24,5,5“pentaPCB 3-MeS0O,-CB 101
3-MeS0,.2,2*4,5,5 “pentaCB
4-MeSO,-CB 101
4-MeS0,-2,24,5,5 “pentaCB
2,2°3,4,4“ 5*“hexaCB
3““OH-CB 138
4-OH-2,2%3,4,4“ 5*“hexaCB
4-OH-CB 146
PCB 138 2,2 3,4,4“ 5 -hexaPCB 4°-Me0-2,2%,3,4,4 5“-hexaCB
4“-MeO-CB 130
3*“Me0-2,23,4,4*,5-hexaCB
3““MeO-CB 138
3-OH-CB 153 3-OH-2,2*4,4“ 5.5 -hexaCB
4-OH-CB 146 4-0OH-2,2,4,4*,5.5"-hexaCB
PCB 153 2,2°4,4“5.5“hexaPCB
3-MeO-CB 153 3-Me0O-2,24,4“ 5.5 -hexaCB
4-MeO-CB 146 4-MeO-2,24,4*,5.5“-hexaCB
2,2%3,4,4%5,5" e 4°-OH-2,23,4,4“ 5,5
PCB 180 heptaPCB 4*-OH-CB 172 heptaCB
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Ainsi, les phénols formés peuvent étre excrétés plus facilement que les PCB parents, mais
peuvent également se lier aux protéines plasmatiques. D“autres métabolites, tels que les dérivés
méthylsulfonyle, présentent une lipophilie relativement élevée et sont conservés plus longtemps
dans le corps (foie et poumons) par rapport aux métabolites phénoliques. Oberg et al. (2002) ont
¢tudi¢ la corrélation entre le poids moléculaire, et la biodisponibilit¢ et la distribution des
congéncres de PCB. Les observations ont montré qu“un poids moléculaire €élevé a été corrélé a une

absorption plus faible et une redistribution plus lente.

L*¢limination des PCB non métabolisés est tres faible. Ce processus est plutdt dépendant de
l'excrétion des métabolites polaires dans l'urine et la matiére fécale. Des valeurs de demi-vie des
congénéres de PCB chez 'Homme ont été présentées dans le tableau 11 montrant que les
congéneres fortement chlorés ont une demi-vie plus longue, donc une plus grande accumulation, ce
qui est le cas de PCB-NDL 138, 153, 170 et 180. L“excrétion des PCB et de leurs métabolites
méthyl-sulfonyle s“effectue principalement par les selles (excrétion biliaire), l'urine et le lait

maternel.

Tableau 11: La demi-vie de certains congéneres PCB-NDL signalé dans des études humaines (EFSA, 2005a)

Congénére PCB-NDL Demi-vie Références

18/44 jours® (Luatamo et al., 1991)
182 jours (Wolff and Schecter, 1991)
1,4 an (Brown et al., 1989)
8 4.8 ans (Wolff et al., 1992)
3,0 ans (Yakushiji et al., 1984)
3,5 ans (Ritter et al., 2011)
2,6 ans (Ritter et al., 2011)
> 5,5 ans’ Wolff et al. (1992)
7/14 jours® (Luatamo et al., 1991)
101
5,7 ans® (Wolff et al., 1992)
138 0,89 ans (Bohler et al. 1988)
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3,4 ans (Ryan et al., 1993)
6/7 ans (Brown et al., 1989)
16,3 ans (Yakushiji et al., 1984)
16,7 ans (Wolffet al., 1992)
20/32 ans® (Yakushiji et al., 1984)
0,94 ans Bohler et al. (1988)
3,9 ans (Ryan et al., 1993)
12,4 ans (Brown et al., 1989)
153
14,4 ans (Ritter et al., 2011)
26/47 ans” (Chen et al., 1982)
27 ans (Yakushiji et al., 1984)
4,5 ans (Ryan et al., 1993)
170 15,3 ans (Ritter et al., 2011)
47/71 ans® (Chen et al., 1982)
0,34 ans (Bohler et al. 1988)
11,5 ans (Ritter et al., 2011)
180
4,8 ans (Ryan et al., 1993)
9,9 ans (Wolffet al., 1992)

*Deux valeurs données dans 1'étude en fonction des sélections d'échantillons.
Coélution entre PCB 47,49 et 52.

“Coelution entre les PCB 99 et 101.

IL.7. Les effets toxicologiques

Les PCB-NDL (et leurs métabolites), déclenchent différents types de réponses
toxicologiques y compris neurotoxiques, comme cela a été mis en évidence pour les PCB 180, 152

et 138, neuro-endocrinologiques, comme cela a été mis en évidence pour les PCB 52, 74, 77, 138,
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153, 180 et immunologiques, comme cela a été¢ mis en évidence pour les PCB 101, 153, 180 (Boix
et al., 2010; 2011; Bonefeld-Jargensen et al., 2001; De Boever et al., 2013; Ferrante et al., 2011;
Huang et al., 1998; Jacobson and Jacobson, 1996; Lilienthal et al., 2011; Lilienthal et al., 2010; Park
et al., 2010; Viluksela et al., 2014).

Les PCB ont été classés parmi les premiers perturbateurs endocriniens. Ils sont capables
d“agir sur la synthése, la sécrétion, le transport, 1“excrétion des hormones ou encore sur leur fixation
aux récepteurs correspondants (Crisp et al., 1998; Koopman-Esseboom et al., 1994b; Langer et al.,
2007; Langer et al., 2003). Cela pourrait engendrer des troubles physiologiques, de la reproduction
et du comportement. Des ¢études ont montré que [“exposition aux PCB pourrait induire une
diminution des concentrations circulantes des hormones thyroidiennes qui jouent un role principal
dans le développement du systéme nerveux central, ce qui pourrait entrainer une hypothyroidie

(Roos et al., 2011; Cheeket et al., 1999).

Les PCB-NDL peuvent ¢galement induire des atteintes morphologiques et fonctionnelles du
systéme immunitaire, en aboutissant entre autre a la réduction pondérale du thymus et de la rate, a
une sensibilité accrue aux attaques virales ou microbiennes ainsi a 1“augmentation de la réponse

lymphocytaire a un stimulus mitogeéne (EFSA, 2010; Ferrante et al., 2011).

En outre, les PCB-NDL peuvent induire la narcose, la génotoxicité (Marabini et al., 2011;
Strathmann et al., 2006), des effets hépatiques, une activité promotrice de tumeur (Cogliano, 1998;
Goncharov et al., 2011; Knerr and Schrenk, 2006), des effets neurologiques tels que des troubles de
l'activité motrice, une altération de la production de dopamine, un déficit de mémoire, un
dysfonctionnement cognitif et des effets dépressifs (Boix et al., 2011; Jacobson and Jacobson,
1996; Park et al, 2010; Soualeh et al, 2017), un développement de l'hypertension (pression
artérielle systolique et diastolique), diabéte 11 et maladie cardiovasculaire (Everett et al., 2011). Ces
effets peuvent survenir aprés une forte ingestion accidentelle (exposition aigu€) ou apres une

bioaccumulation suite a des prises prolongées, lors par exemple d““une exposition chronique.

33



Synthese bibliographique

7.2.1. Perturbation endocrinienne
7.2.1.1. Hormones stéroidiennes

En Allemagne, une étude réalisée sur des nouveau-nés exposés durant la période périnatale
au PCB, a montré une corrélation positive entre la concentration des PCB-NDL,; dans le sang et le
lait maternel, et la diminution significative du taux de la testostérone dans le sang du cordon

ombilicale chez les bébés femelles (Cao et al., 2008).

De plus, une exposition développementale des rats males au PCB 180 a montré une
diminution aussi bien du taux de la testostérone que celui des hormones lutéinisantes (LH) et
folliculo-stimulantes (FSH). De méme, une réduction du poids de la prostate ainsi du nombre des

spermatozoides épididymaires a été révélée (Viluksela et al., 2014).

D“un autre part, des analyses in-vitro réalisées sur 1“effet des PCB sur les cellules
cancéreuses de sein (T47) ont montré une activité cestrogénique pour les congénéres les moins
chlorés (tels que les PCB 28 et 52), et une activité anti-oestrogénique pour les congénéres les plus
chlorés (tels que les PCB 138, 153 et 180) (Pliskova et al., 2005 ; Hamers et a/., 2011 ). L analyse
de 1“expression protéique au niveau du foie chez les rats femelles suggere un effet cestrogenique du
PCB-NDL 180. En revanche, le taux des hormones stéroidiennes et gonadotropes n*a pas été affecteé

chez les rats adultes suite a [“exposition sub-aigue aux PCB-NDL 52 ou 180.

En outre, les métabolites hydroxylés des PCB (PCB-OH) ont montré aussi bien des effets
cestrogeniques quanti- cestrogeniques par 1“inhibition de la I'cestradiol-sulfotransférase. Cependant,
a des fortes concentrations, ces métabolites montrent une activité androgénique par 1“inhibition de

I“aromatase (Fernandes et al., 2011).
7.2.1.2. Hormones thyroidiennes

La perturbation du transport des hormones thyroidiennes est un mécanisme important par
lequel les PCB peuvent altérer I'homéostasie de ces hormones. Une étude in vitro sur la liaison des
PCB a la protéine transthyrétine (TTR), une importante protéine de transport des hormones
thyroidiennes T4 et T3, a montré que les PCB mono-ortho substitués présentent une importante

liaison au TTR, alors que les PCB multi-substitués en ortho montrent une diminution d“affinité a
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ces transporteurs. D“une autre part, les PCB mono-substitués en méta, ressemblant au cycle mono-
iodophénolique de T3, montrent une faible liaison a la TTR. Ceci pourrait étre expliqué par la petite
taille de chlore par rapport a l'iode, et l'activité de liaison relativement faible de T3. De plus, les
congéneres ressemblant au cycle di-iodophénolique de T4, c'est-a-dire les PCB di-méta-substitués,

présentent la plus forte activité de liaison a la TTR (Chauhan et al., 2000).

En outre, les métabolites hydroxylés des PCB (PCB-OH) sont capables d'affecter les
hormones thyroidiennes. Des expériences in vitro ont indiqué que les PCB-OH inhibent la liaison
de la T4 a la TTR, impliquée dans son transport a travers le placenta et la barriére hémato-
encéphalique (Cheek et al., 1999 ; Viluksela et al., 2010). Le détachement de T4 de la TTR sous

I“action des PCB-OH empéchent donc le passage de cette hormone pour le cerveau du feetus.

L'hypothyroidie s“interfére avec le développement du systéme nerveux central et est
associée a la déplétion du follicule thyroidien et a l'activation de la clairance hépatique des
hormones thyroidiennes par l'induction des uridine di-phosphoglucuronosyl transférases (UGT)
dans le foie. Le PCB 180 peut induire le métabolisme des hormones thyroidiennes en sur-exprimant
le récepteur CAR (constitutive active receptor) dépendant des enzymes UGT1A1 et UGT1AG6, et en
améliorant ainsi 1'élimination des hormones thyroidiennes circulantes. Donc la puissance des
différents congéneres pour I'induction de 'UGT dans le foie refléte trés probablement leur capacité
a provoquer une hypothyroidie chez les rats (Roos et al., 2011). Cependant, chez 'Homme, il n'est
pas clair si l'exposition aux PCB entraine des effets similaires, car la principale protéine
transporteuse de T4, la thyroxine-binding globulin (TBG), protége les hormones thyroidiennes

circulantes contre la dégradation.

Par ailleurs, une augmentation du poids de la glande thyroidienne a été observée chez des
rats males adultes aprés une exposition subaigué¢ de 28 jours au PCB 180, accompagnée d“une
vacuolisation accrue des cellules folliculaires thyroidiennes, suggérant une activation thyroidienne

(Viluksela et al., 2014).

I1.7.2. Neurotoxicité développementale

Chez I'Homme, il a été touvé que l'exposition périnatale aux PCB induit une altération de la

voie glutamate-oxyde nitrique (NO) - guanosine monophosphate cyclique (GMPc), ce qui pourrait
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contribuer a des altérations cognitives. Chez le rat, I'exposition précoce aux PCB-NDL 138 ou 180
a induit une altération de la fonction de la voie glutamate-NO-cGMP, et ce par différents
mécanismes. Ce résultat a été aussi confirmé par des essais in vitro sur des neurones cérébelleux de
rat (Llansola et al., 2010). En effet, les PCB 138 et 180 ont réduit la quantité des récepteurs N-
méthyl-D-aspartate (NMDA), ce qui a ensuite réduit la fonction de la voie glutamate-NO-GMPc.
Cet effet pourrait contribuer a l'altération de la capacité d'apprentissage de ces animaux. Egalement,
l'exposition aux PCB 138 ou 180 pendant la gestation et la période de la lactation modifie la
modulation de la neurotransmission dopaminergique par le glutamate dans le noyau accumbens, ce
qui pourrait entrainer une altération de l'activité locomotrice (Boix et al., 2010). Chez le rat,
l'exposition développementale au PCB 52 a augmenté le taux d'acide gamma-aminobutyrique
extracellulaire (GABA) dans le cervelet qui peut contribuer a 1*altération de la coordination motrice
chez la progéniture. L'activation et la potentialisation des récepteurs humains GABA 4 par les PCB-
NDL sont des modes d'action récemment découverts. Ces mécanismes pourraient étre [“ongine de
I“altération de la coordination motrice par les PCB-NDL (Fernandes et al, 2010). Par ailleurs,
I“exposition développementale aux 6 PCB-NDL; a une faible dose (10 ng/kg) a induit une
augmentation significative au niveau de 1“expression des geénes codant le récepteur de la ryanodine
3 (RyR3), qui joue un rdle important dans la régulation de I'homéostasie du calcium intracellulaire,
dans le cervelet des souris juvéniles (Giannini et al, 1995). De méme, I'exposition
développementale aux PCB-NDL a affecté la fonction auditive chez la progéniture adulte de rat, en
augmentant les seuils des potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral (Lilienthal et al., 2011). Le
PCB 74 était le congénere le plus puissant parmi les PCB-NDL testés, suivis par le PCB 95 et le
PCB 52, qui étaient similaires dans leurs effets. Par contre, le PCB 180 était le moins puissant. Les
effets de PCB 74 et de PCB 52 ont ¢été plus exprimés chez les males que les femelles, tandis que le

PCB 95 a augmenté¢ les seuils seulement chez les males.

Par ailleurs, des modifications de l'expression génique ont été observées dans différentes
régions cérébrales des rats exposés pendent la période périnatale aux PCB 52, PCB 138 ou PCB
180. Les changements induits par l'exposition au PCB 138 ¢étaient les plus importants. Une analyse
protéomique détaillée au niveau du tissu cérébral exposé¢ au PCB 138 a montré une perturbation
principale des voies biologiques associées a 'homéostasie du calcium et des voies de signalisation
des récepteurs aux androgénes (Campagna et al, 2011). Les données transcriptomiques et

protéomiques montrant les effets toxiques des PCB ont été souvent sexe dépendantes. En fait,
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1“exposition au PCB 180 a sous-régulé 1'expression de 'ARNm du récepteur des androgeénes (AR)
uniquement dans le cerveau des femelles, ce qui suggere que I'exposition intra-utérine et
lactationnelle au PCB 180 pourait affecter le systéeme neuroendocrinien féminin au niveau de

l'expression génique.

De plus, les PCB ortho-chlorés exercent un double effet sur I'homéostasie du calcium
(Langeveld et al., 2012). D'une part, ces PCB augmentent les niveaux intracellulaires basals de
calcium, qui pourraient se rapporter a des changements dans la phosphorylation des protéines, dans
l'expression des geénes, dans la viabilité cellulaire et dans le développement neurologique. D'autre
part, les PCB ortho-chlorés inhibent les canaux calciques voltage-dépendants, réduisant ainsi
l'influx de calcium pendant 1'activation neuronale et inhibant par conséquence la neurotransmission.
En outre, des analyses protéomiques des neurones primaires réalisées chez le rat ont montré
I“interférence des PCB-NDL avec la plasticité synaptique par la modulation des différents

effecteurs liés a I'organisation du cytosquelette (Brunelli et al., 2012).

En conclusion, I'évaluation in vivo et in vitro des études neurotoxiques des PCB-NDL a
ajouté de nouvelles connaissances sur les mécanismes sous-jacents qui peuvent interpréter les
rapports épidémiologiques sur les altérations cognitives et les troubles moteurs chez les enfants

exposés aux PCB pendant la période périnatale.

11.7.2.1. Etudes épidémiologiques

De nombreux études épidémiologiques mettent en €vidence la relation entre 1“exposition
précoce aux PCB et 1“incidence de nombreuses pathologies telles que 1“¢pilepsie, les troubles de
I“anxiété, la dépression, la psychose, 1“autisme, et le trouble du déficit de 1“attention avec
hyperactivit¢ (TDAH) (Dietert et al., 2011; Eubig et al., 2010; Pessah et al., 2008; Williams and
Ross, 2007).

L*exposition gestationnelle aux PCB semble augmenter le risque de développer chez les
personnes agées les maladies neurodégénératives telles que 1“Alzheimer (Bang et al., 2011; Juarez
de Ku and Meserve, 1994) et le Parkinson (Caudle et al., 2006; Landrigan et al., 2005; Liu et al.,

2003). Une étude réalisée sur 708 personnes, agées de 60 a 84 ans, révele un lien entre les
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concentrations sériques de PCB dont les 7 PCB-NDL (PCB 99, 138, 146, 153, 170, 180 et 187) et
le déclin cognitif des personnes agées de 70 a 84 ans (Bouchard et al., 2011).

Berghuis ef al. (2013) a aussi mis en évidence 1“implication de 1“exposition gestationnelle au
PCB 187 et le métabolite OH-PCB (4-OH-PCB-107) dans la diminution du développement moteur
des nourrissons a 1'dge de 3 mois (Berghuis et al., 2013). En outre, une étude japonaise réalisée sur
40 femmes enceintes exposées pendant la période périnatale a un mélange de PCB-NDL a montré
une altération du développement et du fonctionnement social de leurs nourrissons a 1'dge de 4 mois

(Doi et al., 2013).

Des analyses ont montré une relation entre le taux des PCB-NDL 118, 138, 153 et 180 dans
le cordon ombilical, le lait et le sang maternel, et la susceptibilité aux maladies de 1'oreille moyenne
chez leurs enfants scolarisés (Weisglas-Kuperus et al., 2004). De plus, d“autres analyses ont
confirmé la relation qui existe entre les concentrations des PCB 118, 138, 153 et 180 dans le cordon

ombilical et la mauvaise performance des enfants dans certains tests neuropsychologiques

(Grandjean et al., 2012).

Par ailleurs, une étude chinoise récente a montré qu‘une inhalation de la poussicre
domestique portant un taux élevé de mélange des PCB-NDL (PCB 3, 6, 16, 22, 25, 44, 71, 174 et
203) pourrait développer de 1'anxiété, la dépression et l'agressivité chez les enfants a 1“4ge 4 et 5

ans (Wang et al., 2015).

11.7.2.1.1. Evaluation du risque

Sur la base de plusieurs études, I'ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry) (ATSDR, 2000), le RIVM (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu, Institut
national des Pays-Bas pour la santé publique et I'environnement), Baars et al., (2001) et L'OMS, a
I“occasion du deuxiéme congrés international sur les PCB en mai 2002 a Borno (Covaci et al.,
2002b), ont suggéré une dose journaliére tolérable (DJT) de 20 ng/kg de poids corporel pour la
somme de 209 congéneres. Cette DJT, qui correspond a la quantité de substances qui peut étre

ingérée quotidiennement par le consommateur tout au long de sa vie sans provoquer un effet néfaste
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sur sa santé, est calculée a partir des effets néfastes observés sur des animaux exposés a une gamme

de doses de PCB ou lors d“une étude épidémiologique.

Rice et ses collaborateurs ont effectu¢ des expérimentations sur le singe afin de trouver la
DIJT des PCB pour la prévention des effets neurotoxiques (Rice, 1997; Rice, 1998; Rice, 1999; Rice
and Hayward, 1997; Rice and Hayward, 1999). Aprés une exposition de 15 jours a un an, a un
mélange représentatif de PCB mimant 1'exposition humaine a partir de lait maternel, la dose
minimale ayant un effet indésirable (LOAEL) a été determiné de 7,5 pg/kg/j. Ensuite, une DJT de
0,025 a été calculée a partir de LOAEL et du facteur de sécurité¢ de 300. Ce facteur a été obtenu
suite a la multiplication des valeurs de quatre facteurs : (i) la dose maximale sans effet néfaste
observable (NOAEL) (3,16 pg/kg/j), (i1) le facteur de 1“extrapolation du singe a I“Homme (3,16),
(ii1) le facteur de la variabilité inter-individuelle (10) et (iv) le facteur du passage d“une étude sub-
chronique a une exposition chronique (3,16). Cette LOAEL de 7,5 pg/kg/j était également la plus
petite dose responsable d“un effet immunotoxique chez le singe (Arnold et al., 1999). Par ailleurs,
chez les singes exposés a 1“Amwclor 1254 pendant la période développementale, la LOAEL de 5
ug/kg/j a été déterminée en tenant compte des faibles modifications cutanées et oculaires chez ces
animaux. La DJT calculée était proche de 0,02 pg/kg/j en tenant compte le méme facteur de sécurité

(300) (Arnold et al., 1995).

D“un autre co6té, les données épidémiologiques recueillies chez 1“homme ont montré que la
NAOEL est estimée a 0,093 pg/kg/j (Cogliano, 2001). Compte tenu de facteur d“incertitudes (2/3),
une DJT de 0,02 pg/kg/j a été obtenue. Par conséquence, tous les calculs de DJT de PCB effectués a
partir d“études expérimentales ainsi que des données humaines sont tout a fait concordants pour

fixer une DJT a 0,02 pg/kg/j (20 ng/kg/j).

Pour les PCB-NDL;, une DJT de 10 ng/kg de poids corporel a été fixée. Cette valeur a été
déduite de la DJT des PCB totaux (20 ng/kg/j) en considérant que les PCB-NDL; représentent pres
de 50 % des 209 congéneéres présents (AFSSA, 2007). Cette DJT a été adoptée par AFSSA et VKM
(VitensKapskomiteen pour Mattrygghet, Comité scientifique norvégien pour la sécurité alimentaire)
pour laquelle leur avis se concentre sur les données toxicologiques provenant de 1'exposition au
mélange de PCB, et non pas sur les PCB-DL individuels. Par conséquent, certains des effets

indésirables observés sont probablement également liés a la présence de PCB-DL. Il est important
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de noter qu“aucune étude expérimentale ou épidémiologique n“a été effectuée afin de prouver que la
dose réglementaire adoptée pour les PCB-NDL; ne provoque pas des effets neurotoxiques chez les

populations a risque.

11.7.2.2. Expérimentations animales

Des études expérimentales réalisées sur les animaux ont montré des effets neurotoxiques

suite a des expositions précoces aux PCB-NDL.

Une exposition des souris Swiss pendant la période lactationnelle aux faibles doses de PCB-
NDL;, mimant la mixture de ces 6 congéneres indicateurs trouvés dans la matrice poisson, a induit
une altération significative de 1“intégration visuomotrice chez les souris males périadolescents et

une anxiété persistante chez les souris males adules (Elnar et al., 2012).

En outre, une exposition gestationnelle et lactationnelle des souris femelles aux anguilles
contaminées par entre autres les PCB-NDL;, a induit chez la progéniture F1 des effets
neurotoxiques dépendants du sexe : une hyperactivité persistante chez les souris femelles détectée a
1“age adulte avancé (jour postnatal (JPN) 195) et en 4ge moyen (JPN 305 et 329) (Dridi et al., 2016)
et un effet dépressif-like chez les souris males adultes (Soualeh et al., 2017). De méme, une
exposition périnatale a un mélange de PCB 47 et 77 a induit une altération de l'activité locomotrice
et exploratrice uniquement chez les ratons, les rats périadolescents et les rats adultes males

(Krishnan et al., 2014).

Egalement, une exposition pendant la période juvénile aux PCB 153 et 180 a induit une

diminution de 1activité chez les rats males traités (Johansen et al., 2011).
Le tableau 12 résume différentes études sur les PCB-NDL réalisées in vivo dans le cadre du

projet ATHON (Evaluation de la toxicité et du danger des PCB non-dioxines présents dans les

aliments) et dans des autres études in vivo identifiées dans la littérature ouverte.
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Tableau 12: Etudes toxicologiques des PCB-NDL dans le cadre du projet ATHON (Evaluation des effets

toxiques et dangereux des PCB non-dioxine-like présents dans les aliments) et dans des expériences in vivo

Duration of

study (days)

Species
(strain)

Sex
(no/group)

Route
(vehicle)

Congener

Treatment
schedule

Parameters
monitored

Response

References

(De Boever et

Function of the al., 2010;
. . glutamate-NO- Fernandes et
In vivo brain <GMP al.. 2010
microdialysis Pups tested on Oral/corn 52,180, 138 | Dams exposed ) g >
. Rat " pathway; Lilienthal et
after in uterol PNDs 90 and . oil ( sweet (1 mg/kg on GD 7 to .
lactational 110 (k) jelly) b.w./day) PND 21 limeslir el 20055
exposure Jey -w./day dopamine, 2010; Llansola
posu GABA and et al., 2009;
glutamate Wigestrand et
al,, 2013)
In vivo motor Locomotor (Boix et al.,
activity and .. 2010;
A Pups tested on 52,180, 138 | Dams exposed activity, open
coordination Rat Campagna et
. PNDs 60 and . (1 mg/kg on GD7 to field and motor )
after in uterol (Wistar) . al.,2011;
. 90 b.w./day) PND 21 coordination,
lactational roteomics Fernandes et
exposure P al., 2010)
In vivo Ability to learn
learning a Y-maze (Boix et al.,
ability after in Benses e Rat 72, T, ISt DR Opost=d conditional 2010;
PNDs 75 and . (1 mg/kg on GD7 to o
uterol 90 (Wistar) b.widay) PND 21 discrimination Campagna et
lactational -wicay task, al.,2011)
exposure proteomics
Endocrine-
related
neurobehavior
in offspring,
In ut.e rol 74 (11.68 Developmenta sweet o
lactational (Lilienthal ez
exposure stud Rat (Long 12 dams per mg/kg/day) 1 treatment, preference, 412010
p l:m udy Evans) congener 95 (13.06 GD10 to haloperidol- '2’01 1 ’
neurotoxicit mg/kg/day) PND7 induced
¥ catalepsy, brain
stem auditory
evoked
potentials
PCB52: total
dose divided
into ten equal
Dams: 6F subdoses, Development
of the
. Dams: oral | 52 (30, 100, dams were reproductive
Offspring: P
l;:t::'eor 1‘:2111 Dams NI[J F s gavage/ 300, 1000, exposed to the system, bone
" rl tnd terminated on Rat > (cornoil) | 3000 mg/kg) subdoses on and teeth , sex (Roos et al
exposure Study | - pyp, 28, Pups (Sprague- GDs 7,9, 11, | steroidogenesis, v
including . 52: 5M, . . 2012)
follow-up of terminated on Dawley) Offspring: 180 (10, 30, 14, 16 and limited
o ffsprill:g PNDs 7, 35, 84 5F/dam, in utero+ 100, 300, PNDs 1, 10. histopathology,
lactational | 1000 mg/kg) biochemistry,
180: 4M, PCB 180: total mqlecular
4F/dam dose divided biology
four equal
subdoses,
dams were
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exposed to the
subdoses on

GDs 7-10
PCB 180: - .
loading dose Clinical SIENS,
administered organ wet ghts,
52,180 3, | during the first clinical
Repeated 28- ’ : uring . chemistry, (Roos et al.,
d 1 Rat Oral 10, 30, 100, study week in hematol 2012 -
ayoral 28 days (Sprague- M, F, (5) gavage 300, 1000, six equal jematology, . i
gavage toxicity . histopathology, Viluksela et
Dawley) (corn oil) 1700* subdoses +
study . molecular al.,2014)
mg/kg) maintenance biol
dose once a o t(z:é)rxgl}i/és
week for three t],) ) g
weeks one qualtiy
Single oral
28,52, 101, dose in male Gene
and female .
138, 153, adults. For 28d expression
1 day 180 (0.2, 2, study. animals microarray (Heimeier et
Mouse 10, 20 mg/kg v analysis, RT- al., 2010);
Gene Oral b were closed on
.. W) PCR, PCB Schoenauer,
expression in 5 days M, F, (6) avage days 0, 3, 6, 9, .
P Y C57BL/6 gavag Y analysis. 2011 ;
liver ( (corn oil) 12,15, 18, 21, > ZUlLg
) 1 24,27 (PCBs enzyme assays ThOrnqyvist et
28 days 26 (2,20, N o1) (CYP1A, al., 2010)
100, 200 and,O 3’ 714 CYPZBA),
ug/kg b.w.) 21 (P’CB’S ’1 5 6’ proteomics
138, 153, 180)
Growth rate,
food NOAEL
consumption,
Subchronic Rat . 28 (0,0.05, Adult clinical 0.5 ppm in
. . In diet 0.5, 5.0, or . toxicity, . (Chu et al.,
oral toxicity 90 days (Sprague- M, F (10) . n exposure daily diet or
tudy Dawley) (corn oil) S0 mg/kg via diet ‘nzyme 1996a)
s feed) activity, tissue
vitamin A 36 nglkg
content, b.w./day
histology
Growth rate,
food NOAEL
consumption,
Subchronic Rat . 55 (00, Adult clinicel 0.5 ppm in
. . In diet 0.5, 5.0, or . toxicity, . (Chu et al.,
oral toxicity 90 days (Sprague- M, F (10) . exposure daily diet or
stud i) (corn oil) 50 mg/kg via dict enzyme 1996b)
y 4/ feed) activity, tissue
vitamin A 34 pg/kg
content, b.w./day
histology
Growth rate,
food NOAEL
consumption,
Subchronic Rat In diet 128 (0, 0.05, Adult g;?;ffl 0.5 ppmin || oo atior
oral toxicity 90 days (Sprague- M, F (10) . 0.5,50r50 | exposure daily o diet or
(corn oil) enzyme al., 1997)
study Dawley) mg/kg feed) via diet YR v
activity, tissue
vitamin A 42 ng/kg
content, b.w. per day
histology
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Hypertrophy of
thyroid gland,
RAT 153 (0, 10, follicular cell
Chronic oral toxicity and (Harlan Gavage 100, 300, 5 days per and liver
carcino . 2 years 5 F (50) (corn 1000 or (NTP, 2006)
genesis study Sprague oil) 3000 we/k week hepatocytes.
Dawley) b vlvl% & Liver enzyme
o activity PROD,
EROD
Pups; learn a
conditional
Rat discrimination
In utero/lactational 3 months (Wistar- | M, F (3 dams (Corn 15;;)1'(5’ ! GD 7 to mt:Zsé{ lf?lra:c:{i;n rIr\llg(/)I?E 1} vi (Piedrafita et
exposure study Hannove with pups ) oil) bow./ dfy) PND 21 (;f the pergdaél ’ al., 2008)
g glutamate-nitric
oxide-cGMP
pathway
Pups; learn a
conditional
Rat discrimination
In utero/lactational 3 months (Wistar- | M, F (3 dams (Corn rlnsg3/l£1 GD 7 to mt:ZSé( }iﬁcﬁgn HI:I(/)I?I?DLVJ / (Piedrafita et
exposure study Hannove with pups ) oil) bow/ dagy) PND 21 (;f the e d}iy' ’ al., 2008)
D glutamate-nitric
oxide-cGMP
pathway

*Dose adjusted after signs of toxicity in dams. (M: Male, F: female)

II1. Notions de faibles doses

L“Homme est exposé tout le long de sa vie a des mélanges de polluants présents le plus
souvent a des faibles doses, cependant les chercheurs continuent a faire des screening par molécule
et souvent a des doses supérieures a la NOAEL. 95 % des études toxicologiques ont traité les effets
d“une seule molécule (Yang et al., 1994). Les chercheurs recourent souvent au modele animal pour
le mod¢le souris, afin de faciliter 1“extrapolation de 1age de la souris a I“Homme. Flurkey et ses

collaborateurs (2007) ont présenté toutes les équivalences d“age entre les 2 especes (Tableau 13).
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Tableau 13 : les équivalences d’dge entre la souris et I’'Homme (Flurkey et al., 2007)

Age
Souris Equivalent = Age-Humain

1 jour 1 mois

7 jours 4 ans

14 jours 7 ans
1 mois 14 ans
2 mois 19 ans
3 mois 22 ans
4 mois 24 ans
5 mois 27 ans
6 mois 30 ans
7 mois 32 ans
8 mois 34 ans
9 mois 37 ans
10 mois 39 ans
12 mois =1 an 44 ans
24 mois = 2 ans 70 ans
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36 mois = 3 ans 100 ans

Les définitions des faibles doses restent imprécises. Welshons et al. (2003) a défini les
faibles doses par des concentrations proches de celles de nos hormones endogenes, et qui agissent
dans la plupart du temps selon des courbes non-monotoniques. Cependant, des grandes difficultés

en lien avec la notion des faibles doses peuvent surgir:

- Les doses auxquelles 1“'Homme est réellement exposé, ne correspondent pas toujours aux

faibles doses testées dans les études toxicologiques sur le modele animal.

- Les doses inférieures aux NOAEL et LOAEL s“avérent provoquer des effets toxiques en

particulier lors de I“exposition périnatale.

Dans ce contexte, il y a peu d'études qui ont été réalisées pour évaluer les effets
neurotoxiques des PCB-NDL a faibles doses mimant I'exposition environnementale humaine.
Cependant, une ¢étude a testé 1“effet de la DJT (10 ng/kg) des PCB-NDL; sur le développement et
I“anxiété des souris exposées via le lait maternel. Une diminution significative de [“activité générale
a été trouvée chez les souris femelles juvéniles. En outre, une anxiété persistante sexe-indépendante
a ¢t¢ montrée chez les souris périadolescentes et adultes (Elnar et al., 2012). D*une facon
surprenante, dans cette étude, méme la dose 1 ng/kg (soit 10 fois moins que la DJT) a provoqué les
mémes effets déléteres chez les souris, ce qui met en évidence 1“urgence d“établir une valeur
toxicologique de référence basée sur des études toxicologiques et non estimée comme le cas de la

DIJT pour les PCB-NDL; (Elnar et al., 2012).

En outre, une exposition périnatale des souris de la génération F1 aux anguilles contaminées
a un mélange de polluants dont les PCB-NDL; aux doses 85, 216 et 400 ng/kg/jour, a été a 1“origine
d“une hyperlocomotion persistante chez les souris femelles moyennement agées (Dridi et al., 2016).
De méme, cette exposition a induit 1“apparition d“un comportement dépressif-like, chez les souris

males adultes (Soualeh et al., 2017).
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Les altérations induites par les PCB-NDL varient en fonction de la concentration, ce qui
signifie que 1“action de ces polluants suit une courbe non-monotonique et ils s“échappent donc a la

régle de « La dose est proportionnelle aux effets».

IV. Impact de la fenétre d’exposition

La neurotoxicité¢ développementale est définie comme «toute action d“un agent toxique quel
que soit chimique, physique ou biologique sur le systéme nerveux en développement, avant ou
apres la naissance, et qui interfére avec les structures et les fonctions normales. L“exposition a des
xénobiotiques pendant le développement peut induire des effets délétéres sur le plan structural,

fonctionnel, neurochimique, et comportemental » (Dorman et al., 2001; Slikker and Bowyer, 2005).

Durant la période de développement et de croissance cérébrale, le cerveau immature est
extrémement vulnérable aux agressions environnementales (Costa et al., 2004; Houlihan et al.,
2005; Rice and Barone, 2000). Cette période relativement longue lui offre des fenétres temporaires
de sensibilité dues entre autres a une plasticité extrémement importante, un développement non
terminé de systéme immunitaire, une barriere hémato-encéphalique qui n“est pas bien différenciée
et un systéme de détoxification hépatique qui n"a pas atteint sa maturité (Diamanti-Kandarakis et

al., 2009).

En effet, plusieurs processus neurodéveloppementaux débutent pendant la période
développementale tels que la neurulation, la prolifération, la migration, la différenciation cellulaire,
la neuromaturation ainsi que la plasticité neuronale et synaptique. Ces différents processus
contribuent a la formation d“une bonne structure cérébrale et au bon fonctionnement du cerveau

(Semple et al., 2013).

Cependant une exposition aux xénobiotiques pendant la période périnatale pourrait perturber
1“un de ces processus et ensuite induire des effets déléteéres sur le cerveau en développement avec
peu de chance pour qu“une réparation ultérieure soit possible, et donc entrainer des conséquences
permanentes (Costa et al., 2004; Dobbing, 1975; Rice and Barone, 2000). Par exemple, 1“apoptose
est un processus adopté par les cellules neuronales pendant la période de développement qui

contribue a la maturation du cerveau (Giordano and Costa, 2012).
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Tout produit chimique intervenant avec ce processus en favorisant 1“activation de la voie
d“apoptose ou en provoquant la mort des neurones en cours de différenciation peut induire des
effets déléteres voire irréversibles dans le systéme nerveux central (Giordano and Costa, 2012). Au
niveau des neurotransmetteurs, toute interférence des xénobiotiques avec ces médiateurs peut
perturber leur fonction principale de transmission ainsi la modulation de la prolifération, et la
différenciation cellulaire, ce qui pourrait causer des défauts permanents dans le systéme nerveux
central. En conséquence, 1“exposition précoce aux substances chimiques constitue un des
principaux facteurs de risque pouvant atteindre sérieusement le développement normal du systeme
nerveux central. Selon 1“Académie Nationale des Sciences aux Etats-Unis, une exposition précoce a
des substances environnementales pourrait étre responsable de 3% des désordres développementaux
et de 25 % de ces désordres s“il y a une combinaison entre telle exposition et une prédisposition
génétique (Grandjean and Landrigan, 2014; National Research Council, 2000). Les troubles les plus
fréquemment décrits sont les déficits d“apprentissage et de la mémoire, le trouble du déficit de
l'attention/hyperactivit¢ (TDAH), la paralysie cérébrale, les troubles autistiques, 1“¢pilepsie, ainsi
que les troubles de 1“anxiété (Atladoéttir et al, 2007; Calderon-Garciduenas et al., 2008; Hertz-
Picciotto et al., 2006; Labie, 2007; Porterfield, 2000; Rice and Barone, 2000; Roberts et al., 2007;
Yeargin-Allsopp et al., 1992).

Par ailleurs, au cours du développement, certaines barriéres biologiques comme le placenta
et la barriere hémato-encéphalique, qui ont un role principal dans [“empéchement de la pénétration
des toxines, sont particuliecrement vulnérables a 1“action des molécules chimiques (Kimura-Kuroda
et al., 2007, Seelbach et al., 2010). De nombreuses études ont montré un lien entre les
concentrations en xénobiotiques détectées dans le placenta, le cordon ombilical ou dans le lait

maternel, et [“induction de pathologies ultérieures chez 1“Homme (Crinnion, 2009).

Les PCB-NDL peuvent franchir le placenta et la barriere hémato-encéphalique et provoquer
des effets irréversibles et persistantes jusqu‘a un age tardif de la vie (Kuroda, 2003; Landrigan et
al., 2005). Récemment, des études ont montré que 1“exposition précoce au mélange de PCB-NDL;
aussi bien in utero que lors de I“alaitement induit plusieurs altérations comportementales
permanentes incluant une hyperactivité (Dridi et al, 2016) et un comportement dépressif-like

(Soualeh et al., 2017).
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V. Effets transgénérationnels

L“environnement est capable d'interagir avec les génes. Une exposition environnementale
pendant les périodes critiques de développement peut changer 1“expression génique et induire des
modifications phénotypiques qui peuvent s'étendre a plusieurs générations. Ce phénomene se

produit via des mécanismes dits épigénétiques (Skinner et al., 2013).

En effet, 1“exposition environnementale précoce induit des modifications dans 1'épigénome
et influe sur le développement de I'individu, mais également elle modifie 1'épigénome des cellules
germinales qui est en cours de fixation (Skinner et al, 2013). Cette altération permanente de
I'épigénome des cellules germinales (Guerrero-Bosagna et al., 2010a) peut alors étre transmise via
la lignée germinale et, par conséquent, les générations futures peuvent afficher des variations

phénotypiques (Skinner, 2011).

En outre, les périodes sensibles du développement des cellules germinales affecteront la
probabilit¢ de la transmission d“information a la génération suivante. Par exemple, si le stimulus
environnemental est regu avant la différenciation des cellules germinales, il en résulterait alors des
gametes qui porteront en totalité la variation épigénétique induite par l'environnement ; alors que si
le stimulus est recu dans un stade tardif de développement, seulement une proportion des gametes

porterait la variation épigénétique induite par l'environnement.

Cependant, ces périodes sont susceptibles de varier entre les especes. Chez les vertébrés, par
exemple, ces périodes peuvent inclure le remodelage épigénétique global qui accompagne la
fertilisation pour générer un état de cellule totipotente et le remodelage des cellules germinales
primordiales lors de 1'embryogenese précoce. Ces événements de remodelage ne sont caractérisés
que dans deux espéces: la souris (Smith et al., 2012) et le poisson zebre (Jiang et al., 2013; Potok et

al., 2013).

Si les modifications épigénétiques des cellules germinales deviennent définitivement fixes,
elles seront transmises et héritées par les générations futures, on parle alors de 1“hérédité

transgénérationnelle.

La définition de [I'hérédité ¢épigénétique transgénérationnelle est « 1“hérédité des

informations épigénétiques entre différentes générations médiée par la lignée germinale en absence
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d“influences environnementales directes, ce qui entraine une variation phénotypique » (Skinner,

2011).

Par contre, une transmission multigénérationnelle est induite lorsque les cellules somatiques
ou les cellules germinales produisant les générations suivantes sont directement exposées aux
influences environnementales. La différence entre une transmission transgénérationnelle et une
transmission multigénérationnelle peut étre expliquée par 1“exemple de I“action feetale du
diéthylstilbestul (DES). Une exposition gestationnelle des femmes au DES a induit des anomalies et
un risque accru des maladies chez les enfants (F1) et les petits-enfants (F2) sans aucun effet observé
chez la génération des F3 (arriere-petits-enfants). En effet, la femme enceinte traitée avec DES (F0),
le feetus (F1) ainsi les cellules germinales (F2) du feetus produisant la génération F3 auraient
directement été exposés au DES, d“ou les effets observés sur les générations exposées directement
au DES, ce sont des effets multigénérationnels. Afin de répondre a la définition de I'hérédité
épigénétique transgénérationnelle, 1'hérédité des informations épigénétiques médiée par la lignée
germinale doit se produire en absence d'expositions environnementales directes. Par conséquent, la
premiére génération non exposée est la génération F3 (Figure 4). Dans ce cas il s“agit d“une
d'hérédité épigénétique multigénérationnelle. Il existe plusieurs exemples d'hérédité épigénétique
multigénérationnelle dans la littérature et qui n“est pas transgénérationnelle (Kaati et al., 2002;
Newbold, 2004) et dans lesquelles le terme transgénérationnel est utilis¢é d'une maniere

incompatible avec les définitions actuelles (Byrnes, 2005; Ruden et al., 2005).

Un autre exemple de la transmission multigénérationnelle est 1“exposition gestationnelle des
rats a des concentrations ¢levées de dexaméthasone, une hormone glucocorticoide de synthése.
Cette exposition a induit chez les males de la génération F2 une réduction du poids a la naissance,
une intolérance au glucose et une ¢€lévation de l'activité hépatique de 1“enzyme cytoplasmique
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) qui est spécifique de la gluconéogénese. Ces effets
n'ont pas été transmis a la génération F3 ce qui implique que ces changements multigénérationnels
sont dus a des effets directs de I'exposition gestationnelle a la dexaméthasone sur le développement

des cellules germinales F1 qui, a son tour, ont donn¢ la génération F2.
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Figure 4 : Effets environnementaux intergénérationnelles. Chez les femmes enceintes (F0), l'exposition
directe a l'environnement peut entrainer des modifications épigenétiques dans les deux générations suivantes
(F1 et F2) a partir de feetus et sa lignée germinale. L'effet de cette exposition multigénérationnelle dans les
générations suivantes (F3 et au dela) est considéré comme un phénotype transgénérationnel. En revanche,

l'exposition multigénérationnelle chez les madles est limitée aux générations FO et F1 (Skinner et al., 2010).

Plusieurs études ont été réalisées sur des modeles animaux afin de montrer les effets
transgénérationnels de plusieurs produits chimiques. Nous examinons ci-dessous les effets
transgénérationnels des substances chimiques les plus signalées dans la littérature : La vinclozoline,

le Bisphénol A et le diéthylstilbestrol (DES).
V.1. La vinclozoline

La vinclozoline est un fongicide fréquemment utilis¢ dans l'industrie viticole. Elle est
considérée comme perturbateur endocrinien en raison de ses actions anti-androgéniques. Depuis
2007, sa production a été interdite en France (Gray et al., 1999; Jehring et al., 1989; Kelce et al.,
1997; Monosson et al., 1999; Nellemann et al., 2003; Wolf et al., 2000).
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Plusieurs effets transgénérationnels ont été attribués a la vinclozoline (Crews et al., 2012;
2007; Guerrero-Bosagna et al., 2012; 2010b; Nilsson et al., 2008a; Stouder and Paoloni-Giacobino,
2010; Vandegehuchte et al., 2010).

En effet, une exposition in utero de rats males a des fortes doses de la vinclozoline s'est
avérée causer des effets multiples dans la spermatogenése. Les effets se sont manifestés sur

plusieurs générations lorsqu'ils sont passés par la lignée paternelle (Wolff et al., 2007).

Par ailleurs, 1“exposition des males et des femelles de la génération FO a la dose 100
mg/kg/jour de la vinclozoline a montré des changements dans 1“éigénome et le transcriptome des
cellules de Sertoli chez les rats males de la génération F3. L*exposition directe des males et des
femelles de la génération FO a empéché de déterminer quelle lignée germinale était responsable de

la transmission de cette altération (Guerrero-Bosagna et al., 2013).

Dans une autre étude, 1“exposition des rats femelles a la vinclozoline a entrainé plusieurs
pathologies chez leurs descendants femelles F2 et F3, y compris une hémorragie utérine et une
anémie au cours de la derniere moitié¢ de la grossesse, des anomalies rénales et un risque accru de

cancer (Nilsson et al., 2008b).

Autres effets transgénérationnels de la vinclozoline ont été observés chez la génération F3
des souris CD1 tels que des défauts au niveau des cellules testiculaires et des cellules germinales,
des anomalies de la prostate et des reins et des changements dans 1'épigénome du sperme (Guerrero-
Bosagna et al., 2012). Dans la méme ¢étude, les souris femelles F3 ont présenté une polykystose

ovarienne.
V.2. Le bisphénol A

Le bisphénol A (BPA) est un produit chimique largement utilis¢ dans la production des
nombreux articles ménagers courants, y compris les bouteilles en plastique, la garniture des boites
de conserve, les articles en carton et les produits d'étanchéité dentaires. C“est un perturbateur
endocrinien capable de se lier et activer les deux récepteurs d'cestrogéne (ESR1 et ESR2)
(Vandenberg et al., 2012; Vandenberg et al., 2009). 1l a été demontré que ce produit chimique seul
ou en combinaison avec autre substance chimique peut induire des effets transgénérationnels (Jang

et al., 2012; Manikkam et al., 2012; 2013; Wolstenholme et al., 2012; 2013).
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Le traitement des souris femelles (C57B16J) avec un régime alimentaire privé de
phyteestrogeéne et supplémenté en 5 mg/kg de BPA (dose environnementale) a réduit les interactions
sociales de la progéniture F1 (Wolstenholme et al., 2012). En revanche, les males et les femelles F2
et F4 générés par des males et des femelles F1 étaient socialement plus curieux. De plus, des genes
impliqués dans le comportement social, I'anxiété, la dépression et les comportements parentaux ont
¢été sous-exprimé dans le cerveau des deux générations F1 et F4 (Benarroch, 2013; Feldman, 2012;

MccCall and Singer, 2012; Neumann and Landgraf, 2012).

Une autre étude transgénérationnelle du BPA a révélé que les descendants F3 males et

femelles ont présenté vraisemblablement des déficits de mémoire sociale (Wolstenholme et al.,

2013).

En outre, 1“exposition des souris entre les jours gestationnels 6 et 17 a 10 mg/kg de BPA a
altéré la production des certaines protéines et les cascades de signalisation chez la génération F2:
une réduction de la neurogénese hippocampique, une diminution de l'expression de la kinase
phosphorylé (ERK), du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), et de la protéine CREB
phosphorylée (C-AMP Response Element-binding protein) dans I'hippocampe, et une déficience de
la mémoire chez la génération F2 (Jang et al., 2012). Néanmoins, cette étude devrait étre continuée
en examinant les générations suivantes pour étudier la persistance et 1“héritabilité des phénotypes

révélés.
V.3. Le diethylstilbesterol

Le diethylstilbesterol (DES) est un cestrogene de synthese, perturbateur endocrinien, utilisé
dans les années 1950-1970 par environ 5 millions femmes enceinte en prévention des avortements

spontanés, mais sans efficacité démontrée (Rubin, 2007).

Par conséquent, 10 millions de meres, de filles et de fils ont été exposés in utero a cet
cestrogene synthétique. Des nombreux descendants exposés ont par la suite développé une gamme
d'anomalies du développement reproductif et de cancers du tractus génital, du sein et des testicules

(Rubin, 2007; Storgaard et al., 2006 ).

Des effets transgénérationnels ont été observés chez les progénitures murines F1 et F2 suite

a 1“exposition in utero des souris femelles FO au DES. Les descendantes femelles ont montré une
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incidence plus ¢élevée de cancer du systéme reproducteur, y compris les cancers de l'ovaire, de
I'utérus, du col de l'utérus et des glandes mammaires (Newbold et al., 2000; Walker and Haven,
1997). Alors que les males ont développé une inflammation dans 1'épididyme, des Iésions
prolifératives des testicules et une incidence accrue de tumeurs du systéme reproducteur, telle que
les cellules réticulaires, les cellules de Leydig, 1'épithélium séminifére et la prostate (Newbold et al.,

2000).

La transmission paternelle des effets multigénérationnels du DES est devenue évidente
apreés 1“accouplement des souris males exposées in utero a des femelles controles. En effet, les
souris femelles F2 générées ont présenté une incidence accrue des sarcomes utérins, des tumeurs
ovariennes et des lymphomes. Des ¢études expérimentales devront examiner les effets
transgénérationnels de DES chez les descendants F3 et F4 afin de déterminer 1“existence des
préoccupations héritables potentielles pour la santé humaine chez les générations futures provenant

des femmes initialement exposées au DES (Newbold et a/., 2000).

53



Meéthodologie



Méthodologie

I. Préparation des mélanges de PCB-NDL;

Des mélanges purs de PCB-NDL; ont été préparés d“une fagcon a mimer une contamination
alimentaire en PCB via les poissons contaminés. Les 6 congénéres indicateurs de PCB-NDL; (28,
52, 101, 138, 153 et 180) ont été choisis a cause de leur forte occurrence dans les matrices de type
poissons contaminés en présentant environ 56 % de PCB totaux (Van der Oost et al., 1996). Dans
ce mélange des PCB-NDL;, le PCB 153 et 138 sont les congéneéres les plus abondants en constituant
respectivement environ 37 % et 32 %, suivis par le PCB 101 (12 %), le PCB 180 (11 %), le PCB 52
(6 %) et le PCB 28 (2 %) (Elnar et al., 2012; Karl et al., 2010; Naso et al., 2005; Szlinder-Richert et
al., 2009b).

Les six PCB-NDL; ont été achetés de « Sigma-Aldrich Co. » (St. Quentin Fallavier, France,
pureté > 99 %). Une solution mére de 10 mg de PCB-NDL; a été préparée dans 10 ml d*huile de
colza, en fonction des proportions de chaque congénére dans les matrices poissons contaminées
(voir ci-dessus). Ensuite, les doses 10 ng/kg et 1000 ng/kg des PCB-NDL; ont été obtenues par
dilution (Tableau 14). Les doses utilisées dans cette étude sont des doses faibles, 1“une représente la

DIJT (10 ng/kg) et la deuxieme est une dose environnementale faible (1000 ng/kg).

Tableau 14 : Formulation des mélanges de PCB-NDL; en se basant sur I’occurrence de chaque

congénere indicateur dans les matrices de type poissons contamines.

Les PCB-NDL;

PCB 153 PCB 138 PCB 101 PCB 180 PCB52  PCB 28

Doses (ng/kg)
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg)
10 3,70 3,20 1,20 1,10 0,60 0,20
1000 3700 3200 1200 1100 600 200
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I1. Préparation de I’aliment et exposition des animaux

Trois lots de jelly ont été, quotidiennement, préparés des le début de 1“exposition des souris
gestantes puis allaitantes jusqu“au sevrage. Pour ce faire, 10 g de nourriture en poudre destinée a
I“alimentation des animaux (SDS Dietex, St Gratien, France) ont ét¢ mélangés avec 10 ml d'eau, 0,5
ml de sirop de fraise, 1 ml d'huile de colza et 1 ml de solution diluée de PCB-NDL; pour obtenir une
pate homogene, dans laquelle la dose en PCB indicateurs a été préparée pour chaque groupe
expérimental. Un chauffage de la pate a été effectué¢ dans un four a 37 °C pendant 24h. Le
lendemain de la préparation, la pate a été découpée en petites portions en fonction du poids de
chacune des souris meres gestantes puis allaitantes afin d“apporter soit 0, 10 ou 1000 ng de PCB-
NDL/kg/jour. Pour les souris du groupe contrdle, la pate a été préparée avec les mémes ingrédients

cités ci-dessus mais sans les PCB-NDL,;.

L*exposition des meres gestantes puis allaitantes (FO) aux PCB-NDL; a été réalisée
quotidiennement, par voie orale, a partir du JG7 (jour 7 gestationnel) jusqu‘au sevrage des souris F1

au jour postnatal (JPN) 21. La prise alimentaire a été quotidiennement contrdlée.
II1. Choix des doses de PCB-NDL;;

Deux doses de PCB-NDL; ont été choisies en raison du risque réelle d“exposition chez
I“Homme: (i) la dose 10 ng/kg/jour, qui correspond a la dose journalieére tolérable (DJT) chez
I“Homme fixée par Afssa (2007), et (ii)) la dose 1000 ng/kg/jour qui représente 1“exposition

lactationnelle moyenne des nourissons dans 18 pays européens (EFSA, 2005b).
IV. Animaux et conditions d’hébergement

Les animaux utilisés lors de cette étude sont des souris Swiss albinos (CD1). Les souris de
la premicre génération (F0), dgées de 9 semaines, ont été¢ obtenus auprés du centre d“¢levage
Charles River (France). Des leur réception, les souris ont été réparties dans des cages standards en
groupe de 5 souris/sexe pour une période d“acclimatation d“une semaine. Elles ont été gardées dans
une animalerie a température constante (22 + 2) °C, une humidité relative a 55 + 10 % et exposées a
un cycle de lumiere/obscurité de 12 h/12 h. La phase obscure de ce cycle débute a 8 h, heure de
réveil des animaux. De plus ils ont eu un acces libre a 1“eau et a la nourriture (SDS Dietex, St

Gratien, France). Les deux générations F1 et F2 produites ont été soumises aux mémes conditions
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d“¢levage (température, lumicre, humidité, accés a la nourriture). Les différentes expériences ont
toujours eu lieu de 10 h a 13 h correspondant a la phase active de 1“animale et afin d'éviter la

fluctuation de la vigilance durant les tests de développement et de comportement.

V. Traitement des méres (F0) durant la gestation et la lactation et production de la génération

F1

Aprées une semaine d“habituation aux locaux, les femelles ont été mises en reproduction avec
les males (1:1). Le lendemain matin, les souris femelles fécondées ont été déterminées par la mise
en place du bouchon copulatoire (vaginal) et ont été ensuite placées individuellement dans des

cages. Ce jour ou ce bouchon était observé, il était considéré le JG 0 (jour de gestation 0).

Apres accouplement, 75 femelles ont été réparties en trois groupes expérimentaux: un groupe
témoins non exposé au PCB et deux groupes a exposer durant la période périnatale aux PCB aux
doses 10 ou 1000 ng/kg/j. Ensuite, les souris femelles de trois groupes ont été habituées au
protocole d“exposition pendant leurs six premiers jours de gestation durant lesquels des portions de
jelly dépourvues de PCB ont été¢ données aux souris. A partir du JG 7, 1“exposition des femelles de
chaque groupe aux mélanges de PCB-NDL; a commencé. Une semaine avant la mise bas, du papier

absorbant est placé dans les cages des futures génitrices pour la construction du nid.

Au jour de la mise bas (JPN 0), selon les recommandations de 1“Organisation de
Coopération et de Développement Economiques (OCDE) (OCDE, 2007), le poids et le sexe de
chaque individu de la progéniture F1 ont été¢ déterminés et le nombre des nouveau-nés de souris a
¢été réduit a un effectif de n = 10, soit 5 males et 5 femelles par litiere, quand c*“est possible, en
raison de la relation qui existe entre la taille de la portée et le développement comportemental de la
progéniture par rapport a 1“acceés au lait maternel (Tanaka, 2004). Le reste de la portée a été
euthanasié a 1“isoflurane. A partir de la mise bas, les femelles ont été quotidiennement observées, et

un suivi pondéral de la progéniture a été réalisé.

Apres 1“exposition gestationnelle du JG7 a JPNO, et durant toute la période de 1“allaitement,
qui s“é&ale de JPN 0 jusqua JPN 21, les souris allaitantes (FO) ont continué¢ a étre exposées, par
acces libre, a la jelly contaminée par les PCB-NDL;. Au sevrage, les souris juvéniles de chaque

litiere ont été séparées suivant leur sexe dans 2 cages différentes (n=5/cage). Ensuite les males et les
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femelles de la génération F1 ont été séparés dans deux boxes différents afin d“éviter 1“effet des

phéromones sexuelles sur le comportement a 1*age adulte.

VI. Production de la génération F2

A I*4ge adulte (> JPN 60), correspondant a la maturation sexuelle des souris, 15 males de 15
portées différentes au sein de méme groupe expérimental de la génération F1 ont été accouplés avec
15 femelles de méme groupe pour générer les souris F2. La femelle et le male F1 choisis pour
I“accouplement sont du méme groupe expérimental mais de portée différente pour éviter la

consanguinité.

Trois modalités d“accouplement de F1 exposés aux PCB ont été adoptées pour la production

de la troisieme génération de souris (F2) (Figure 5) :

- Modalité 1 : des males et des femelles F1, exposés aux PCB, de deux portées différentes et
de méme groupe expérimental ont été¢ accouplés pour générer les deux premiers sous-groupes de
F2 : D10 et D1000, correspondant respectivement aux souris F2 issues de deux parents F1 exposés

durant la période périnatale aux PCB-NDL; aux doses 10 et 1000 ng/kg/jour.

- Modalité 2 : des femelles F1 exposées ont été¢ accouplées a des males non-exposés aux
PCB-NDL; pour générer le deuxieéme sous-groupe de F2: M10 et M1000, correspondant
respectivement aux souris F2 issues des méres F1 exposées durant la période périnatale aux doses

10 et 1000 ng/kg/jour de PCB-NDL,.

- Modalité 3 : des males F1 exposés ont été accouplés a des femelles non-exposées aux
PCB-NDL; pour générer le troisitme sous-groupe de F2: P10 et P1000, correspondant
respectivement aux souris F2 issues des péres F1 exposés durant la période périnatale aux doses

10 et 1000 ng/kg/jour de PCB-NDL,;.

Pour les souris témoins, les souris F2 témoins ont été obtenues en croisant les souris témoins

F1 issues de litieres différentes.

L*objectif de ces trois modalités d“accouplement est la détermination de [“origine parentale

de la transmission potentielle de la neurotoxicité des PCB-NDL;.

57



Méthodologie

L“¢levage des souris F2 a été effectué de la méme facon décrite ci-dessus pour les souris F1.

A

T P10 P1000

M10 D10 \
M1000 \ D1000

Figure 5 : Les différentes modalités d’accouplement des F1 pour produire les 7 sous-groupes de la

génération F2 (Les souris mdles et femelles de couleur orange et ceux de couleur rouge sont des souris F1

respectivement exposées durant la période périnatale aux doses 10 et 1000 ng/kg/jour de PCB-NDL,)
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Etude multigenérationnelle suite a ’exposition gestationnelle et lactationnelle des méres F0 aux
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Figure 6 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental global représentant I’exposition orale des souris
meres FO (représentées en rouge), pendant la période de la gestation et de [’allaitement, aux doses 10 et
1000 ng/kg de PCB-NDL; et la production des deux générations F'1 (souris exposées lors de la période
périnatale, représentées en orange) et F2 (souris issues des parents F1 exposés, représentées en rose). Les
souris F2 ont été obtenues selon trois types de modalité différente de reproduction impliquant les souris F1
exposées aux PCB: la modalité P, générant les souris F2 issues uniquement des peres F1 exposés aux PCB-
NDL,, la modalité M, générant les souris F2 issues uniquement des meres F1 exposées aux PCB-NDL; ou la
modalité D, générant les souris F2 issues de deux parents F1 exposés durant la période périnatale aux PCB-

NDL,. Les souris non colorées sont des souris non exposées aux PCB-NDL,.
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VII. Etude fonctionnelle

Durant le développement des souris des générations F1 et F2, des tests développementaux et

comportementaux ont ét¢ conduits conformément aux recommandations de 1“OCDE (2007).

Pour réaliser les tests développementaux, couvrant environ les deux premiéres semaines
apres la naissance, 5 souris/sexe ont été choisies de chaque litiere, ce qui fait que le nombre
d“animaux étudiés dans chaque test était de 100 souris par groupe, soit 50 animaux/sexe/groupe.
Alors que pour la réalisation des tests comportementaux, une souris/sexe a été sélectionnée au

hasard, de chaque liti¢re, soit 10 animaux/sexe/groupe.

Toutes les expériences ont été réalisées en conformité avec les directives de 1“Union

Européenne (2010/63/EU).

VII.1. Evaluation du développement moteur

L*ensemble des tests utilisés chez le rongeur dans le cadre de ces études tentent de mimer les
tests neuro-pédiatriques effectués des la naissance du nouveau-né humain pour vérifier 1“intégrité

des fonctions et du développement neuro-moteurs et neurosensoriel.

Le développement du comportement moteur résulte d“interactions complexes entre des
mécanismes génétiques et les effets de stimuli externes précoces (Jamon and Clarac, 1998). La
souris fait partie des mammiféres dits « non précoces », car elle est née dans un état relativement
immature et doit subir un développement postnatal considérable pour atteindre 1'é¢tat mature et

devenir adulte.

A la naissance de la souris, son organisme généralement et son systéme nerveux
particulierement sont immatures (Fox, 1965). Ses mouvements ne sont pas coordonnés. Elle n“est

capable que de quelques activités spécifiques telles que vocaliser, téter, et rouler sur le coté.

En outre, sa période de croissance et de maturation cérébrale intense se déroule en période
postnatale, couvrant les 3 premiéres semaines de la vie. Cette période connue sous le nom de « la

poussée de croissance du cerveau » (Himwich, 1962). Par conséquent, la souris présente un bon
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modele pour 1“¢tude de la maturation des fonctions cérébrales et de mettre en évidence des facteurs

influencant ce développement

Une batterie standardisée des tests développementaux développés au laboratoire (Gelly,
1979), couvrant la période allant environ de la naissance (JPN 3) jusqua JPN 11, a été réalisée sur
les deux générations F1 et F2 pour évaluer leur développement moteur suite a 1“exposition de leurs

ascendants (femelles FO) pendant les périodes de la gestation et de 1“allaitement aux PCB-NDL;.
VIIL.1.1. Test de retournement (righting reflex) (JPN 3 -9)

Principe : C*est le premier test effectué chez la souris aprés la naissance. Il est utilisé pour
¢tudier le reflexe chez les rongeurs. Dans ce test, 1“animal cherche a retrouver une position dorso-
ventrale normale (la position debout de 4 pattes) aprés un déséquilibre (Ia mise du souriceau sur le

dos par I“expérimentateur).

Dispositif : la souris est testée sur une planche horizontale en bois recouverte de feutrine

(Photo 1).

Procédure : ce test est réalisé de JPN 3 a JPN 9 chez les souris F1 et F2. L“animal est
initialement déposé sur la planche sur le dos sans effectuer aucune impulsion en le lachant. La durée

maximale du test est 2 minutes.

Réactions de ’animal : initialement, la souris est placée sur le dos dans une situation de
déséquilibre. Elle effectue une série de balancements vers la droite et la gauche afin d“établir sa
position quadrupede. La téte amorce le mouvement. Un « pseudo-retournement » peut étre effectué
par [“animal dans le cas ou une de ses pattes postérieures restent sous 1“abdomen de [“animal. Cela

lui laisse dans une position instable et le rameéne a nouveau sur le dos, en position initiale.

Variable mesurée : le temps (en seconde) nécessaire pour que |“animal se retourne

completement est relevé.

Structures nerveuses impliquées : les structures labyrinthiques sont impliquées dans le
déclenchement du réflexe de retournement (Windle and Fish, 1932). Le centre d“organisation de
réflexe dans les premiers jours est les régions bulbaire et pontique, puis il devient plus
mésencéphalique (Bignall, 1974).
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Photo 1 : Test de retournement

VII.1.2. Test de réaction anti-gravitaire (géotaxie négative) (JPN 4 - 11)

Principe : ce test permet d“évaluer la réaction motrice de [“animal suite & une position
inhabituelle dans 1“espace en impliquant la coordination des pattes antérieures. De méme, la
maturité du systéme moteur est nécessaire pour la réussite de ce test car la réaction de la souris face
a la position initiale met en ceuvre des structures centrales matures trés précocement (Altman and

Sudarshan, 1975; Hooker, 1952).

Dispositif : une planche en bois (45 x 40 cm) recouverte de feutrine, et inclinée de 20° par

rapport a 1“horizontale est utilisée dans ce test (Photo 2).

Procédure : ce test est réalis¢é de JPN 4 a JPN 11 chez les souris F1 et F2. L“animal est
initialement placé sur la planche inclinée avec la téte dirigée vers le bas. L“animale commence a
effectuer des mouvements de rotation afin de diriger sa téte vers le haut. Le test est terminé lorsque
I“animal effectue une rotation de 180° par rapport a la position initiale. La durée maximale de ce

test est de 2 minutes.

Réactions de ’animal : les mouvements de 1“animal commencent au niveau de la téte, qui
oscille vers la droite ou la gauche. Les pattes antérieures effectuent des mouvements de poussée
latérale pour permettre a la téte de se diriger vers le haut. Le passage a 1“horizontale (rotation de
90°) constitue pour le jeune rat le moment d“instabilité maximale. Avec 1*4ge la rotation se fait avec

moins d“oscillations, une plus grande rapidité et une plus grande précision.
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Variable mesurée : le temps nécessaire pour que 1“animal se rétablisse en position verticale,

la téte vers le haut, est chronométré.

Structures nerveuses impliquées : ce test permet de renseigner sur la maturation du systéme

vestibulaire et sur les structures du cervelet.

Photo 2 : Test de réaction anti-gravitaire

VII.2. Evaluation neuro-comportementale

L*observation des effets sur le comportement est un bon indicateur de perturbations du
systéme nerveux central et constitue ainsi un nécessaire prérequis pour 1“&ude ultérieure des
mécanismes biochimiques, cellulaires ou moléculaires impliqués dans ces altérations. En outre, la
détermination des effets neuro-comportementaux suite a une exposition a des substances chimiques
est un ¢lément fondamental pour la compréhension des mécanismes de neurotoxicité ou de toxicité
comportementale (Lucchini et al., 2000). Le défi principal de 1“évaluation comportementale est la
complexité inhérente du comportement lui-méme. Différents tests classiquement utilisés pour
1“&ude du comportement de 1“animal, et plus spécifiquement du rongeur, tel que les fonctions
motrices et sensorielles, les fonctions cognitives, les émotions, et les comportements sociaux sont
utilisés et constituent une fenétre sur d“éventuels dysfonctionnements des fonctions centrales

(Slikker et al., 2005).
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Une batterie des tests comportementaux a ¢été réalisée pour évaluer la coordination
locomotrice chez les souris juvéniles, 1'intégration visuomotrice, la coordination locomotrice ainsi
le niveau de 1“anxiété chez les souris péri-adolescentes, puis le comportement sociale et le
comportement de résignation chez les souris jeune-adultes, ensuite 1“agressivité chez les souris
adultes, et finalement a I“4ge moyen, nous avons testé I“activité générale, le comportement de
résignation, le niveau de 1“anxiété et le comportement sociale chez les souris F1 et F2, afin
d“évaluer 1 effet neurotoxique de [“exposition des meres FO, gestantes et allaitantes, aux PCB-NDL;

sur le comportement des générations futures successives.

Cette approche nous semble préliminaire avant de se lancer dans les évaluations

épigénétiques moléculaires couteuses et lourdes.
VIIL.2.1. Test du Rotarod (JPN 28 et 35)

Principe : ce test est utilisé pour tester la coordination locomotrice, 1“équilibre et la fatigue
chez les rongeurs. L exercice imposé nécessite des ajustements posturaux afin que les animaux

parviennent a maintenir leur équilibre (Carter et al., 2001; Santora et al., 2013).

Dispositif : le dispositif est compos¢ d“un cylindre horizontal (diametre : 3,5 cm) rotatif
situé a 15 cm du socle, divisé par des cloisons opaques en 5 compartiments et relié a un axe moteur.
Dans chaque compartiment est placé un levier amovible pouvant étre relevé et abaissé
manuellement. A 1“arriére, un aiment permet de le relier mécaniquement a [“appareil. Un écran de
control renseigne sur le mode de test programmé par [“expérimentateur et les performances en

temps réel des animaux testés, suivant leur placement dans les 5 compartiments (Photo 3).

Procédure : L “animal, tenu par la queue, est placé sur le cylindre rotatif d“un compartiment.
Lorsqu“il parvient a sy stabiliser, il est laché. Aprés quelques secondes de familiarisation de la
souris avec la rotation, on appuie sur le bouton qui démarre le programme et déclenche le
chronométre. Lorsque I'animal n“arrive plus a rester en €quilibre sur le cylindre en rotation et qu“il
chute, le levier s“abaisse sous le poids de [“animal et le chronométre s“arréte. L“écran de control

indique alors le temps durant lequel 1“animal est resté en équilibre.

Le test a été réalisé en deux phases :
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» Phase d“entrainement : a JPN 28, chaque souris a été ramenée a effectuer 3 passages

successifs (essais) espacés de 15 min.

» Phase de test : une semaine apres la phase d“entrainement (JPN 35), les animaux ont été re-

testés au cours d“un passage.

Réactions de ’animal : une fois [“animal est placé sur le cylindre en rotation, il commence
a mouvoir ses 4 pattes d“une fagcon a se maintenir en équilibre. Avec le temps et 1“augmentation de
la vitesse de rotation du cylindre, la souris bouge plus rapidement et met plus d“effort pour rester en
équilibre sur le cylindre en rotation. Quand la souris se fatigue et n“arrive plus a rester en équilibre,

elle tombe.

Variable mesurée : Le temps durant lequel la souris est restée en équilibre sur le cylindre en

rotation s“affichant sur I“écran est relevé pendant la phase d“entrainement et la phase de test.

Photo 3 : Le dispositif de Rotarod

VIL.2.2. Test de I’échappement de I’eau (WESPOC) (JPN 40)

Principe : A la péri-adolescence (JPN 40), la motricité et la résistance physique de 1“animal
est en évolution tres rapide. Ce test est composé de plusieurs €tapes, chacune représente une activité
physique différente. Les activités physiques effectuées par 1“animal provoquent une dépense
énergétique importante, la fatigue et la diminution des performances de [“animal test¢. WESPOC
nécessite un bon sens de 1“équilibre, une maturation de la coordination des quatre membres, ainsi

qu‘‘un effort physique important (Essman and Jarvik, 1961).
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Dispositif : Le dispositif est composé d“un récipient cylindrique (h : 50 cm, diametre : 25
cm) rempli d“eau a mi-hauteur (Photo 3). Une tige filetée (diamétre : § mm), plongée dans 1“eau,

émerge du centre du récipient, et une plate-forme y est fixée, a 35 cm au-dessus de [“eau (Photo 4).

Procédure : ce test est réalisé a JPN 40. Au début du test, “animal est placé dans 1“eau, face
contre la paroi du cylindre. En nageant (phase I), il va trouver la tige filetée (phase II), s*y accrocher
et 1“escalader (phase III). Le test est terminé lorsque 1“animal réussi a se rétablir sur la plate-forme

(phase 1V). La durée maximale du test est de 3 minutes (Photo 4).

Réactions de I’animal : au départ, la souris commence par nager dans [“cau tiede, puis
escalade la tige filetée dés qu“elle la saisit. L“eau représentant pour elle un milieu aversif.
L*escalade de la tige puis le rétablissement sur la plate-forme, forment les étapes les plus critiques.
Pour cela, L“animal peut chuter au cours de 1“ascension ainsi lors de la transition entre la tige filetée
et la plate-forme. La plupart des souris entreprennent alors un nouvel essai pour atteindre la plate-

forme, seul endroit ou 1“animal peut se reposer. La durée du test est limitée a 4 minutes.

Variables mesurées : le temps mis par 1“animal dans chacune des trois étapes (temps de
nage, temps d“escalade de la tige filetée, temps mis pour se rétablir sur la plate-forme), le temps

total ainsi le nombre de chutes sont chronométrés.

Structures nerveuses impliquées : ce test permet d“évaluer, entre autres, l'intégration
visuomotrice de 1“animal, lors de son orientation vers la tige visible, la coordination locomotrice, la
fonction neuro-musculaire et 1“aptitude musculaire de la souris lors de I“escalade sur la tige
métallique et le rétablissement a une position quadrupéde sur la plate-forme (Essman and Jarvik,

1961).
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Photo 4 : Test de coordination locomotrice

VIL.2.3. Test de la chambre claire/obscure (JPN 40)

Principe : Ce test, adapté du dispositif mis au point par Crawley et Goodwin en 1980, est
destiné a évaluer le niveau d“anxiété chez 1“animal, en le confrontant a un espace fortement illuminé
anxiogene et aversif et a un milieu obscur plus sécurisant et moins anxiogene. Le temps passé dans
chaque compartiment est quantifi¢ et plus [“animal passe du temps dans le compartiment illuminé et

anxiogeéne moins son anxiété est élevée.

Dispositif : La chambre claire/obscure (CCO) est constituée de deux compartiments, 1“une
carrée obscur (80- 90 lux) et étroit (27 x 18 x 29 cm), composé de 6 carrés, constituant ainsi 40 %
de la surface totale du dispositif est appelée « compartiment sombre (CS) » et [“autre étant clair
(éclairé par une lumiere blanche de 390 a 400 lux) et spacieux (27 x 27 x 29 cm), divisé en 9 carrés
de surfaces égales (9 x 9 cm), appelée « compartiment clair (CC) ». Les deux compartiments

communiquent entre eux par une ouverture (Photo 5).

Procédure : Ce test a ét¢ conduit a JPN 40 uniquement chez la génération F1. La souris a
¢été introduite dans la chambre claire, la téte orientée vers 1“ouverture de la chambre obscure. La

durée totale de ce test a été fixée a 5 min.

Variables mesurées : Différentes performances de 1“animal liées a son état de 1“anxiété ont
été¢ enregistrés, a savoir la latence d'entrée dans le CC, le temps passé dans chacun des
compartiments et le nombre de tentatives d“entrées dans le CC. Le nombre de carrés traversés dans
la chambre obscure (CS) renseigne plus spécifiquement sur 1“activité locomotrice et exploratoire

des animaux testés.

Chambre
claire

Chambre
obscure
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Photo 5 : Le dispositif du test de la chambre claire-obscure montrant une souris qui explore la

chambre obscure, milieu sécurisant).

VIIL.2.4. Test de la suspension caudale (JPN 50 et 330)

Principe : le test de la suspension caudale a été décrit dans les années 80 par Steru et ses
collaborateurs. Il permet d“évaluer rapidement les effets psychotropes des substances
médicamenteuses sur les rongeurs notamment les effets antidépressifs (Steru et al., 1985). Ce
test quantifie d“une manicre indirecte la résilience de 1“animal face a cette situation anxio-
dépressogeéne. C*“est I“un des modéles d“¢tudes dit dépressif-like et moins le temps de résilience
est important plus 1“animal exprime une difficulté a surmonter la situation expérimentale et plus

il est considéré dans cet état dépressif-like.

Dispositif : une barre perpendiculaire sur laquelle une ou plusieurs souris peuvent étre

accrochée. Un ruban adhésif est utilisé pour fixer la queue de la souris sur la barre (Figure 8).

Procédure : ce test est effectué¢ aux JPN 50 et 330 des souris F1 et F2. Les animaux
testés ont été individuellement expérimentées, de telle sorte que la base de la queue soit
perpendiculaire a la barre, a 1“aide d*un uban adhésif (une méthode sans douleur) (Figure 7). La

souris reste suspendue durant 6 min.

Réactions de D’animal : les souris suspendues essayent, de maniere systématique,
d'échapper a cette position inconfortable, en essayant de se redresser pour saisir la barre. A
force d'échouer dans leurs tentatives de redressement, elles générent un état de désespoir qui se
traduit par une immobilité et une résignation. Un tel comportement d“une souris peut étre décrit
comme « dépressif-like », sans que 1“on ne puisse jamais dire que la souris est dépressive
(Boissy et al., 2007). Une souris qui ne se résigne pas a cette situation, son temps d“immobilité
sera diminué. Cette diminution du temps dans ce test est observée suite au prétraitement des
animaux par les antidépresseurs de référence et 1“effet est considéré comme « antidépressif-

like ».
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Variables mesurées : La magnitude de 1“immobilité est considérée comme corrélée a un
comportement « dépressive-like ». Pour cela, le temps de résignation des animaux a été révélé

lors des 4 derniéres minutes de test (Steru et al., 1985).

Figure 7 : Le dispositif du test de la suspension caudale montrant trois souris suspendues par la

queue.
VIIL.2.5. Test du compartiment a trois chambres (JPN 50 et 330)

Principe : Ce test permet d"évaluer 1“interaction sociale chez le rongeur. L“animal testé est
confront¢é a un choix entre 1“exploration d“un environnement nouveau et 1“exploration d“un
congénere inconnu. Il renseigne €galement sur les niveaux dactivité et d“anxiété sociale de

[“animal testé.

Dispositif : le dispositif est constitu¢ d“une boite (L : 60 cm % 1:40 cm % h : 25 cm) divisée
en trois chambres (L : 40 cm x 1: 20 cm X h : 25 cm) par des cloisons verticales. Les trois chambres
¢tant disposées en enfilade, une ouverture dans chaque cloison (5 x 5 cm) et des portes guillotines
coulissante permettent le passage entre elles. Deux cages métalliques perforées (diametre : 12 cm,

h : 13 cm) viennent compléter le dispositif en étant placées au centre des chambres périphériques.
Procédure : Les animaux testés ont été isolés environ une semaine avant [“expérimentation.

Ce test formé de trois phases a ¢été réalisé a 1age jeune-adulte (JPN 50) des souris F1 et a

1“4ge moyen (JPN 330) des souris des générations F1 et F2 (Figure 8).
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» Phase I : essai d“habituation

L“animal testé est placé dans la chambre centrale durant 1 minute pour lui permettre de
s“habituer a cet espace, les acces aux deux autres chambres étant fermés par les portent

guillotines

> Phase I1 : essai de sociabilité

Un congénére non familier, du méme sexe de 1“animal testé, est placé sous une des deux
cages, dans une des deux chambres latérales du dispositif. Les portes sont ensuite ouvertes et
1“animal testé est laissé libre d“explorer les trois chambres durant 5 min. L“animal testé est ensuite

cloisonné dans la chambre centrale par la fermeture des portes.

» Phase III : essai de préférence pour la nouveauté

Un 2°™ congénére non familier, du méme sexe de [“animal testé, est introduit au sein de la
cage inoccupée dans la chambre latérale, tandis que le 1% congénére devenant familier est laissé, a
la cage, dans la chambre latérale qu®il occupait lors de 1“essai de sociabilité. Les portes sont ré-
ouvertes est 1“animal testé est a nouveau laisser libre d“explorer les trois chambres (et les 2 souris

congéneres familiére et nouvelle) durant 5 min (Klaric et al., 2017).

Variables mesurées : Le temps passé€ dans les deux chambres périphériques, le temps et le
nombre de reniflement du congénere non familier sont relevés dans les phases II et III pour évaluer
la sociabilité et la préférence pour la nouveauté chez [“animal testé. Le temps passé dans la chambre
centrale ainsi le nombre d“entrée dans la chambre périphérique non occupée de la phase II sont

relevés pour évaluer respectivement le niveau de 1“anxiété sociale et 1“activité de 1“animal testé.
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PhaseI: 1 min .
&3

)

Habituation: Empty Apparatus

Phase IT : 5 min h\ J }\
e

Sociability: Novel Object; Mouse 1

Q

Phase III : S min

Q)

al

Social Novelty: Mouse 1; Mouse 2

Figure 8 : Test du compartiment a trois chambres. La phase I : habituation de la souris testée a la
chambre centrale du dispositif. La phase Il est [’essai de sociabilité qui consiste a évaluer la
sociabilité de la souris testée en la laissant choisir entre le souris étrangere (congénere 1) qui se
trouve dans une de deux chambres latérale et la chambre vide. Phase 111 est [’essai de la préférence
pour la nouveauté sociable qui consiste a évaluer la préférence de la souris testée pour la souris
devenue familiere (congénere 1) vis-a-vis de la nouvelle souris (congénere 2) ajoutée dans la

deuxieme chambre latérale qui était vide durant la phase I1.

VIIL.2.6. Test du résident/intrus (JPN 80)

Principe : Ce test est fréquemment utilisé pour €valuer 1“agressivité uniquement chez les
souris males. Il consiste a confronter deux animaux dans un méme espace et a observer leurs
interactions. L“animal appelé « résident » est celui qui reste dans sa cage d“habitation, alors que le

congénere male «intrusy» est celui qui est placé dans la cage du résident (Koolhaas et al., 2013).

Dispositif : Le test est réalisé dans la cage d“habitation de 1“animal résident.
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Procédure : A JPN 80, 1“animal intrus, a été placé dans la cage de 1“animal «résidenty», a
1“opposé de celui-ci. L“intrus utilisé¢ doit étre un congénére étranger au résident. De méme, ils

doivent surtout avoir le méme sexe (males) et le méme age.

Réactions de I’animal : Une fois le résident rencontre 1“intrus, une interaction commence
entre les deux souris. Cela se traduit soit par une exploration du congénére inconnu présentée par
des reniflements, soit par une inacceptation de la présence d‘intrus reflétée par une agressivité du
résident contre lui. En réponse a cette agressivité, 1“intrus adopte une situation défensive
caractérisée par une posture de soumission, éloignement, fuite, immobilisation, vocalisation et/ou

attaques défensives.

Variables mesurées : Le temps de latence (en seconde) de la premicre attaque ainsi le

nombre d“ataques initiées par le résident sont relevés.

VII1.2.7. Open-field (JPN 330)

Principe : 1'Open-field a été congu pour la premiere fois par Ballechey en (1932). Ce test
permet d“€évaluer le niveau d“activité générale et exploratoire ainsi que le niveau de 1“anxiété de

“animal placé dans une situation nouvelle.

Dispositif : Le dispositif est constitu¢ d“une plate-forme circulaire de 50 cm de diametre
divisée en 36 cases, répartie en 3 zones : La zone périphérique (20 cases), la zone médiane (12
cases), et la zone centrales (4 cases). Cette plate-forme est délimitée par une paroi en plexiglas noire

de 27 cm de hauteur. L“¢éclairage a ét¢ homogene en tout point du dispositif du test (Photo 6).

Procédure : Ce test est effectué a JPN 330. La souris testée a été placée dans la zone
périphérique du diapositif, le visage en face de la paroi de l'appareil et elle a été autorisée d*“‘explorer

librement la surface de 1"Open-field pendant 5 min.

Variables mesurées : Apres 1 min d'habituation, le nombre de cases totales parcourues, le
nombre de redressements, le nombre de cases parcourues de chaque zone, le temps de latence ainsi

le temps passé dans la zone centrale sont relevés durant les 4 minutes.
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Photo 6 : Le dispositif du test de I’Open field montrant la souris qui explore le milieu verticalement (4), et

horizontalement (B : zone périphérique ; C : zone médiane ; D : zone centrale).

VII.2.8. Labyrinthe en croix surélevé (LCS) (JPN 330)

Principe : Basé sur les travaux de Montgomery (1955), le labyrinthe en croix surélevé a été
mis au point par Handley et Mithani (1984) puis validé chez le rat par Pellow et al., en (1985). 1l
permet d“évaluer le niveau d“anxiété et 1“activité locomotrice chez les rongeurs. Il est considéré
comme un modele éthologique d“anxiété non conditionnée. Le comportement des rongeurs dans le
LCS résulte d“un conflit entre la motivation innée du rongeur a explorer un environnement
nouveau, et la tendance a éviter un espace potentiellement dangereux par crainte du vide (Ohl,

2003; Salum et al., 2003).

Dispositif : Le LCS est composé de quatre branches surélevées a 70 cm du sol (Photo 6).
Deux branches (50 x 10 x 50 cm) entourées de parois verticales opaques, appelées branches fermeées
(BF), font face a deux branches dépourvues de parois, dites branches ouvertes (BO). L*intersection
des branches (10 x 10 cm) est appelée zone centrale (ZC). Les BO sont délimitées par un rebord de
2 mm pour éviter que 1“animal ne tombe. En 1“absence de tout traitement, un animal explorera
préférentiellement 1“espace non anxiogene constitué par les branches fermées. Une corrélation peut
étre établie entre le niveau d“anxiété de [“animal et le temps qu“il passe dans les deux BO, qui
constituent une zone découverte aversive (Hogg, 1996). La ZC constitue une zone de décision, et

est considérée, avec les BF, comme un espace protégé (Photo 7).

Procédure : A JPN 330, ce test a été réalisé chez les souris de deux générations F1 et F2. Au
début du test, la souris est placée dans la ZC avec la téte orientée vers une BO. Elle est alors laissée

libre d“explorer son environnement pendant 5 minutes. Le principe de ce test est basé sur
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I“exploration forcée de 1“animal dans deux milieux contrastés : bras fermés dont les parois sont
proches et donc faiblement éclairées (80 lux) par rapport aux bras ouverts surélevés qui sont

fortement éclairés (390 - 400 Lux).

Réactions de D’animal : 1“absence de parois, la présence du vide et le fort éclairage
représentent les trois parametres anxiogenes dans les bras ouverts, constituant par conséquent le
milieu aversif ou anxiogene pour les rongeurs. Par contre, les bras fermés constituent la partie
sécurisée ou préférée de 1“animal au cours de cette exploration forcée dans la labyrinthe (Lister,

1990).
Variables mesurées :
- Le nombre total d“entrées en BO
- Le temps cumulé dans les BO
- le nombre de tentatives de visites des bras ouverts
- Le temps de latence de la premiere entrée dans un BO

Les résultats du temps cumulé ainsi que le nombre d“entrées dans les bras ouverts ont été

exprimés en pourcentages. Plus le pourcentage est faible plus 1“anxiété de 1“animal est élevée.

Ainsi, le niveau d“activité est évalué par le nombre total d“entrées en BF.
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Photo 7 : Le dispositif du test du labyrinthe en croix surélevé montrant une souris qui explore le

milieu aversif (bras ouvert).

VIII. Récapitulatif de batterie de tests développementaux et comportementaux réalisée

Le schéma ci-dessous englobe les différentes expérimentations conduites au cours de cette
¢tude, mettant en évidence 1“éude multi-générationnelle des effets neurotoxiques potentiels des
PCB-NDL;. Le JG 7 marque le début de [“exposition orale par acces libre des souris meres FO

gestantes et allaitantes aux 6 PCB-NDL; jusqu“au sevrage de F1 a JPN 21.

Les différents tests de développement et de comportement ont été conduits chez les souris

de deux génération Flet F2 a partir de JPN 3 jusqu“a JPN 330 selon [“ordre indiqué dans la figure 9.

Début de I’exposition de F Fin de I’exposition de F0
1G7 JPNO 1 2 34 5678910 11[..]21[...] 35 40[...]50[...] 80 [....] 330 F1 et F2

[
| RI | OF
RTN | |_c:-?| LCS

| Rotarod \ Agressivité <
/I G | Comportement
1al C3C
Fonction vestibulaire cociale

Activité
coordinationlocomotrice locomotrice Humeur i
| WESPOC | -Activité générale
-Anxiéte
| CCo | -Humeur
L -Comportement
| soclale
Anxiété

Fonction vestibulaire
coordination locomeotrice
Force musculaire

Figure 9 : Schéma expérimental général mené chez les progénitures de souris F1 et F2 dont leurs
ascendantes (meéres F() ont été exposées durant la période gestationnelle et lactationnelle aux PCB-NDL,.
Le protocole expérimental prend en compte l’age des progénitures de souris. Il sert a mesurer les effets a

court terme en conduisant les tests développementaux chez les souriceaux (le test de retournement et test de

la géotaxie négative) ainsi que les effets a moyen et long terme en utilisant les tests comportementaux chez
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les souris juveniles (le test de Rotarod), chez les souris péri-adolescentes (le test de l’échappement a [’eau
(WESPOC) et le test de la chambre claire-obscure (CCO)), chez les souris jeune-adultes (le test de la
suspension caudale (SC) et le test du comportement social (C3C)), chez les souris adultes (le test de
résident/intrus) et a ’age moyen (le test de I’Open field (OF), le test de labyrinthe en croix surélevé (LCS),
et les tests de la SC et du C3C).
A noter que les tests soulignés (CCO a JPN 40 et C3C au JPN 50) sont des tests qui n’ont été réalisés que
chez la progéniture F1. JG : jour gestationnel. JPN : jour postnatal.

IX. Prélévement

A 1"4ge moyen, apres avoir terminé les tests de comportement programmés dans le cadre de
ce travail, six souris de portée différente de la génération F1, par sexe, par groupe, ont été choisies
au hasard et euthanasiés a l'isoflurane puis sacrifiée. Le sang a été collecté dans les trois minutes

suivantes puis héparinisé ensuite conservé a -80 °C pour des dosages biochimiques ultérieurs.

X. Analyse biochimique
X.1. Objectifs

Plusieurs dosages biochimiques ont été réalisés lors de cette étude, afin d“évaluer 1“effet de
I“exposition périnatale aux mélanges purs de PCB-NDL; chez les souris de la génération F1 a 1"age

moyen (JPN 330):

- Analyses des niveaux plasmatiques de la corticostérone, de la sérotonine et de la

my¢loperoxydase ainsi que 1“activité de [“acétylcholinestérase.
X.2. Dosage de corticostérone
Principe

La corticostérone est une hormone glucocorticoide sécrétée par les zones glomérulées et
fasciculées du cortex surrénalien chez les rongeurs. Elle correspond a 1“homone cortisol chez
I“Homme. La corticostérone est un marqueur de stress puisqu‘elle est libérée dans le sang suite a un
stress, un événement nouveau ou inquiétant, et elle est a 1 orgine de diverses réactions
physiologiques optimisant la réponse a la situation stressante (Rosen et al., 1998; Schulkin et al.,

2005).
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Mode opératoire

Les concentrations plasmatiques totales de corticostérone ont été testées dans le sang de
souris en utilisant le kit ELISA acheté chez Enzo Life Sciences (sensibilité: 27 pg / ml,

Farmingdale, NY, Etats-Unis) selon les instructions du fabricant.
X.3. Dosage de myéloperoxydase (MPO)
Principe

La myéloperoxydase est une enzyme hémoprotéine glycosylée stockée dans les granules
azurophiles des neutrophiles et des macrophages polymorphonucléaires. Elle est caractérisée par ses
puissantes propriétés pro-oxydantes et pro-inflammatoires (Zawadski et al., 1998). Certaines études

ont montré 1“implication de cette enzyme dans le comportement de résignation chez les souris

(Soualeh et al., 2017).
Mode opératoire

Les niveaux de MPO ont été évalués dans le plasma recueilli des souris F1 en utilisant un kit

ELISA de souris (catalogue n ° ab155458; Abcam, Cambridge, Royaume-Uni).
X.4. Dosage de ’activité de I’acétylcholinestérase (AChE)
Principe

L*acétylcholine-estérase (AChE) est une protéinase a sérine. LT activité de
I“acétylcholinestérase a ét¢ mesurée selon la méthode d“Ellman et al, (1961). L acétylcholine
(ACh) est hydrolysée par 1“acétylcholinestérase en thiocholine et acide acétique. La thiocholine
libérée réagit avec le DTNB pour donner du TNB, compose jaune. L“apparition du TNB a été
mesurée, par spectrophotométrie a 412 nm, ce qui permet de calculer la variation de 1“absorbance

par minute sur la partie linéaire de la cinétique.

Nous nous sommes intéressés a étudier 1“activité de cette protéinase (AChE) vue son rdle
important dans la régulation synaptique du message nerveux en catalysant 1“hydrolyse de

I*acétylcholine.
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Mode opératoire

L'activité de l'acétylcholinestérase a été déterminée par spectrophotométrie (DU 720
UV/spectrophotomeétre visible, Beckman Coulter, Palo Alto, CA) dans le plasma de souris
descendant d'age moyen selon Ellman et al. (1961). Brievement, on a mélangé 0,85 ml de tampon
phosphate (0,1 M; pH 7,5) avec 0,05 ml d'acide 5,5'-dithiobis- (2-nitrobenzoique) de concentration
8 mM et avec 0,05 ml de plasma. Aprés 5 min a température ambiante, la réaction a €té amorcée par
addition de 0,05 ml d'acétylthiocholine (8,25 mM) au mélange. L'activité de l'acétylcholinestérase a
été¢ évaluée a 412 nm (a2 20 °C) par une mesure cinétique en utilisant le coefficient d'extinction
molaire [(¢) 13,6 mM™'.cm™]. Les résultats ont ét¢ exprimés sous la forme de nanomoles

acétylthiocholine hydrolysée par minute par milligramme.

X.5. Dosage de sérotonine
Principe

La sérotonine est un dérivé métabolique du tryptophane. Ce dernier, sous 1“action d“une
tryptophane-hydroxylase, puis d“une décarboxylase, conduit a la formation de 5-hydroxy-

tryptamine (5HT) ou la sérotonine.

La sérotonine est un neuromédiateur intervenant dans le contrdle de nombreuses fonctions
cérébrales : le cycle veille/sommeil, la thermorégulation, le comportement de faim/satiété, le
comportement sexuel, etc. De plus, des désordres neuropsychiatriques tels que la dépression, la
démence et 1“anxiété sont associés a des anomalies fonctionnelles des neurones sérotoninergiques.
Cette diversité de fonctions de la sérotonine est trés probablement en rapport avec la multiplicité de

ses récepteurs (Allain, 2014).
Mode opératoire

Les niveaux plasmatiques de sérotonine ont été analysés dans le sang de souris en utilisant

le kit ELISA acheté chez Abcam (sensibilité: 0,293 ng/ml, catalogue n © ab133053;).
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XI. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été¢ réalisées a 1“aide du logiciel SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Le seuil de significativité est fixé a p < 0,05.

Les données des tests de retournement et de la géotaxie négative ont été analysées a 1“aide
d“ANOVA a mesures répétées en prenant 1“exposition des souris F1 aux PCB-NDL; et le sexe des
souris F1 et F2 comme deux facteurs fixes, et 1“4ge des souris F1 et F2 comme un facteur de
répétition.

Les mesures comportementales des tests Rotarod, Wespoc, la chambre claire/obscure et
I“open field des deux générations F1 et F2 ont été¢ analysées a 1'aide ' ANOVA a deux facteurs pour
mettre en évidence les effets de 1“exposition périnatale des souris F1 aux PCB-NDL; et du sexe des
souris testées dans 1“expression du comportement de 1“animal. Dans le test de résident/intrus, ou les
males uniquement ont été testés, les données ont été analysées a 1“aide d"ANOVA a un seul facteur
en considérant 1“exposition périnatale des souris F1 aux PCB-NDL; comme un facteur fixe. Par
ailleurs, les résultats du test de la suspension caudale ont été analysés a 1“aide d"ANOVA a trois
facteurs, en prenant 1“exposition précoce des souris F1 aux PCB-NDL,, le sexe et 1“4ge des souris
testées comme des facteurs indépendants. Les résultats issus du test de labyrinthe en croix surélevé
réalisé chez la génération F1 ont été analysés a 1“ade de deux tests statistiques différents : le test
Kruskal-wallis pour les données de distribution non-gaussienne et ANOVA a deux facteurs pour les
données normalement distribuées. Alors que les résultats de ce test effectué chez la génération F2

ont été analysés a 1"ade d"ANOVA a deux facteurs.

Dans le cas d"un effet significatif du facteur li¢ a 1“exposition aux PCB-NDL;, des

comparaisons a posteriori ont été réalisées a 1“aide du test de Fisher.

Les résultats relevés en comportement social ont ét¢ analysés par différents tests statistiques.
Chez la génération F1, ANOVA a trois facteurs (exposition, sexe et age) a été utilisé pour comparer
les groupes expérimentaux. Alors que chez la génération F2, le test dA“ANOVA a deux facteurs
(exposition et sexe) a été utilisé pour comparer les groupes expérimentaux. Les analyses post hoc
entre les groupes témoins et traités ont été conduites en utilisant le test de Fisher. Pour les
comparaisons au sein de méme groupe chez les deux générations, le test de Student indépendant,

dans le cas d“une distribution normale, ou le test de Mann-Whitney, dans une distribution non

79



Méthodologie

gaussienne, ont ¢té utilisés pour comparer la préférence a un congénére ou a une chambre (c.a.d
chambre de congénére étranger vs. chambre vide dans la phase II et chambre du congénére devenu

familier vs. chambre du congénére nouveau dans la phase III).

ANOVA a 2 facteurs a été utilisée pour analyser les résultats des dosages biochimiques
effectués sur la génération F1 en prenant 1“exposition périnatale des souris F1 aux PCB-NDL; et
leur sexe comme des facteurs indépendants. Des comparaisons a posteriori ont été réalisées par le

test de Fisher.

Les résultats sont indiqués comme moyenne (= SEM).
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I. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris méres F0 aux PCB-NDL; sur la
coordination locomotrice et la fonction vestibulaire des souriceaux des deux

générations F1 et F2

1. Test de retournement

Génération F1 (Figures 10A et 10B)

Dans le test de retournement, le test statistique ANOVA a mesures répétées a montré que le
réflexe du retournement des souriceaux de la génération F1 a dépendu significativement de leur age
[F(6, 292) = 101,87, p < 0,001] ainsi que de I“interaction entre les deux facteurs « age » et
« exposition périnatale, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; » [F(12, 278) = 1,98, p < 0,05].
Cependant, cette performance n“a dépendu ni de 1“exposition aux PCB-NDL; [F(2, 296) = 0,09, p >
0,05], ni du sexe des souriceaux [F(1, 297) = 1,83, p > 0,05], ni de 1“interaction entre ces deux

facteurs [F(2, 293) = 1,54, p > 0,05].

Les analyses a posteriori ont montré une diminution significative de temps de retournement,
a JPN 5, des souriceaux femelles exposées a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; par rapport aux
femelles témoins (p < 0,05) (Figure 1B). A JPN 6, les souriceaux maéles et femelles exposés aux
doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; ont mis significativement moins de temps pour se retourner
par rapport aux souriceaux témoins (p < 0,05) (Figure 1A et 1B). Egalement, a JPN 8, une
diminution significative de temps de retournement a été observée uniquement chez les souriceaux

males exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; par rapport aux témoins (p < 0,05) (Figure 10A).
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Figure 10 : Le réflexe de retournement (en sec) des souriceaux mdles (A) et femelles (B) F1 exposés durant

la periode périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; comparé a celui des
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souriceaux témoins dans le test de retournement (n = 49-50/sexe/groupe). Les résultats sont reportés en

moyennes £ ESM. *p < 0,05 et **p < 0,01 : différences significatives par rapport aux témoins.

Génération F2

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés périnatale, via leurs méres FO, aux PCB-NDL;

durant la période (Figure 11)

ANOVA a mesures répétées a montré un effet significatif de 1“exposition précoce de deux
parents F1 aux PCB-NDL; [F(2, 296) = 3,97, p < 0,05] ainsi de 1"4ge [F(6, 292) = 127,18, p <
0,001] sur le temps de retournement des souriceaux F2. Aucun effet du sexe n“a été trouvé [F(1,
298) = 1,85, p > 0,05]. De méme, aucune interactions entre les différents facteurs de 1“¢tude n*a été
signalée [exposition x sexe : F(2, 293) = 0,54, p > 0,05 ; exposition x age : F(12, 278) = 1,25, p >
0,05 ; exposition x sexe x age : F(12, 257) = 1,36, p > 0,05].

Les analyses a posteriori par le test de Fisher ont montré une diminution significative de
temps de retournement a JPN 3 chez les souriceaux males F2 dont leurs deux parents F1 ont été
exposés durant la période périnatale, via leurs meres, aux doses 10 (D10) et 1000 (D1000) ng/kg de
PCB-NDL; (p < 0,05 et p < 0,01 respectivement). De méme, a JPN 5, les souriceaux males D1000
ont mis significativement moins de temps pour se retourner par rapport aux souriceaux témoins (p <
0,05) (Figure 11). Par contre, chez les souriceaux femelles, aucune modification au niveau du temps

de retournement n*a été constatée par rapport aux souriceaux témoins (p > 0,05).
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Figure 11 : Le réflexe de retournement (en sec) des souriceaux mdles D10 et DI1000 de la génération F2,
issus de deux parents F1 exposés durant la périéde périnatale, via leurs meres F0, aux doses 10 et 1000
ng/kg de PCB-NDL; , respectivement, comparé a celui des souriceaux témoins dans le test de retournement
(n = 49-50/sexe/groupe). Les résultats sont reportés en moyennes £ ESM. *p < 0,05 et **p < 0,01 :

différences significatives par rapport aux témoins.

Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale

Le traitement statistique des données des souriceaux F2 a révélé que 1“exposition périnatale
des peres F1 aux PCB-NDL,, via leurs meres FO [F(2, 293) = 2,30, p > 0,05], leur sexe [F(1, 294) =
0,30, p > 0,05], leur age [F(6, 289) = 130,5, p > 0,05] ainsi que |“interaction entre ces trois facteurs
[exposition x sexe : F(2, 290) = 0,57, p > 0,05 ; exposition x age : F(12, 275) = 1,57, p > 0,05 ;
exposition x sexe x age : F(12, 254) = 0,89, p > 0,05] n“ont pas eu d“impact sur le temps de

retournement.
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Génération F2 issue uniquement des meres F1 exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant

la période périnatale (Figure 12)

Dans le test de retournement, le réflexe du retournement des souriceaux F2 a dépendu
significativement de 1“exposition périnatale des meres F1 aux PCB-NDL,;, via leurs meéres FO [F(2,
256) = 9,09, p < 0,001], de leur age [F(6, 252) = 11,57, p < 0,001], ainsi de 1“interaction entre ces
deux facteurs [F(12, 238) = 2,88, p < 0,01]. Cette performance n“a dépendu ni du sexe des
souriceaux F2 [F(1, 257) = 0,49, p > 0,05] ni de 1“interaction entre les différents facteurs étudiés
[exposition X sexe : F(2, 253) = 0,90, p > 0,05 ; exposition x sexe x age : F(12, 217) = 1,29, p >
0,05].

Les analyses a posteriori ont montré une diminution significative de temps de retournement,
a JPN 3, uniquement chez les souriceaux males M10 et M1000 de la génération F2 issus des meéres
F1 exposées durant la période périnatale, via leurs meéres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-
NDL;, respectivement, (p < 0,05). En plus, a JPN 4, les souriceaux males M1000 ont mis
significativement moins de temps pour se retourner par rapport aux témoins (p < 0,01). De méme, a
JPN 5, les souriceaux males M10 se sont retournés plus rapidement que les souriceaux témoins (p <
0,01) (Figure 12). Par contre, chez les souriceaux femelles, aucune modification au niveau du temps

de retournement n“a été révélée par rapport aux souriceaux témoins (p > 0,05).
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Figure 12 : Le réflexe de retournement (en sec) des souriceaux mdles M10 et M1000 de la génération F2,
issus uniquement des meres FI exposées durant la periode périnatale, via leurs meres F0, aux doses 10 et
1000 ng/kg de PCB-NDL, respectivement, comparé a celui des souriceaux témoins dans le test de
retournement (n = 30-50/sexe/groupe). Les résultats sont reportés en moyennes = ESM. *p < 0,05 et **p <

0,01 : différences significatives par rapport aux témoins.

Conclusion

Les résultats du test de retournement réalis¢ de JPN 3 a JPN 9 sur les souriceaux F1 et F2
ont montré une diminution significative mais transitoire (dans le sens ou cette diminution ne se
prolonge pas au-dela de JPN 9) de temps de retournement aussi bien chez les souriceaux males que
femelles de la génération F1, exposés, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-
NDL; durant la période périnatale. Chez la génération F2, uniquement les males provenant soit de
deux parents ou seulement des meres de la génération F1, ont montré une diminution transitoire de

temps de retournement. Il s*agit donc d*“une transmission d“origine maternelle.

2. Test de la géotaxie négative

Génération F1

Dans le test de la géotaxie négative, ANOVA a mesures répétées a révélé que le réflexe de
rotation des souriceaux F1 a dépendu significativement de leur age [F(7, 289) = 26,63, p < 0,001].
Cependant, cette performance n“a dépendu ni de leur exposition périnatale aux PCB-NDL; [F(2,
294) = 0,15, p > 0,05], ni de leur sexe [F(1, 295) = 0,85, p > 0,05], ni de [“inferaction entre les
facteurs étudiés [exposition x sexe : F(2, 291) = 1,76, p > 0,05 ; exposition x age : F(14, 273) =
1,01, p > 0,05 ; exposition x sexe x age : F(14, 249) = 0,90, p > 0,05].

Génération F2

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figures 13A et 13B)

ANOVA a mesures répétées a montré un effet significatif de 1“exposition précoce de deux

parents F1 aux PCB-NDL; [F (2, 266) = 10,69, p < 0,001], de 14ge des souriceaux F2 [F(7, 261) =
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18,31, p <0,001], ainsi de 1*interaction entre ces deux facteurs [exposition x age : F(14, 245) = 4,47,

p <0,001] sur le temps de rotation des souriceaux F2.

Le test de Fisher a montré une augmentation significative de temps de rotation, a JPN 4,
chez les souriceaux males et femelles D1000 de la génération F2, issus de deux parents F1 exposés
durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL; (»p < 0,01 et p <
0,001 respectivement). Cette augmentation a réapparu a JPN 11 (p < 0,05) (Figures 4A et 4B).
Concernant les males et les femelles D10 de la génération F2, issus de deux parents exposés durant
la période périnatale, via leurs méres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL;, ces animaux ont mis
significativement plus de temps pour effectuer une rotation 180° par rapport aux témoins a JPN 5 (p
< 0,05 et p < 0,01 respectivement) (Figures 4A et 4B). Cependant, uniquement les femelles D10 et
D1000 ont montré respectivement aux JPN 4 et 5 une augmentation significative de temps de

rotation par rapport aux souriceaux témoins (p < 0,05) (Figure 13B).
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Figure 13 : Le réflexe de rotation (en sec) des souriceaux mdles (A) et femelles (B) D10 et D1000 de la
génération F2 issus de deux parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs meéres F0, aux doses
10 et 1000 de PCB-NDL; ng/kg, respectivement, comparé a celui des souriceaux témoins dans le test de la
géotaxie négative (n = 49-50/sexe/groupe). Les résultats sont reportés en moyennes £ ESM. *p < 0,05, **p

< 0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives par rapport aux témoins.

Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figures 14A et 14B)

Dans le test de la géotaxie négative, un effet significatif de 1“exposition périnatale des peres
F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; [F(2, 274) = 4,21, p < 0,05], de 14ge des souriceaux F2
[F(7,269) = 12,48, p < 0,001], ainsi de [“interaction entre les facteurs étudiés [F(14, 253) = 3,54, p

< 0,001] a été trouvé sur le temps de rotation des souriceaux F2.

Les analyses a posteriori ont montré une augmentation significative de temps de rotation a
JPN 4 chez les souriceaux males P1000 de la génération F2, issus uniquement des peres F1 exposés
durant la période périnatale, via leurs meres FO, a la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL,; par rapport aux
témoins (p < 0,05) (Figure 14A). Cependant, cette augmentation a été observée a JPN 4 chez les

souriceaux femelles P10 et P1000, issus uniquement des peres F1 exposés aux doses 10 et 1000
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ng/kg de PCB-NDL,;, respectivement (p < 0,05 et p < 0,001 respectivement). A JPN 11, cet effet est
réapparu chez les femelles P1000 (p < 0,05) (Figure 14B).
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Figure 14 : Le réflexe de rotation (en sec) des souriceaux mdles (A) et femelles (B) P10 et P1000 de la

génération F2, issus uniquement des peres F1 exposés durant la période périnatale, via leurs meéres F0, aux
doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, respectivement, comparé a celui des souriceaux témoins dans le test

de la géotaxie négative (n = 46-50/sexe/groupe) . Les résultats sont reportés en moyennes = ESM. *p < 0,05

et ***p < 0,001: différences significatives par rapport aux temoins.

Génération F2 issue uniquement des meres exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL,; durant la

période périnatale (Figures 15A et 15B)

Les analyses de la variance (ANOVA) a des mesures répétées ont démontré un effet
significatif de 1“age des souriceaux F2 [F(7, 240) = 11,41, p < 0,001] ainsi une interaction entre ce
facteur et 1“exposition périnatale des méres F1, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; [exposition X
age : F(14, 224) = 5,03, p < 0,001] sur le temps de rotation des souriceaux F2. Cette différence
significative est indépendante du sexe des souriceaux F2 et de 1“exposition périnatale des meres F1

aux PCB [sexe : F(1, 246) = 3,43, p > 0,05 ; exposition: F(2, 245) = 2,78, p > 0,05].

Les analyses a posteriori ont montré une augmentation significative de temps de rotation a
JPN 5 chez les souriceaux males M10 de la génération F2, issus uniquement des meres F1 exposées
durant la période périnatale, via leurs méres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL,; par rapport aux
témoins (p < 0,01) (Figure 15A). Par ailleurs, a JPN 4, les femelles M10 et M1000 F2, issues des
meres F1 exposées durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de
PCB-NDL,, respectivement, ont mis plus de temps pour effectuer une rotation complete par rapport
aux souriceaux témoins (p < 0,01 et p < 0,05 respectivement). Cette augmentation a continué¢ a JPN
5 chez les souriceaux femelles M10 (p < 0,001), alors qu“elle a réapparu a JPN 11 chez les

souriceaux femelles M1000 (p <0,01) (Figure 15B).
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Figure 15 : Le réflexe de rotation (en sec) des souriceaux mdles (A) et femelles (B) M10 et M1000 de la

génération F2, issus uniquement des meres F1 exposées durant la période périnatale, via leurs meres FO,
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aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, respectivement, comparé a celui des souriceaux témoins dans le
test de la géotaxie négative (n = 30-50/sexe/groupe). Les résultats sont reportés en moyennes £ ESM. *p <

0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001 : différences significatives par rapport aux témoins.

Conclusion

Les résultats du test de la géotaxie négative réalisé¢ de JPN 4 a JPN 11 sur les souriceaux F1

et F2 ont montré :

- Qu'il n*y ait aucune modification significative du temps de rotation chez les souriceaux
males et femelles de la génération F1 exposés, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de

PCB-NDL; durant la période périnatale par rapport aux témoins.

- Une augmentation significative mais transitoire, de temps de rotation a été constatée chez
tous les souriceaux males et femelles de la génération F2 suite a [“exposition de [“un ou des deux
parents F1, via leurs méres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; durant la période
périnatale. Cette modification du temps de rotation est la preuve d“un impact de 1“exposition
précoce aux PCB sur le développement des mécanismes neurobiologiques du positionnement dans

“espace chez la génération F2.

- L*atération du temps de rotation chez les souriceaux F2 malgré [“absence deffet chez
leurs parents F1 pourrait étre expliquée par des altérations au niveau des cellules germinales méales
et femelles des souris F1 suite a leur exposition, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de

PCB-NDL,; durant la période périnatale.

I1. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris meres FO aux PCB-NDL; sur la

coordination locomotrice des souris juvéniles des deux générations F1 et F2
Génération F1 (Figure 16)

L“ANOVA a deux facteurs réalisée sur les données obtenues dans le test de Rotarod a
montré une différence significative de 1“exposition précoce des souris juvéniles F1 aux PCB-NDL;

[F(2, 57) = 5,65, p < 0,01] sur le temps de latence du deuxiéme essai de la phase d“entrainement.
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Aucun effet significatif n“a été trouvé sur les temps de latence du premier [F(2, 57) = 2,28, p >
0,05] et du troisiéme [F(2, 57) = 2,80, p > 0,05] essai de la phase d“entrainement ainsi sur le temps
de latence de la phase de test aprés |“entrainement [F(2, 57) = 1,34, p > 0,05]. Une différence
significative du sexe a été trouvé sur le temps de latence du deuxiéme essai de la phase
d“entrainement [F(1, 58) = 5,15, p < 0,05] et celui de la phase de test apres 1“entrainement [F(1,58)
= 6,69, p < 0,05]. Par contre, les temps de latence du premier [F(1, 58) = 3,13, p > 0,05] et du
troisiéme [F(1, 58) = 2,87, p > 0,05] essai de la phase d“entrainement ont été sexe indépendants.
Aucune interaction n“a été observée entre 1“exposition périnatale des souris F1, via leurs meres FO,

aux PCB-NDL,; et leur sexe sur les temps de latence de deux phases (tous p > 0,05).

Les analyses a posteriori ont montré une diminution significative de temps de latence du
deuxieéme essai de la phase d“entrainement chez les souris femelles F1 exposées durant la période
périnatale, via leurs méres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; (p < 0,05) par rapport aux
souristémoins, alors qu“une tendance de diminution de cette variable a été trouvée chez les males (p
=0,08) (Figure 16).
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Figure 16: Les temps de latence (s) des souris mdles et femelles juvéniles (JPN 28 et 35) exposées durant la
période péerinatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; comparé a ceux des souris

Juveniles téemoins dans le test de Rotarod (n = 10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes +
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ESM. t = une tendance a une différence significative. *p < 0,05: différence significative par rapport aux

temoins.

Génération F2

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Tableau 15)

ANOVA a deux facteurs n“a montré aucun effet significatif des facteurs étudiés a savoir
I“exposition périnatale des parents F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL,, le sexe des souris F2, ni
I“interaction entre ces deux facteurs sur les temps de latence de la phase d“entrainement et celui de

la phase de test apres “entrainement chez les souris F2 (p > 0,05) (Tableau 15).

Tableau 15 : Les temps de latence (s) des souris madles et femelles juvéniles D10 et D1000 de la génération
F2 (JPN 28 et 35), issues de deux parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, aux

doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, respectivement, comparé a ceux des souris juvéniles témoins dans le

test de Rotarod (n = 10/sexe/groupe).
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Groupe Sexe Temps de latence (s) | Temps de latence (s) | Temps de latence (s) | Temps de latence (s)
Essai 1 Essai 2 Essai 3 Test
Males 21,00 +/- 5,086 48,70 +/- 10,31 71,60 +/- 10,89 35,7 +/-1,79
Témoins Femelles 27,7000 +/- 6,91 51,90 +/- 8,2 62,80 +/- 13,51 39,50 +/- 11,27
Total 24,35 +/-4,24 50,30 +/- 6,43 67,20 +/- 8,50 37,60 +/- 6,73
Miales 14,00 +/-2,72 26,70 +/- 6,89 28,40 +/- 9,70 27,30 +/- 7,41
D10 Femelles 24,30 +/- 7,13 47,30 +/- 8,06 61,10 +/- 6,55 56,90 +/- 14,98
Total 19,15 +/- 3,90 37,00 +/- 5,67 44,75 +/- 6,82 42,10 +/- 8,81
Miales 22,80 +/- 5,54 37,20 +/- 9,02 56,80 +/- 12,04 23,30 +/- 8,58
D1000
Femelles 20,50 +/- 3,07 59,20 +/- 14,19 73,50 +/- 14,06 34,20 +/- 12,92
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Total 21,65 +/- 3,09 48,20 +/- 8,56 65,15 +/-9,21 28,75 +/- 7,65
Males 19,26 +/- 2,66 37,53 +/- 5,20 52,26 +/- 6,93 28,76 +/- 4,56
Total Femelles 24,16 +/- 3,39 52,80 +/- 5,95 65,80 +/- 6,69 43,53 +/- 17,54
Total 21,71 +/- 2,162 45,16 +/- 4,04 59,03 +/- 4,86 36,15 +/- 4,47

Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL,; durant la

période périnatale (Figure 17)

ANOVA 34 deux facteurs a révélé une différence significative uniquement de 1“interaction
entre 1“exposition périnatale des péres F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; et le sexe des souris
F2 sur le temps de latence du premier essai de la phase d“entrainement chez les souris de la

génération F2 [exposition x sexe : F(2, 54) = 3,79, p <0,05].

Les analyses a posteriori ont montré une augmentation significative de temps de latence du
premier essai de la phase d“entrainement uniquement chez les souris males P10 de la génération F2,
issues uniquement des péres F1 exposés durant la période périnatale, via leurs meres FO, a la dose

10 ng/kg de PCB-NDL,;, par rapport aux souris témoins (p < 0,05) (Figure 17).
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Figure 17 : Les temps de latence (s) des souris mdles et femelles juvéniles P10 et P1000 de la génération F2
(JPN 28 et 35), issues uniquement des peres F1 exposés pendant la période périnatale, via leurs meres FO,
aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, respectivement, comparé a ceux des souris juvéniles témoins dans
le test de Rotarod (n = 10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes = ESM. *p < 0,05:

différence significative par rapport aux témoins.

Génération F2 issue uniquement des meres exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figure 18)

L*analyse des résultats a 1“ade d“ANOVA a deux facteurs a montré une différence
significative uniquement de 1“interaction entre 1“exposition périnatale des meres F1, via leurs méres
F0, aux PCB-NDL; et le sexe des souris F2 sur les temps de latence du deuxieme [F(2,49) = 4,00, p
< 0,05] et du troisiéme essai [F(2,49) = 5,62, p < 0,01] de la phase d“entrainement dans le test de

Rotarod.

Comparé aux souris témoins, les analyses a posteriori ont révélé une diminution
significative des temps de latence durant le deuxiéme et le troisieme essai de la phase
d“entrainement uniquement chez les souris males M10 de la génération F2, issues uniquement des
meres F1 exposées, via leurs meres FO, durant la période périnatale a la dose 10 ng/kg de PCB-

NDL; (Figure 18).
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Figure 18 : Les temps de latence (s) des souris mdles et femelles juvéniles M10 et M1000 de la génération
F2 (JPN 28 et 35), issues uniquement des meres F1 exposées pendant la période périnatale, via leurs meres
FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, respectivement, comparé a ceux des souris juvéniles témoins
dans le test de Rotarod (n = 7-10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes £ ESM. *p < 0,05

et **p < 0,01: différences significatives par rapport aux témoins.

Conclusion

L“exposition des souris meres gestantes et allaitantes de la génération FO a la dose 10 ng/kg
de PCB-NDL; a induit une altération multigénérationnelle transitoire de la coordination locomotrice

des souris juvéniles F1 et F2.

Chez la génération F1, uniquement les souris femelles exposées durant la période périnatale,
via leurs meres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; ont montré une altération transitoire de la
coordination locomotrice. Cependant, chez la génération F2, cette altération transitoire a été
observée chez les souris males, issues des meres F1 ou bien des péres Fl, exposés pendant la

période périnatale, via leurs méres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL,;.

Donc 1*dtération transitoire de la coordination locomotrice chez les deux générations F1 et
F2 est sexe dépendante. Elle ne toucherait que les femelles de la génération F1 et que les méales de
la génération F2. Par conséquent, 1“altération transitoire de la coordination locomotrice est
transmise uniquement des meres F1 exposées a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; a leurs descendants
males (M10). On parle alors d“une transmission d“origine maternelle. Par contre, [“altération
transitoire de la coordination locomotrice chez les souris P10 de la génération F2 malgre 1“absence
d“effet chez leurs peres F1 pourrait étre expliquée par des altérations au niveau des cellules
germinales des souris males F1 suite a leur exposition, via leurs meres FO, a la dose 10 ng/kg de

PCB-NDL,; durant la période périnatale.

L“absence d“effet chez les souris D10 de la génération F2, issues de deux parents FI
exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; pourrait étre expliquée par 1“effet d“addition des deux
effets opposés causés par les peres F1 (amélioration transitoire de la coordination locomotrice des
souris males F2) et par les méeres F1 (altération transitoire de la coordination locomotrice des souris

males F2) sur leurs descendants.
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II1. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris meres FO aux PCB-NDL; sur

I’activité locomotrice des souris péri-adolescentes de deux générations F1 et F2
Génération F1 (Tableau 16)

Dans le test de 1“échappement a 1“eau, 1“analyse des résultats a 1“aide d“ANOVA a deux
facteurs a révélé que 1“exposition précoce des souris F1 aux PCB-NDL;, leur sexe ainsi que
I“interaction entre ces deux facteurs n‘a aucun effet significatif sur le temps (s) de la nage, le temps
d“escalade et le temps de rétablissement sur la plate-forme ainsi sur le nombre de chutes chez les

souris péri-adolescentes de la génération F1 (tous p > 0,05) (Tableau 16).

Tableau 16 : Le temps de la nage, le temps d’escalade et le temps de rétablissement ainsi le nombre de
chutes en fonction du sexe des souris péri-adolescentes F1 et des doses d’exposition maternelle (F0) (0-10-

1000 ng/kg) dans le test du WESPOC (n = 10/ sexe/groupe).
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Groupe Sexe e Temps descalade Temps de Nombre de chutes
de la nage (s) (s) rétablissement (s)

Males 30,10 +/- 17,95 6,60 +/- 1,24 5,20 +/- 1,19 0,10 +/- 0,10

Témoins Femelles 44,70 +/- 24,78 5,60 +/- 1,28 4,80 +/- 1,20 0,10 +/- 0,10
Total 37,40 +/- 14,98 6,10 +/- 0,87 5,00 +/- 0,82 0,10 +/- 0,06

Males 57,20 +/- 17,72 11,90 +/- 5,01 6,50 +/- 2,36 0,00 +/- 0,00

10 ng/kg Femelles 35,70 +/- 6,47 7,60 +/- 1,57 6,90 +/- 2,02 0,10 +/- 0,10
Total 46,45 +/- 9,51 9,75 +/- 2,60 6,70 +/- 1,51 0,05 +/- 0,05

Miales 51,10 +/- 16,09 7,40 +/- 1,90 6,20 +/- 1,94 0,00 +/- 0,00

1000 ng/kg  Femelles 18,20 +/- 4,55 9,00 +/- 3,76 8,30 +/- 1,66 0,20 +/- 0,20
Total 34,65 +/- 8,97 8,20 +/- 2,06 7,25 +/- 1,26 0,10 +/- 0,10
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Total

Mailes

Femelles

Total

46,13 +/- 9,86

32,87 +/- 8,61

39,50 +/- 6,54

8,63 +/- 1,82

7,40 +/- 1,40

8,02 +/- 1,14

5,97 +/- 1,06

6,67 +/- 0,964

6,32 +/- 0,71

0,03 +/- 0,03

0,13 +/- 0,07

0,08 +/- 0,04

Génération F2 (Tableau 17)

L“analyse statistique des résultats du test de WESPOC, a [“ade d"ANOVA a deux facteurs,

n“a montré aucun effet significatif de 1“exposition précoce de [“unou des deux parents F1 aux PCB-

NDL,;, le sexe des souris F2 ainsi [“interaction entre les facteurs étudiés sur les temps (s) de nage,

d“escalade et de rétablissement sur la plate-forme ainsi sur le nombre de chutes chez tous les

animaux périadolescents de la génération F2 (tous p > 0,05) (Tableau 17).

Tableau 17 : Le temps de la nage, le temps d’escalade et le temps de rétablissement ainsi le nombre de

chutes des souris mdles et femelles péri-adolescentes de la génération F2, issues des meres, des péres ou de

deux parents FI exposés durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de

PCB-NDL; dans le test du WESPOC (n = 10/ sexe/groupe).

Temps de
Temps d’escalade stabli t Nombre des
Groupe Sexe Temps de la nage (s) retablissemen
(s) chutes
(O]
Males 14,10 +/- 4,78 6,30 +/- 1,00 8,80 +/- 3,80 0,70 +/- 0,39
Témoins  Femelles 15,7 +/- 3,02 7,10 +/- 1,21 8,0 +/-3,33 0,50 +/- 0,167
Total 14,90 +/- 2,76 6,70 +/- 0,77 8,40 +/- 2,46 0,60 +/- 0,21
Males 22,50 +/- 6,48 6,60 +/- 1,24 8,40 +/- 3,64 0,80 +/- 0,41
D10 Femelles 10,10 +/- 2,85 7,50 +/- 1,75 5,80 +/- 2,02 0,30 +/- 0,21
Total 16,30 +/- 3,72 7,05 +/- 1,05 7,10 +/- 2,04 0,55 +/- 0,23
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Males 25,90 +/- 8,28 11,50 +/- 4,07 5,10 +/- 1,12 1,60 +/- 0,60
P10 Femelles 23,10 +/- 5,54 9,10 +/-2,12 4,30 +/- 0,70 1,20 +/- 0,69
Total 24,50 +/- 4,86 10,30 +/- 2,25 4,70 +/- 0,64 1,40 +/- 0,45
Males 17,90 +/- 3,80 6,60 +/- 1,69 6,00 +/- 1,43 1,00 +/- 0,42
M10 Femelles 12,50 +/- 4,83 6,50 +/- 1,61 4,20 +/- 0,61 0,60 +/- 0,30
Total 15,20 +/- 3,05 6,55 +/- 1,13 5,10 +/- 0,78 0,80 +/- 0,25
Males 37,70 +/- 14,02 10,50 +/- 4,98 5,60 +/- 0,74 0,60 +/- 0,22
D1000 Femelles 21,20 +/- 7,49 5,20 +/- 1,14 7,50 +/- 1,74 0,30 +/- 0,21
Total 29,45 +/-7,96 7,85 +/- 2,56 6,55 +/- 0,95 0,45 +/-0,15
Males 13,50 +/- 5,54 7,30 +/- 2,08 6,70 +/-2,25 0,20 +/- 0,20
P1000 Femelles 21,90 +/- 7,00 8,50 +/- 2,48 6,70 +/- 1,61 0,90 +/- 0,58
Total 17,70 +/- 4,45 7,90 +/- 1,58 6,70 +/- 1,35 0,55 +/- 0,31
Males 14,86 +/- 7,66 3,14 +/- 0,26 3,57 +/- 0,81 0,14 +/-0,14
M1000 Femelles 23,00 +/- 5,86 7,14 +/-1,53 6,14 +/-2,37 0,86 +/- 0,55
Total 18,93 +/- 4,76 5,14 +/- 0,93 4,86 +/- 1,25 0,50 +/- 0,29
Males 21,19 +/-3,03 7,61 +/- 1,06 6,43 +/- 0,81 0,75 +/- 0,15
Total Femelles 18,00 +/- 2,07 7,30 +/- 0,65 6,09 +/- 0,72 0,66 +/- 0,16
Total 19,60 +/- 1,83 7,46 +/- 0,62 6,26 +/- 0,57 0,70 +/- 0,11
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Conclusion

L“exposition des souris meres FO, au cours de la période gestationnelle et lactationnelle, a
des faibles doses environnementales de PCB-NDL; n'a induit aucune modification
multigénérationnelle au niveau de |“activité locomotrice chez les souris péri-adolescentes de

générations F1 et F2.

IV. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris meres F0 aux PCB-NDL; sur le

comportement d’agressivité des souris males adultes des deux générations F1 et F2
Génération F1 (Figure 19)

Dans le test de résident/intrus, ANOVA a montré¢ qu“il n"y a aucun effet significatif de
I“exposition périnatale des souris males F1, via leurs méres FO, aux PCB-NDL,; sur le temps de
latence de la premiére attaque [F(2,57) = 0,90, p > 0,05] et le nombre d“attaques [F(2,57) = 1,16, p
> 0,05] effectuées par les souris males F1 résidentes contre les souris intruses de méme sexe (Figure

19).
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Figure 19 : Le temps de latence (s) de la premiere attaque et le nombre d’attaques effectuées par
les souris males de la génération F1 résidentes, exposées pendant la période périnatale, via leurs
meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,, contre les souris males intruse par rapport

aux témoins (n = 10/groupe). Les données sont reportées en moyennes = ESM.
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Génération F2

Génération F2 issue de deux parents exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL,; durant la période

périnatale (Figure 20)

Le test dA“"ANOVA n“a montré aucun effet significatif de [“exposition précoce des parents F1
aux PCB-NDL; sur le comportement d“agressivité des souris males F2 résidentes contre les souris
males intruses, en évaluant le temps de latence (s) de la premiére attaque [F(2, 27) = 2,35, p > 0,05]
et le nombre d“attaques [F(2, 27) = 0,77, p > 0,05] effectuées par les souris F2 résidentes (Figure
20).
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Figure 20 : Le temps de latence (s) de la premiere attaque et le nombre d’attaques effectuées par
les souris males D10 et D1000 de la génération F2 résidentes, issues de deux parents F1 exposés
pendant la période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,,
respectivement, contre les souris males intruses (n = 10/groupe). Les données sont reportées en

moyennes £ ESM.

Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figure 21)

ANOVA n“arévélé aucun effet significatif de 1“exposition périnatale des peres F1, via leurs

meres FO, aux PCB-NDL;, sur le temps de latence (s) de la premiere attaque [F(2,27) = 0,50, p >
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0,05] et le nombre d“attaques [F(2, 27) = 0,46, p > 0,05] effectuées par les souris males de la

génération F2 résidentes contre les souris males intruses (Figure 21).
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Figure 21 : Le temps de latence (s) de la premiere attaque et le nombre d’attaques effectuées par
les souris males P10 et P1000 de la génération F2 résidentes, issues uniquement des peres FI
exposés pendant la période périnatale, via leurs meres F0, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-
NDL,, respectivement, contre les souris males intruses (n = 10/groupe). Les données sont reportées

en moyennes = ESM.

Génération F2 issue uniquement des meéres F1 exposées, via leurs méres FO, aux PCB-NDL,; durant

la période périnatale (Figure 22)

ANOVA n"a signalé¢ aucune différence significative de 1“exposition périnatale des souris
meres F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; sur le comportement d“agressivit¢ des souris F2
résidentes, manifesté par le temps de latence (s) de la premicre attaque [F(2, 24) = 0,21, p > 0,05] et
le nombre d“attaques [F(2, 24) = 1,86, p > 0,05] effectués par ces animaux contre les souris males

intruses (Figure 22).
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Figure 22 : Le temps de latence (s) de la premiere attaque et le nombre d’attaques effectuées par
les souris males M10 et M100 de la génération F2 résidentes, issues uniquement des meres F1
exposées pendant la période périnatale, via leurs meres F0, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-
NDL,, respectivement, contre les souris mdles intruses (n = 7-10/groupe). Les données sont

reportées en moyennes = ESM.
Conclusion

L*exposition des souris meres FO, au cours de la période gestationnelle et lactationnelle, a
des faibles doses environnementales de PCB-NDL,; telles que 10 et 1000 ng/kg n“a pas induit un
comportement agressif multigénérationnel chez les souris males adultes de deux générations F1 et

F2.

V. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris meres F0 aux PCB-NDL,; sur le
niveau de I’anxiété des souris péri-adolescentes et d’age moyen de deux générations F1

et F2
Génération F1

Test de chambre claire-obscure (CCO) a la périadolescence (Figure 23)

Les résultats statistiques du test CCO analysés a 1“ade d“ANOVA a deux facteurs ont

montré que [“exposition périnatale des souris F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; a induit des
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effets significatifs sur le temps cumulé dans la chambre claire [F(2, 57) = 4,85, p < 0,05] et le
nombre de locomotions dans cette chambre [F(2, 57) = 4,32, p < 0,05] chez les souris péri-
adolescentes F1. En outre, des effets significatifs du sexe ont été signalés sur le temps cumulé dans
la chambre claire [F(1, 58) = 15,36, p < 0,001] et le nombre de locomotions dans cette chambre
[F(1, 58) = 4,96, p < 0,001]. Par contre, aucune différence significative n“a été trouvée de
I“exposition périnatale des souris F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; [F(2, 57) = 0,10, p > 0,05]
et de 1“interaction entre les facteurs étudiés [exposition X sexe : F(2, 54) = 0,17, p > 0,05] sur

“activité générale des souris F1 représentée par la locomotion effectuée dans la chambre obscure.

Comparé aux témoins, les analyses a postériori ont montré une augmentation significative
uniquement chez les souris males F1 exposés, durant la période périnatale, via leurs méres FO, a la
dose 10 ng/kg de PCB-NDL; aussi bien au niveau du temps passé dans la chambre claire que du

nombre de la locomotion dans cette chambre (p < 0,05) (Figure 23).
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Figure 23 : Le temps de latence, le temps cumulé dans la chambre clairve (CC) (s), le nombre de locomotion
dans la CC, le nombre de transition et le nombre de locomotions dans la chambre obscure (CO) mesurés
dans le test de chambre claire-obscure chez les souris madles péri-adolescentes F1, exposées durant la
période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; (n = 10/groupe). Les

données sont reportées en moyennes £ ESM. *p < 0,05 : différence significative par rapport aux témoins.

Test labyrinthe en croix surélevé (LCS) a I’dge moyen (Figure 24)

Les résultats du test du LCS, réalisé chez les souris d“4ge moyen de la génération F1, ont été
analysés a 1“aide de deux tests statistiques différents : Le test non paramétrique Kruskal-wallis pour
les données qui n“étaient pas normalement distribuées tels que le temps de latence, le pourcentage
de temps passé dans les bras ouverts et le pourcentage de nombre d“entrées aux bras ouverts, alors
que le test ANOVA a deux facteurs a été utilisé pour analyser les données normalement distribuées

telles que le nombre d“entrées aux bras fermés.

A 1*age moyen, uniquement les souris males F1 exposées a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL;
ont montré des effets significatifs par rapport aux souris témoins. Ces animaux ont pris
significativement moins de temps pour entrer la premicre fois aux bras ouverts (H = 6,64, p < 0,05)
(Figure 14A) et ils ont passé significativement moins de temps dans les bras ouverts (H = 5,98, p <

0,05) (Figure 14B). De méme, ils ont effectué significativement moins de passages dans les bras
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ouverts (H = 6,71, p < 0,05) (Figure 24C) par rapport aux souris témoins. Par ailleurs, aucune
différence significative au niveau de 1“exposition périnatale des souris F1, via leurs méres FO, aux
PCB-NDL; [F (2, 57) = 0,87, p > 0,05] ainsi qu“au niveau de |“inferaction entre 1“exposition et le
sexe des souris F1 [F (2, 54) = 0,33, p > 0,05] n*a ét¢ montrée sur le nombre de passages dans les

bras fermés chez les souris F1 d“age moyen (Figure 24D).
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Figure 24: Le temps de latence (s) (), le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts (BO) (B), le
pourcentage d’entrées aux BO (C) et le nombre d’entrées aux BF (D) mesurés dans le test de labyrinthe en
croix surélevé chez les souris d’dge moyen F1 exposées durant la période périnatale, via leurs meres FO0,
aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; (n = 10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes +
ESM. *p < 0,05 : différence significative par rapport aux témoins.

Test de I’Open field (OF) a l’dge moyen

Les données issues du test de 1“OF, analysées a 1“aide d“ANOVA a deux facteurs, n“ont
montré aucun effet significatif ni de 1“exposition précoce des souris F1 aux PCB-NDL;, ni de celui
de leur sexe, ni de celui de [“interaction entre les facteurs €tudiés sur les temps passés dans la zone
centrale [exposition : F(2, 56) = 1,58, p > 0,05 ; sexe : F(1, 57) = 0,13, p > 0,05 ; exposition X sexe :
F(2, 53) = 1,26, p > 0,05], la zone médiane [exposition : F(2, 56) = 1,49, p > 0,05 ; sexe : F(1, 57)
= 0,00, p > 0,05 ; exposition x sexe : F(2, 53) = 0,40, p > 0,05] et la zone périphérique [exposition :
F(2, 56) = 0,96, p > 0,05 ; sexe : F(1, 57) = 1,54, p > 0,05 ; exposition % sexe : F(2, 53) = 0,89, p >
0,05] de 1“OF.

Génération F2

Test du labyrinthe en croix surélevé a I’dge moyen

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figure 25)

Les résultats du test du labyrinthe en croix surélevé, analysés a 1“aide d"AVOVA a deux
facteurs, ont montré des différences significatives de 1“interaction entre le sexe des souris F2 et
I“exposition périnatale de leurs parents F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; sur le temps de
latence [F (2, 47) = 3,09, p <0,05], le pourcentage de temps passé¢ dans les BO [F (2,47)=4,35,p
< 0,05] et le pourcentage de nombre d“entrées aux BO [F (2, 47) = 5,01, p < 0,05] chez les souris
d“age moyen F2. Ces résultats ne dépendaient ni du sexe des souris F2 ni de 1“exposition précoces

de leurs parents F1 aux PCB-NDL; (p > 0,05).
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Les analyses a posteriori ont montré qu“uniquement les souris males D10 de la génération
F2, issues des parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs méres FO, a la dose 10
ng/kg de PCB-NDL,;, ont pris significativement moins de temps pour entrer la premicre fois aux
bras ouverts (p < 0,05) (Figure 25A) et ils ont passé significativement moins de temps dans les bras
ouverts (p < 0,05) par rapport aux souris témoins (Figure 25B). En plus, une tendance de
diminution de pourcentage de nombre d“entrées a été observée aux BO chez ces souris (z = 0,06)

(Figure 25C).
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Figure 25 : Le temps de latence (s) (A), le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts (BO) (B), le
pourcentage d’entrées aux BO (C) et le nombre d’entrées aux BF (D) mesurés dans le test du labyrinthe en
croix surélevé chez les souris D10 et D1000 d’age moyen de la génération F2, issues de deux parents F1
exposés durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL;(n = 7-
10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes = ESM. *p < 0,05 : différence significative par

rapport aux témoins.

Génération F2 issue uniquement des péres F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; durant

la période périnatale

ANOVA a deux facteurs a montré un effet significatif du sexe des souris F2 sur le
pourcentage d“entrées aux BO [F(1, 49) = 7,25, p < 0,05)]. Cependant, aucune différence
significative de 1“exposition périnatale des peres F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL;, ni celui de
I“interaction entre le sexe des souris F2 et 1“exposition de leurs péres F1 aux PCB n"a été trouvée
sur tous les parametres étudiés pour évaluer le niveau d“anxiété chez les souris d4ge moyen F2

(tous p > 0,05).

Génération F2 issue uniquement des méres F1 exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant

la période périnatale

L*analyse statistique des résultats du test du LCS, a 1"aide d“"ANOVA a deux facteurs, n“a
révélé aucun effet significatif de 1“exposition périnatale des meres F1, via leurs meres FO, aux PCB-
NDL, ni celui du sexe des souris F2, ni celui de 1“interaction entre ces deux facteurs sur tous les

parametres €tudiés pour évaluer le niveau d“anxiété chez les souris d“age moyen F2 (tous p > 0,05).

Test de I’Open field (OF) a I’dge moyen

Le traitement statistique des données des souris d*“4ge moyen F2, a [“ade d"ANOVA a deux
facteurs, a révélé que 1“exposition périnatale de 1“un ou des deux parents de la génération F1, via
leurs meres FO, aux PCB-NDL;, le sexe des souris F2 ainsi que 1“interaction entre ces deux facteurs
n“ont pas eu d“impact sur les temps passés dans la zone centrale, la zone médiane et la zone
périphérique du test de 1“OF chez tous les groupes expérimentaux de la génération F2 (tous p >

0,05).
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Conclusion

L“exposition des méres FO, au cours de la période gestationnelle et lactationnelle, a la dose
10 ng/kg de PCB-NDL; a induit des modifications significatives et sexe dépendantes au niveau de
1“&at de 1“anxiété qui ont affecté les souris males péri-adolescentes et d“age moyen de la génération

F1 et les souris males d“age moyen de la génération F2.

Un effet de baisse de 1“¢at d“anxiété (anxiolytique-like) a été relevé chez les souris males
péri-adolescentes de la génération F1 exposées durant la période périnatale, via leurs méres FO, a la
dose 10 ng/kg de PCB-NDL;. Cependant, a 1“4ge moyen, ces souris ont montré un effet opposé,
donc se traduisant par une augmentation de leur niveau d“anxiété, une inversion de 1“effet. En effet,
la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; a induit un effet anxiolytique-like chez les souris males péri-
adolescentes F1 puis un effet anxiogene chez ces souris a 1“dge moyen. Chez la génération F2,
uniquement les souris males D10 d*4dge moyen ont montré une augmentation significative du niveau
de 1"anxiété. Donc, 1“effet anxiogéne des PCB a été transmissible des souris peres F1 exposées
durant la période périnatale, via leurs meres FO, a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; aux males de la

génération F2. I s“agit donc d“une transmission d“origine paternelle.

Par ailleurs, 1“activité générale des souris péri-adolescentes et d“age moyen de la génération
F1 ainsi des souris F2 a [“4ge moyen n“a pas été altérée suite a [“exposition des meres FO aux PCB-
NDL; en évaluant le nombre de transition dans le test de CCO et le nombre d“entrée aux bras fermés

dans le test du LCS.

VI. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris meres FO aux PCB-NDL; sur le
comportement de résignation des souris jeunes adultes et d’age moyen de deux

générations F1 et F2

Génération F1 (Figure 26)

Dans le test de la suspension caudale, les analyses de la variance (ANOVA) a trois facteurs
ont montré que 1“exposition précoce des souris F1 aux PCB-NDL; [F(2,111) = 3,37, p < 0,05] et
leur age [F(1,112) = 13,92, p < 0,001] ont eu un effet significatif sur le temps d“immobilité¢ des

souris F1, qui est 1“indicateur du comportement de résignation chez les souris testés. Cependant,
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aucun effet significatif du sexe [F(1,112) = 2,32, p > 0,05] ou de I“interaction entre les facteurs
¢tudiés n“a été trouvé [exposition x sexe : F(2,108) = 0,40, p > 0,05 ; exposition x age : F(2,108) =
0,74, p > 0,05 ; exposition x sexe x age : F(2,102) = 0,36, p > 0,05].

Le test Fisher a montré que les souris males a 1“4ge jeune adulte exposées pendant la période
périnatale, via leurs méres FO, a la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL; ont eu un temps d“immobilité
significativement plus long par rapport a celui des souris males témoins (p < 0,05) (Figure 26).
Aucun effet significatif n“a été trouvé ni chez les souris males jeunes adultes exposées a la dose 10
ng/kg de PCB-NDL,;, ni chez les femelles jeunes adultes et les souris, males et femelles, a 1“age

moyen exposées aux deux doses de PCB-NDL; (p > 0,05).
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Figure 26 : Le temps d’immobilité (s) des souris mdles et femelles de la génération F1, aux dges jeune adulte
et moyen, exposées durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-
NDL; comparé a celui des souris témoins dans le test de la suspension caudale (n = 8-10/sexe/groupe). Les

données sont reportées en moyennes £ ESM. *p < 0,05 : différence significative par rapport aux témoins.
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Génération F2

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL,; durant la

période périnatale (Figure 27)

ANOVA a trois facteurs a montré des effets significatifs de 1“exposition périnatale des
parents F1, via leurs meéres FO, aux PCB-NDL; [F(2,98) = 5,97, p < 0.01), de 1"age des souris F2
[F(1,98) = 23,78, p < 0.001) ainsi de leurs sexes [F(1,98) = 6,99, p < 0.05) sur le temps
d“immobilité des souris F2. Aucun effet significatif de I“interaction entre les facteurs étudiés n*a été
trouvé [exposition x sexe : F(2, 98) = 0,44, p > 0,05 ; exposition x age : F(2, 98) = 0,58, p > 0,05 ;
exposition x sexe x age : F(2, 98) = 0,23, p > 0,05].

Les analyses a posteriori ont révélé que les souris males jeunes adultes D1000 de la
génération F2, issues de deux parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs meres FO, a
la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL,, se sont résignées plus rapidement que les souris males témoins
(p < 0,05) (Figure 27). Cet effet a disparu a 1"4ge moyen. Aucun effet significatif n“a été observé

chez les autres groupes expérimentaux par rapport aux témoins (p > 0,05).
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Figure 27 : Le temps d’immobilité (s) des souris males et femelles D10 et DI1000, jeunes adultes et d’dge
moyen, de la génération F2, issues de deux parents F'1 exposés durant la période périnatale, via leurs meres
FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL, respectivement, comparé a celui des souris témoins dans le
test de la suspension caudale (n = §-10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes £ ESM.*p <

0,05 : différence significative par rapport aux témoins.

Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale

Le traitement des données du test de la suspension caudale, a 1“ade d“ANOVA a trois
facteurs, n“a montré aucun effet significatif de 1“exposition périnatale des peres F1, via leurs meres
F0, aux PCB-NDL; [F(2,107) = 0,81, p > 0,05), ni celui du sexe des souris F2 [F(1,108) = 0,39, p >
0,05) ni celui de 1“interaction entre les facteurs étudiés [exposition X sexe : F(2,104) = 0,40, p >
0,05 ; exposition x age : F(2,104) = 0,48, p > 0,05 ; exposition x sexe x age : F(2,98) = 0,01, p >
0,05] sur le temps d“immobilité des souris F2. Cependant, un effet significatif de 1"age [F(1, 98) =

11,94, p <0.01) sur le temps d“immobilité des souris F2 a été détecté.

Génération F2 issue uniquement des méres F1 exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant

la période périnatale

ANOVA 3 trois facteurs n“a montré aucun effet significatif de [“exposition périnatale des
meres F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; [F(2, 100) = 0,58, p > 0,05), ni celui du sexe des
souris F2 [F(1, 101) = 2,89, p > 0,05) ni celui de [“interaction entre les facteurs étudiés [exposition
x sexe : F(2,97)=0,15, p > 0,05 ; exposition x age : F(2, 97) = 0,57, p > 0,05 ; exposition X sexe X
age: F(2, 91) = 0,71, p > 0,05] sur le temps d“immobilit¢ des souris F2. Par contre, un effet
significatif de 1"4ge des souris F2 [F(1, 91) = 20,02, p < 0.001) sur le temps d“immobilité¢ a été

détecté.
Conclusion

L“exposition des souris meres FO, au cours de la période gestationnelle et lactationnelle, a la
dose 1000 ng/kg de PCB-NDL; a induit des modifications multigénérationnelles au niveau du

comportement de résignation des souris males jeunes adultes des deux générations F1 et F2.
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Chez la génération F1, 1“exposition périnatale, via les meres FO, a la dose 1000 ng/kg de
PCB-NDL; était a 1“origine de 1“apparition d“un comportement dépressif-like a 1age jeune adulte et
sexe dépendant, puisqu“il ne touchait que les souris males. Ce comportement n*a pas persisté au fil
du temps. En effet, a “4ge moyen les souris males F1 ont présenté un comportement de résignation
identique a celui des males témoins. En revanche, chez la génération F2, les souris males jeunes
adultes D1000, issues de deux parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs méres FO, a
la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL;, ont montré un comportement anti-dépressif-Like reflété par une
diminution significative de temps d"“immobilité par rapport aux souris témoins. Ces modifications
du comportement n“ont touché que les males jeunes adultes D1000. Donc, [“atération du
comportement de résignation est transmissible des souris peres F1, exposées durant la période
périnatale, via leurs meéres FO, a la dose 1000 ng/kg de PCB, a leurs descendants males de la

génération F2, a 1"4ge jeune adulte. Il s“agit donc d*“une transmission d*origine paternelle.

VII. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris méres FO0 aux PCB-NDL; sur

P’activité générale des souris d’age moyen de deux générations F1 et F2
Génération F1 (Figure 28)

Le test de 1“Open field a été réalisé afin d"€valuer [“activité générale des souris F1 exposées
durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; par rapport aux témoins. Les
résultats des analyses statistiques a 1“ade d“ANOVA a deux facteurs ont démontré que la
locomotion réalisée par les souris de la génération F1, n“a dépendu ni de 1“exposition des souris F1
aux PCB-NDL, [F(2, 56) = 0,10, p > 0,05], ni du sexe [F(1, 57) = 1,23, p > 0,05], ni de [“interaction
entre ces deux facteurs [exposition X sexe : F(2, 53) = 1,10, p > 0,05]. Cependant, le nombre de

redressement des souris F1 dépendait uniquement du sexe [F(1, 57) = 8,22, p <0,01] (Figure 28).
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Figure 28 : Le nombre de locomotions totales (A) et de redressement (B) effectués par les souris mdles et
femelles de la génération F1 a [’dge moyen, exposées durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux
doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; comparé a ceux des souris témoins dans le test de ['Open field (n =9-

10/sexe/groupe). Les données sont reportées en moyennes + ESM.

117



Résultats

Génération F2 (Tableau 18)

Les analyses des résultats du test de 1“Open field a 1“ade d"ANOVA a deux facteurs ont
démontré que 1“exposition périnatale de 1*“un ou les deux parents F1, via leurs meres FO, aux PCB-
NDL,;, le sexe des souris F2 ainsi que [“interaction entre ces deux facteurs n“ont induit aucune
différence significative ni sur la locomotion totale ni sur le nombre de redressement effectués par

tous les groupes expérimentaux de la génération F2 a 14ge moyen (Tableau 18).

Tableau 18 : Le nombre de locomotions totales et de redressement effectués par les souris mdles et femelles
de la génération F2 a [’dge moyen, dont ['un ou les deux parents Flont été exposés durant la période

périnatale, via leurs meres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; comparé a ceux des souris témoins

dans le test de [’Open field (n = 7-10/sexe/groupe).
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Groupe Sexe Locomotions totales | Redressement
Males 139,88 +/- 19,236 16,50 +/- 2,646
Témoins  Femelles 145,40 +/- 15,269 14,70 +/- 2,944
Total 142,94 +/- 11,693 15,50 +/- 1,969
Males 154,14 +/- 7,232 14,71 +/- 1,861
D10 Femelles 175,86 +/- 18,549 15,43 +/- 2,235
Total 165,00 +/- 10,027 15,07 +/- 1,400
Males 171,71 +/- 8,005 23,00 +/- 2,204
P10 Femelles 157,33 +/- 13,877 18,44 +/- 1,811
Total 163,62 +/- 8,508 20,44 +/- 1,475
Males 151,00 +/- 7,478 16,33 +/- 2,261
M10
Femelles 160,80 +/- 14,775 15,50 +/- 1,973
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Total

156,16 +/- 8,399

15,89 +/- 1,453

D1000

Males

Femelles

Total

153,00 +/- 14,896
128,56 +/- 10,621

140,78 +/- 9,356

14,67 +/- 3,232
13,78 +/- 2,521

14,22 +/- 1,991

P1000

Males

Femelles

Total

130,89 +/- 11,358
142,70 +/- 20,132

137,11 +/- 11,651

17,33 +/- 3,851
13,80 +/- 3,389

15,47 +/- 2,514

M1000

Males

Femelles

Total

143,56 +/- 11,244
132,86 +/- 23,891

138,88 +/- 11,819

15,22 +/-3,017
12,13 +/- 2,503

13,76 +/- 1,962

Total

Males

Femelles

Total

148,38 +/- 4,662

148,76 +/- 6,312

148,58 +/- 3,948

16,69 +/- 1,093

14,84 +/- 0,963

15,73 +/- 0,727

Conclusion

L*exposition des souris meres FO, au cours de la période gestationnelle et lactationnelle, aux

doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; n“a induit aucun effet multigénérationnel sur 1“activité

générale des souris males et femelles d*age moyen de deux générations F1 et F2.
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VIII. Effet multigénérationnel de I’exposition des souris méres FO0 aux PCB-NDL; sur
le comportement social des souris jeunes adultes et d’Age moyen F1 et des souris d’age

moyen F2
Génération F1

(Annexe : Article publié dans le journal « Hormones & Behavior »)

Génération F2
Comparaison entre les groupes expérimentaux

Génération F2 issue de deux parents F1 exposés, via leurs méres FO, aux PCB-NDL; durant la

période périnatale (Figure 29 et 30)

Dans 1“essai de sociabilité, les résultats du test de compartiment a trois chambres (C3C),
analysés a 1“aide d"ANOVA a deux facteurs, ont montré un effet significatif de 1“interaction
entre 1“exposition précoce des parents F1 aux PCB-NDL; et le sexe des souris F2 sur le temps
passé dans la zone non sociale [F(2, 43) = 3,81, p < 0,05)] ainsi qu“un effet significatif du sexe

des souris F2 [F(1, 47) = 0,36, p <0,05)] sur le temps passé dans la zone centrale.

Les analyses a posteriori n“ont montré aucune différence significative de 1“exposition
aux PCB-NDL; sur le temps passé dans la zone non sociale chez les souris D10 et D1000 de la
génération F2, issues de deux parents F1 exposés durant la période périnatale, via leurs méres
F0, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL;, respectivement, par rapport aux témoins (p >
0,05).

Dans 1“essai de la nouveauté sociale, les résultats analysés a 1“aide d“ANOVA a deux
facteurs ont montré un effet significatif uniquement du sexe des souris F2 sur le temps de

reniflement du nouveau congénere [F(1, 47) = 8,10, p <0,01)].
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Génération F2 issue uniquement des peres F1 exposés, via leurs meres FO, aux PCB-NDL,; durant la

période périnatale (Figure 31 et 32)

Dans la phase de sociabilité, I“analyse statistique des données du test C3C, réalisé chez
les souris témoins et celles de la génération F2, issues uniquement des meres F1 exposés durant
la période périnatale, via leurs meres FO, aux PCB-NDL;, a montré des effets significatifs du
sexe des souris F2 sur le temps passé dans la zone sociale [F(1, 48) = 6,86 , p < 0,05)] et sur le

nombre d“entrée dans la zone sociale [F(1, 48) = 4,15, p <0,05)].

Dans 1“essai de la nouveauté sociale, les analyses statistiques n“ont montré aucun effet
significatif, ni de 1“exposition précoce des peres F1 aux PCB-NDL;, ni de celui du sexe des
souris F2, ni de celui de 1“interaction entre ces deux facteurs chez les souris d*age moyen F2 (p

> 0,05).

Génération F2 issue uniquement des méres F1 exposées, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; durant

la période périnatale (Figure 33 et 34)

Dans 1“essai de sociabilité, les résultats du test C3C ont montré un effet significatif de
I“exposition périnatale des meres F1, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; [F(2, 49) = 3,32, p <

0,05)] sur le temps passé dans la zone non sociale chez les souris F2.

Par contre, le test de Fisher n“a montré aucun effet significatif de 1“exposition aux PCB-
NDL; sur le temps passé dans la zone non sociale chez les souris M10 et M1000 F2, issues
uniquement des meres F1 exposées aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL;, respectivement,

par rapport aux témoins.

Dans [“essai de la nouveauté sociale, ANOVA a deux facteurs a montré des effets
significatifs de [“interaction entre 1“exposition précoce des méres F1 aux PCB-NDL; et le sexe
des souris F2 sur le nombre de reniflement du nouveau congénére [F(2, 46) = 3,33, p < 0,05)]
ainsi du sexe des souris F2 sur le temps de reniflement du nouveau congénére [F(1, 50) = 6,94,

»<0,05)].

Par contre, les comparaisons a posteriori n“ont montré aucun effet significatif sur le

nombre de reniflement du nouveau congénere chez les souris M10 et M1000 F2, issues
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uniquement des méres F1 exposées aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL;, respectivement,

par rapport aux souris témoins (p > 0,05).
Conclusion

Les résultats issus de la comparaison entre les groupes expérimentaux n“ont montré
aucune différence significative dans la sociabilité ni dans la préférence a la nouveauté chez tous
les groupes expérimentaux de la génération F2 dont 1“un ou les deux parents F1 ont été exposés

durant la période périnatale, via leurs meres FO, aux PCB-NDL,; par rapport aux témoins.

De méme, aucun effet significatif n“a été observé ni au niveau de 1“activité ni au niveau
de I“anxiété sociale chez les souris F2, issues des meres, des peres ou voire des deux parents F1
exposés durant la période périnatale, via leurs méres FO, aux PCB-NDL;, par rapport aux

témoins.
Comparaisons au sein des groupes expérimentaux

Dans [“essai de sociabilité, le test de student a montré que les males D10 de la
génération F2, issus de deux parents F1 exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; ainsi les
femelles M1000 et D1000 F2, issues, respectivement, des uniquement des meres ou de deux
parents F1 exposés a la dose 1000 ng/kg de PCB, ont passé¢ significativement plus du temps
dans la chambre sociale par rapport a la chambre vide (¢ =-2,25, p <0,05; =242, p <0,05 ; ¢
=-2,79, p < 0,05, respectivement) (Figures 29A et 33A). Les femelles P10 de la génération F2,
issues uniquement des peres exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; ont montré une
augmentation significative du nombre d“entrée a la chambre sociale par rapport a la chambre

vide (¢ =-2,07, p <0,05) (Figure 31B).

Dans 1“essai de la nouveauté sociale, le test de Mann-Whitney a montré que les males
témoins ont passé, significativement, plus de temps en reniflant le nouveau congénere par
rapport au congénere familier (z = -2,24, p < 0,05) (Figure 30C). Le test de student a révélé que
les males D10 et D1000 de la génération F2, issus de deux parents F1 exposés a la dose 10 et
1000 ng/kg de PCB-NDL;, respectivement, ont montré une préférence significative a la
nouveauté en passant plus de temps dans la chambre non familiére par rapport a la chambre

familiere (¢ = -2,87, p < 0,05 ; t = -2,85, p < 0,05, respectivement) (Figure 30A) et en mettant
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plus de temps en reniflant le nouveau congénére par rapport au congénere familier (£ = -2,81, p
<0,05;t=-2,45, p <0,05, respectivement) (Figure 30C). De méme, les males M1000 F2, issus
uniquement des méres exposées a la dose 1000 ng/kg de PCB, ont montré une préférence a la
nouveauté en passant significativement plus de temps dans la chambre non familiére par

rapport a la chambre familiere (¢ =-2,55, p < 0,05) (Figure 34A).
Conclusion

D“apres la comparaison au sein de méme groupe, les males D10 et les femelles D1000
et M1000 de la génération F2 ont montré une altération du niveau de la sociabilité, manifestée
par une préférence de la chambre sociale par rapport a la chambre vide. D“autre part, les males
D10 et D1000 de la génération F2 ont montré une altération du niveau de la préférence pour la
nouveauté, en exhibant une préférence pour la chambre non familiére contenant le nouveau
congénere par rapport a la chambre familiére contenant le congénére familier. Les males M 10,
M1000, P10 et P1000 F2 ont montré une diminition de la préférence pour la nouveauté sociale
indifférence par rapport aux souris témoins qui ont présenté une préférence pour le nouveau

congénere.

En dépit de 1"absence d“effets chez les souris F1, exposées durant la période périnatale,
via leurs meres FO, aux PCB-NDL,;, 1“altération de la préférence pour la nouveauté sociale chez
leurs descendants males D1000, P1000, M10 et M1000 et la sociabilité¢ chez leur descendant
femelle M1000 de la génération F2 pourrait étre expliquée par des altérations au niveau des

cellules germinales males et femelles des souris parents F1.
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Résultats

Figure 29: La sociabilite des souris D10 et D1000 d’dge moyen de la génération F2 issues de deux parents
exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,
respectivement. (n =6-10/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la chambre (s), reflectant le choix de la
souris testée entre la chambre contenant le congénere étranger (chambre sociale) et la chambre vide
(chambre non sociale). (B) Nombre d’entrée dans la chambre sociale vs. la chambre non sociale. (C) Temps
de reniflement du congénere étranger (s). (D) Nombre de reniflement du congénere étranger. (E) Temps
passé dans la chambre centrale (s). Les données sont reportées en moyennes = ESM. "p < 0,05: différence

significative au sein de méme groupe entre la chambre sociale et la chambre vide.
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Figure 30 : la préférence pour la nouveauté chez les souris D10 et D1000 d’dge moyen de la génération F2
issues de deux parents exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 et 1000 ng/kg
de PCB-NDL, respectivement (n =6-10/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la chambre (s), reflectant le
choix de la souris testée entre la chambre contenant le congénere familier (chambre familiere) et la chambre
contenant le nouveau congénere (chambre non familiére). (B) Nombre d’entrée a la chambre familere vs.
la chambre non familiere. (C) Temps de reniflement de congénére familier vs. le nouveau congénére(s). (D)
Nombre de reniflement de congénérs familier vs. Le nouveau congenere. (E) Temps passé dans la chambre
centrale (s). Les données sont reportées en moyennes = ESM. "p < 0,05: différence significative au sein de

méme groupe entre la chambre familiere et la chambre non familiere.
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Figure 31: La sociabilité des souris P10 et P1000 d’dge moyen de la génération F?2 issues uniquement des
peres exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,
respectivement. (n =6-9/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la chambre (s), reflectant le choix de la
souris testée entre la chambre contenant le congénere étranger (chambre sociale) et la chambre vide
(chambre non sociale). (B) Nombre d’entrée dans la chambre sociale vs. la chambre non sociale. (C) Temps
de reniflement du congénere étranger (s). (D) Nombre de reniflement du congénere étranger. (E) Temps
passé dans la chambre centrale (s). Les données sont reportées en moyennes + ESM. *p < 0,05 différence

significative au sein de méme groupe entre la chambre sociale et la chambre vide.
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Figure 32 : la préférence pour la nouveauté chez les souris P10 et P1000 d’age moyen de la génération F2
issus uniquement des peres exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 et 1000
ng/kg de PCB-NDLi, respectivement. (n =06-9/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la chambre (s),
reflectant le choix de la souris testée entre la chambre contenant le congéneére familier (chambre familiere)
et la chambre contenant le nouveau congénere (chambre non familiere). (B) Nombre d’entrée a la chambre
familere vs. la chambre non familiere. (C) Temps de reniflement de congénere familier vs. le nouveau
congénere(s). (D) Nombre de reniflement de congeners familier vs. Le nouveau congénere. (E) Temps passé
dans la chambre centrale (s). Les données sont reportées en moyennes + ESM. "p < 0,05: différence

significative au sein de méme groupe entre la chambre familiere et la chambre non familiere.
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Figure 33: La sociabilité des souris M10 et M1000 d’dge moyen de la génération F2 issues uniquement des
meress exposées durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,
respectivement. (n =6-10/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la chambre (s), reflectant le choix de la
souris testée entre la chambre contenant le congénere étranger (chambre sociale) et la chambre vide
(chambre non sociale). (B) Nombre d’entrée dans la chambre sociale vs. la chambre non sociale. (C) Temps
de reniflement du congénere étranger (s). (D) Nombre de reniflement du congénere étranger. (E) Temps
passé dans la chambre centrale (s). Les données sont reportées en moyennes = ESM. "p < 0,05: différence

significative au sein de méme groupe entre la chambre sociale et la chambre vide.
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Figure 34: la préférence pour la nouveauté chez les souris M10 et M1000 d’dge moyen de la génération F2
issues uniquement des meres exposés durant la période périnatale, via leurs meres F0, a la dose 10 (M10) et
1000 (M1000) ng/kg de PCB-NDLI, respectivement. (n =6-10/sexe/groupe). (A) Le temps passé dans la
chambre (s), reflectant le choix de la souris testée entre la chambre contenant le congénere familier
(chambre familiére) et la chambre contenant le nouveau congénére (chambre non familiere). (B) Nombre
d’entrée a la chambre familere vs. la chambre non familiere. (C) Temps de reniflement de congénere
familier vs. le nouveau congenere(s). (D) Nombre de reniflement de congénérs familier vs. Le nouveau
congénere. (E) Temps passé dans la chambre centrale (s). Les données sont reportées en moyennes + ESM.
' < 0,05: différence significative au sein de méme groupe entre la chambre familiére et la chambre non

familiere.
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Tableau 19 : Récapitulatif des résultats comportementaux obtenus chez les souris des deux

générations F1 et F2 suite a [’exposition des souris FFO aux PCB-NDL; durant la gestation et

Uallaitement

Test Comportem- F1 F2
~ent |
10 1000 D10 D1000 P10 P1000 | M10 M1000
Retournement Reflexe 3N JetQ: | &N | &N - - 3N 3N
JPNG6, 8 JPN3 | JPN3,5 JPN3,5 JPN3, 4
JPN 3-9 N JPN6
QN
JPNS, 6
Geéotaxie Coordination - - 32 g2 32 3.2
négative locomotrice/ JPNS | JPN4, | 9 : 7 N4 | 1PN Q: A
L JPN4,11
JPN 4-11 Fonction . JPN4 7 . ’
vestibulaire ?: 0 A Q: QA
J PIS\I4, IPN4, J PIS\I4, J PIS\I4,
5,11
Rotarod Coordination | @ :\ - - - &2 - 3N -
JPN 35 locomotrice | 1) Tl T2, T3
WESPOC Fonction - - - - - - - -
PN 40 vestibulaire/
Force
musculaire
SC Dépression - 32 - 3N - - - -
JPN 50
RI Agressivité - - - - - - - -
JPN 80
LCS Anxiété 3~ 32 - - - -
JPN 330
C3C Sociabilité Q: A 3N g | @2 - - Q.2
JPN 330
C3C Préférence 3 - 32 &2 3N 3N | d:N 3N
JPN 330 pour la
nouveauté
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IX. Effet de D’exposition des souris méres FO0 aux PCB-NDL; sur le niveau des

marqueurs plasmatiques chez les souris d’age moyen de la génération F1

Les résultats du dosage biochimique de la corticostérone, la myélopéroxidase et la
sérotonine ainsi de I“activité de 1“acéthylcholinéstérase chez les souris F1 d“age moyen sont
aussi présentés, et discutés dans [“article publi¢ dans le journal « Hormones & Behavior » (voir

annexe).

D*une facon succinte, 1“exposition périnatale aux PCB (10 ng/kg et 1000 ng/kg) a
produit une augmentation significative de la concentration de la corticostérone aussi bien chez
les males que chez les femelles F1 (p< 0,001). De méme, cette 1“exposition a induit une
augmentation significative de I“activité de 1“acétylcholinestérase chez toutes les souris F1 d*age
moyen (p< 0,001). Cependant, 1“exposition précoce aux PCB a plutét induit une diminution
significative de la sérotonine plasmatique chez toutes les souris d“dge moyen (p< 0,05), a
I“exception des males dont les souris meres ont été exposées a la dose 1000 ng/kg (p> 0,05).
Nos résultats ont montré aussi que 1“exposition périnatale aux PCB n“a pas affecté la
concentration plasmatique de la myélopéroxydase chez la progéniture F1 d“age moyen (p>
0,05), a [“exception des femeles dont les souris meres ont été exposées a la dose 1000 ng/kg

(p< 0,05) (figure 35).
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Figure 25: Effets de [’exposition périnatale aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; sur la concentration des

biomarqueurs plasmatiques dosés chez les souris males et femelles d’dge moyen de la génération F1 (n=6/groupe).
(A) la corticostérone en ng/ml, (B) la myélopéroxidase (MPO) en ug/ml, (C) I’activité d’acéthylcholinestérase en
nmol d’acéthylcholine hydrolysé/ minute/ mg de protéines, (D) la sérotonine en ng/ml. Les données sont reportées

en moyennes + ESM. *p < 0,05. *p < 0,05, **p < 0,01 et ***p < 0,001: différences significatives par rapport aux

temoins.
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Les PCB sont des molécules neurotoxiques. De nombreuses études ont démontré la toxicité
développementale, comportementale et cognitive des PCB aussi bien chez 1“Homme, suite a des
expositions accidentelles ou chroniques (Fein et al., 1984; Forns et al., 2012; Grandjean et al.,
2001; Gray et al., 2005; Jacobson and Jacobson, 1996; Jacobson et al., 1984; Lonky et al., 1996;
Sagiv et al., 2012; Stewart et al., 2003b; Vreugdenhil et al., 2004; Winneke et al., 1998), que chez
le modéle animal (Boix et al., 2010; Colciago et al., 2009; Dridi et al., 2016; Elnar et al., 2012;
Piedrafita et al., 2008; Soualeh et al., 2017; Sugawara et al., 2006; Tian et al., 2011b). Cependant, a
ntre connaissances, la transmission potentielle de la neurotoxicité des PCB a travers des générations

n“est pas encore ¢tudiée.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes fixés 1“objectif de rechercher et d“évaluer
les impacts neuro-développementaux et neurocomportementaux des expositions précoces aux PCB-
NDL, déja démontré au sein de notre équipe, mais chez les générations suivantes F1 et F2 issues
des souris meres FO exposées durant la période gestationnelle et 1“allaitement. Ainsi cette étude
multigénérationnelle a été effectuée afin d“examiner le développement et le comportement des
souris males et femelles au cours de leur ontogenése jusqu“al“age moyen (JPN 330) aussi bien pour
la génération F1, exposée durant sa vie périnatale, via leur mére FO, et également pour la génération
F2, obtenue par croisement des souris F1. Le mélange des 6 PCB-NDL a été utilisé a deux doses:
10 et 1000 ng/kg, et selon un profil mimant I'exposition humaine aux poissons contaminés.
L“objectif final étant de vérifier si 1“impact d“une exposition précoce pourrait affecter les
générations suivantes méme en absence d‘exposition. C“est une approche comportementale et

cognitive des effets épigénétiques potentiels des contaminants alimentaires et environnementaux.

Dans cette étude trois générations F2 ont été obtenues en fonction de la modalité
d“exposition des parents F1 aux contaminants alimentaires « PCB-NDL ». En effet, la premicre,
une génération F2 a été obtenue du croisement des F1 dont seuls les peres ont été exposés, en
période périnatale, via leurs meres FO, au mélange des 6 PCB-NDL,. Cette génération a été
désignée, dans ce mémoire, par la lettre P10 ou P1000 en fonction de la dose de 1“exposition
périnatale (10 ou 1000 ng/kg). Une autre génération a été obtenue du croisement des F1 dont seules
les méres ont été exposées en période périnatale, via leurs meres FO, au mélange des 6 PCB-NDL,.

Cette génération est désignée par la lettre M10 ou M1000 en fonction de la dose périnatale.
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Finalement, une derni¢re génération a été obtenue du croisement des F1 dont les deux
parents ont été expose€s, en période périnatale, via leurs mere FO, au mélange des 6 PCB-NDL.
Cette génération est désignée par la lettre D10 ou D1000 en fonction de la dose de 1“exposition

périnatale.

Les résultats ont montré que 1“exposition des souris meres FO, gestantes et allaitantes, aux
doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; a induit des effets déléteres sur le systeéme nerveux central
chez la génération F1 qui se manifestent par des troubles développementaux et comportementaux,
dont certains sont transitoires mais d“autres persistants, ces troubles se sont transmis a la génération
F2 bien qu“elle n“aie pas été exposée, cela signifierait que les altérations relevées s“inscriraient dans
un transfert héréditaire de nature épigénétique impliquant un effet de cette exposition précoce sur
les geénes des parents FO et F1. Il apparait également au travers ces résultats un effet variables selon
le sexe de mani¢re récurrente, cela pourrait étre expliqué par un effet sexo-dépendant et
probablement hormono-dépendant. Cela aurait également comme signification indirecte, [“impact

de ces expositions précoces sur le systéeme endocrinien et un effet de perturbation endocrinienne.

Durant les deux phases de développement du cerveau : la phase néonatale (JPN 3-9) et la
phase de transition postnatale (JPN 9-15), le réflexe, la fonction vestibulaire et la coordination
locomotrice des souris F1 et F2 ont été étudiés par des tests spécifiques, le test de la géotaxie
négative et le test de retournement. Le test de la géotaxie négative n“a montré aucun impact
significatif de 1“exposition précoce sur le réflexe de la géotaxie chez la génération F1. Par contre,
les trois générations F2 €tudiées (issues des meres, des peres ou de deux parents F1 exposés durant
la période périnatale, via leurs méres FO, aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL,) ont mis
significativement plus de temps pour effectuer une rotation complete au cours de la premicre
semaine de vie néonatale (JPN 3, 4 et 5) par rapport aux témoins. Ces résultats pourraient étre
expliqués, en partie, par des déficits transitoires post-générationnels qui toucheraient la

coordination locomotrice de la génération F2 sans toucher la génération F1.

Les résultats de cette présente étude obtenus sur la progéniture F1 sont différents de ceux de
notre précédente étude qui a montré une altération transitoire de la coordination locomotrice chez
les souriceaux F1 exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; (Elnar et al., 2012). Cependant, il faut

souligner deux différences importantes, d“une part les études antérieurs n“ont porté que sur
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I“exposition en phase d“allaitement, d“autre part, les études antérieurs ont porté¢ sur le
gavage forcé des mélanges des PCB-NDL (Elnar et al., 2012), alors que dans notre présente étude
I"acces a la matrice contaminée reste libre de maniére a ce que les animaux puissent prendre la dose
correspondante étudiée. En effet, le gavage pourrait étre considéré comme un biais expérimental
suite a son potentiel d“induire du stress (Brown et al., 2000 ; Murphy et al., 2001). Par ailleurs,
d“autres études ont montré une altération de la coordination locomotrice chez les souriceaux F1
suite a 1“exposition périnatale, via leurs meres, a 1“Aroclor 1254, contenant des PCB-NDL, aux
doses 26 mg/kg (Overmann et al., 1987), 10 mg/kg (Nguon et al., 2005), 6-18 mg/kg et 54 mg/kg
(Sugawara et al., 2006), ce qui montre une certaine concomitance avec nos résultats en précisant,
néanmoins, que les fortes doses utilisées dans ces études pourraient aggraver les altérations

observées.

En effet, lors du deuxiéme test développemental, le réflexe de retournement a été affecté
d“une facon transitoire chez les souris males et femelles de la génération F1 exposées en période
périnatale, via leurs meres FO, aux PCB-NDL; par rapport aux souris témoins. Une transmission
maternelle et parentale de cet effet transitoire a la génération F2 a été mise en évidence. Ces
résultats suggerent différentes explications, entre autres, (i) 1“exposition précoce des souris F1 aux
PCB-NDL; a induit une hypersensibilité transitoire multigénérationnelle des fonctions sensori-
motrices, indiquant que méme si ce n“est que transitoire, cet effet observé et relevé a cet age, dont il
est difficile de confirmer la réversibilité, pourrait avoir un impact a long terme et dont les effets
seraient tardifs (i1) 1“exposition développementale des souris F1 aux PCB a induit une altération
transitoire de niveau des différentes hormones circulantes dans le sang des souriceaux F1 durant la
période précoce de vie néonatale transmissible a la génération F2 (Anderson et a/., 1990; Anderson
et al., 1987; Hollander et al., 2000; Insel et al, 1998 ). Cette dernie¢re hypothése nécessite une
confirmation par des dosages des différentes hormones chez les souriceaux F1 et F2, telles que les

hormones thyroidiennes T3 et T4.

Le réflexe de retournement est un réflexe spinal qui apparait et se mature aux premiers jours
de la période post-natale a cause de la différenciation précoce des réseaux lombaires de la moelle
épiniere (Cabana et al., 1993). Ce reflexe est un indicateur fiable de la maturation du systéme

nerveux central chez les nouveau-nées (Khalki et al., 2012; Vaglenova et al., 2008). Malgré la
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fragilit¢ du systéme nerveux central pendant la période développementale post-natale, il pourrait
s“agir d“une compensation a court terme des altérations multigénérationnelles induites par les PCB-
NDL; grace a 1“existence des mécanismes compensatoires précoces (Rice and Barone, 2000).
Cependant, les effets nuisibles persistants de ces produits neurotoxiques a long terme pourraient

étre inévitables.

La coordination locomotrice a été testée a 1“age juvénile et a la péri-adolescence chez les
souris F1 et F2. A I"dge juvénile, une modification multigénérationnelle transitoire de la
coordination locomotrice a été observée. Chez la génération F1, les souris femelles exposées a la
dose 10 ng/kg de PCB-NDL; ont chuté du rouleau en rotation plus rapidement que les souris
témoins durant la phase d“entrainement du test de Rotarod. Cet effet a été transmis a leurs
descendants males des générations F2 MI10 indiquant 1“hypothése d“une altération de la
coordination neuromusculaire et probablement de la tonicité musculaire. Cependant, dans la phase
du test de Rotarod, les animaux F1 et F2 affectés ont récupéré leur performance normale,
témoignant d“un effet transitoire mais dont la réversibilit¢ ne peut pas étre vérifiée. A la péri-
adolescence, les animaux des deux générations ont montré des performances identiques aux
témoins, dans le test de Wespoc, suggérant une maturation normale, a cette période 1“4ge, des
fonctions neuro-motrices malgré les modifications détectées plus précocement et dont les

conséquences tardives sont difficiles a prédire ou a écarter.

Les études épidémiologiques ont montré que 1“exposition précoce aux PCB-NDL; pourrait
induire des déficits développementaux majeurs, ce qui aurait des impacts sur la santé¢ physique,
mentale et comportementale a long terme (Andersen, 2003; Boucher et a/., 2016; Burns et al., 2011;
Jusko et al., 2014). Chez les enfants en age scolaire, 1“exposition périnatale aux PCB a induit
plusieurs altérations neuropsychologiques dont des troubles de la reconnaissance visuelle, des
déficits de 1“attention, et des perturbations motrices (Huisman et al., 1995b; Korrick and Altshul,
1998; Walkowiak et al., 2001). Ainsi, une forte association a été montrée entre la consommation
périnatale du poisson fortement contaminé en PCB et [“atération de la motricité¢ fine chez les
enfants en age scolaire (Boucher et al., 2016). En outre, 1“exposition périnatale aux PCB a provoqué
chez les nourrissons une hyporéflexie, une hypotonie, des troubles du développement (Rogan et al.,
19864a; Tilson et al., 1990), ainsi qu“une diminution des taux d'hormones thyroidiennes (Brouwer et

al., 1998; Koopman-Esseboom et al., 1994b; 1994a; Osius et al., 1999).
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Une exposition prénatale aux PCB est souvent associée a des effets néfastes sur le
développement moteur, en particulier sur la fonction de motricité globale, évaluée a l'aide de
l'indice de développement psychomoteur de Bayley (Koopman-Esseboom et al., 1996; Rogan and
Gladen, 1991; Walkowiak et al., 2001). Le suivi des enfants exposés durant la période prénatale
aux PCB a mis en évidence un retard transitoire de développement psychomoteur a 1“age de 3 et 7
mois puisqu‘il a disparu a 1“4ge de 18 mois (Koopman-Esseboom et al., 1996). Burns et al., (2011)
ont montré que la concentration élevée des PCB dans le sang maternel, au cours de la période
gestationnelle, a été associée a un retard de croissance durant la période pré-pubére, ce qui pourrait

affecter la santé générale tardivement lors de 1“adolescence.

D*un autre co6té, 1'exposition lactationnelle aux PCB a induit une réduction de la maturité
neuromusculaire des nouveau-nés avec d“autres altérations telles que le retard de la maturité
motrice, le développement des réflexes avec une grande fréquence des réflexes de sursaut (Fein et
al., 1984; Jacobson et al., 1984), et des réponses moins matures du systéme neurovégétatif par
rapport aux bébés témoins (Lonky et al., 1996). Dans une étude de cohorte menée dans l'est de la
Slovaquie, il a été démontré que 1'exposition post-natale aux PCB est associée a une fonction
cochléaire altérée chez les enfants de 45 mois, révélée par les émissions otoacoustiques des produits

de distorsion (Jusko et al., 2014).

Dans une étude japonaise, les taux sériques de PCB chez les meres ont été positivement
corrélés aux déficits du développement moteur observés chez les nouveau-nés suivis jusqua 1*age
de 6 mois. Ces déficits ont €té transitoires puisquils ont disparu a 1“age de 3 ans (Nakajima et al.,
2006). Aux Pays-Bas, la concentration élevée de PCB dans le lait maternel (430 pg/l) a été associée
a un pourcentage ¢élevé d“hypotonie néonatale chez les nourrissons (Huisman et al., 1995b). Des
¢tudes menées en Caroline du Nord ont montré que I'exposition postnatale a des niveaux ¢€levés de
PCB dé¢s la naissance jusqu“a l1“age de 2 ans serait a 1“ongine des déficits psychomoteurs chez les

enfants (Gladen et al., 1988; Rogan et al., 1987; 1986a).

Malgré 1 association entre l'exposition précoce aux PCB et |“atération du développement
psychomoteur pendant 1“enfance (Forns et al., 2012b; Koopman-Esseboom et al., 1996; Rogan and
Gladen, 1991; Walkowiak et al., 2001), la plupart des études de la fonction motrice évaluée au-dela
de l'enfance n'a pas réussi a trouver des associations significatives, méme en présence d'effets
cognitifs (Despres et al., 2005; Forns et al., 2012b; Grandjean et al., 2012; Jacobson et al., 1990).
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Les expérimentations animales ont montré que l'exposition périnatale aux PCB induit
différents types d“altérations motrices (Harada, 1976; Rogan et al., 1988; Tilson et al., 1979).
L“exposition précoce au PCB 138 ou 180 a altéré l'activité locomotrice sans affecter la coordination
motrice. Par contre, l'exposition au PCB 52 a altéré la coordination motrice mais pas l'activité
locomotrice (Boix et al., 2010; 2011). Les effets différentiels sur l'activité et la coordination motrice
sont dus a des différents mécanismes moléculaires. Le cervelet joue un role important dans
plusieurs aspects de la fonction motrice. Des déficits au niveau des réflexes musculaires, de la
tonicité, de la motricité globale indiquent la présence des dommages cérébelleux (Ribas-Fito et al.,
2001; Roegge and Schantz, 2006). Par exemple, une altération de la coordination motrice est
associ¢e a une amélioration de la transmission GABAergique dans le cervelet (Boix et al., 2010).
Par contre, l'activité motrice réduite est associée a une modulation altérée de la dopamine

extracellulaire dans le noyau accumben du cervelet (Boix et al., 2011).

L“exposition périnatale aux PCB 52 ou 153 a montré une bonne corrélation entre 1*altération
de la coordination motrice et 1“augmentation de la concentration extracellulaire de GABA (Boix et
al., 2010; Cauli et al., 2013). Par contre, chez les rongeurs, les PCB 138 ou 180 n“affecteraient ni la
coordination locomotrice ni la concentration extracellulaire de GABA du cervelet (Boix et al.,

2010).

Aucune étude n“a évaluée [“effet neurotoxique multigénérationnel des PCB ou d“un autre

polluant ou perturbateur endocrinien sur le développement sensori-moteur.

Les résultats obtenus dans le cadre de cette theése mettent en évidence par les effets
transitoires, la plasticité du systéme nerveux central, en développement, exposé aux faibles doses de
PCB-NDL;, mais aussi la fragilit¢ du SNC au risque neurotoxique multigénérationnel. En effet,
I“exposition des souris meres FO, gestantes et allaitantes, aux PCB-NDL; a induit des modifications
multigénérationnelles sur le réflexe des animaux qui sont certes transitoires mais ne signifient pas

une réversibilité d“une part et une absence d“effets tardifs, d“autre part.

Dans cette étude, le niveau d“expression de 1“anxiété des souris exposées aux PCB a été
aussi affecté. L effet observé sur 1“anxiété a été a la fois age, dose et sexe-dépendant. En effet, a la
péri-adolescence, un effet anxiolytique-like a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; a été observé chez les

souris males de la génération F1, ce qui indique 1“atteinte du statut de 1“anxiété et de son expression.
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Par contre, a 14ge moyen, ces mémes souris ont manifesté un comportement anxiogene.
Cette forte anxiété a été transmissible aux males d*age moyen de la génération F2. Il est important

de souligner que cette transmission a été uniquement d*origine parentale.

Des études récentes ont montré qu une exposition prénatale (JG 16 et 18) a [“Amwclor 1221
(1 mg/kg) provoque une diminution significative du niveau de 1“anxiété chez les souris males jeunes
adultes F1 (Bell et al., 2016; Gillette et al., 2017). En outre, une exposition postnatale a 1“Aroclor
1254, aux doses 6 et 18 mg/kg, a induit un effet anxiolytique-like chez les souris juvéniles femelles
F1 (Tian et al., 2011a). Par contre, 1“exposition lactationnelle aux PCB-NDL,;, aux doses 10 et 100
ng/kg, ont montré une augmentation significative du niveau de 1“anxiété pendant la périadolescence
et a 1'age adulte des souris méles et femelles F1 (Elnar et al., 2012). Chez les enfants Inuits a 1“age
préscolaire, une corrélation a été trouvée entre la tristesse et 1'anxiété, et le taux de PCB 153 dans le
cordon ombilicale (Plusquellec et al., 2010). L“exposition périnatale a un mélange pur de PCB
(PCB 126, 138, 153 et 180), a la dose 10 mg/kg, n“a pas d“impact sur 1“anxiété chez le rat adultes
(Colciago et al., 2009).

Dans notre étude, nous avons relevé un effet persistant remarquable de [“exposition
gestationnelle et lactationnelle des souris femelles FO aux PCB-NDL; sur le niveau de 1“anxiété des
souris males F1 a la périadolescence et a 1“4ge moyen. En effet, I“induction d“un tel effet par les
PCB chez les méme souris a différentes tranche d*age a déja été mise en évidence. Erikson et
Fredriksson (1996) ont montré une hypoactivité puis une hyperactivité chez les souris méales adultes
exposées pendant la période néonatale au PCB 28 (3,6 mg/kg) ou PCB 52 (4,1 mg/kg). De méme,
Cauli et al. (2013) ont signalé¢ une hypoactivité chez les souris femelles jeunes adultes (JPN 60)
puis une hyperactivité a 1“4ge adulte (JPN 210) provoquées par une exposition précoce au PCB 126
(100 ng/kg) ou PCB 153 (1 mg/kg). Lors de 1“é&ude du risque toxicologique des substances sur la
santé, en plus de la dose, il apparait qu“il est important de considérer le sexe et 1“age des individus

lors de [*“évaluation.

Sur la base de la consultation des données de la littérature scientifique, il n"y a aucune étude
qui a évalué 1“effet neurotoxique multigénérationnel des PCB sur le niveau de 1“anxiété. Cependant,
une ¢tude sur les perturbateurs endocriniens a été réalisée pour évaluer 1“effet multigénérationnel de
la vinclozoline, sur le niveau de 1“anxiété chez le rat. L“exposition prénatale (JG 8-14) a la
vinclozoline (100 mg/kg) a révélé une altération transgénérationnelle d“origine parentale, de

145



Discussion

I“anxiété et de maniére sexe dépendante. Chez la génération F3, les rattes jeunes adultes et
¢galement agées ont développé un comportement anxieux; alors que les males jeunes adultes n“ont
montré aucun effet. Ces altérations comportementales ont été accompagnées de modifications
épigénétiques d“ADN au niveau des cellules germinales males (Skinner et al., 2013) ainsi que des
modifications transcriptomiques au niveau de 1“hippocampe et de 1“amygdale chez les deux sexes.
Chez les males, 92 geénes dans 1“hippocampe et 276 génes au niveau de 1“amygdale ont été
transgénérationnellement altérés (Crews et al., 2012), alors que chez les femelles, 1301 genes dans
I“hippocampe et 172 genes au niveau de 1“amygdale ont été transgénérationnellement altérés (Crews

etal., 2012).

Plusieurs facteurs pourraient expliquer 1 atération multigénérationnelle du niveau de
I“anxiété chez les souris males F1 et F2 suite a 1“exposition précoce a la dose 10 ng/kg de PCB-
NDL; Nous pouvons citer par exemple, (i) une altération du comportement maternel des souris FO
et F1 (Guerrero-Bosagna et al., 2010b; Skinner et al., 2013; Stouder and Paoloni-Giacobino, 2010),
(i1) des modifications épigénétiques au niveau des cellules germinales des souris males F1
transmissibles a la génération F2 (Gapp et al., 2014), (iii) une altération multigénérationnelle des
hormones des souris F1 et F2 males telles que 1“ocytocine, la corticostérone et la vasopressine ainsi
que des métabolites de la testostérone (Bitran et al, 1995; Gomez et al, 2002; Picazo and
Fernandez-Guasti, 1995; Walf et al, 2008). Dans ce contexte, nos résultats issus des analyses
biochimiques notamment hormonales et qui indiquent une augmentation du taux de corticostérone,
hormone de stress, une dimunition de la sérotonine ainsi qu“une augmentation de 1activité¢ de
“acétylcholinestérase plasmatique chez les souris anxieuses F1 d“dge moyen mettent en évidence
|“altération de certains facteurs physiologiques. Il faut souligner que les différents travaux trouvent
une bonne corrélation entre les mesures plasmatiques et les mesures effectués dans le cerveau des

marqueurs physiologiques dosés dans cette étude.

D“autre part, nous avons constaté que le mélange de PCB-NDL; administré a la dose 1000
ng/kg aux meres gestantes et allaitantes FO a induit des modifications multigénérationnelles du
comportement de résignation, en particulier chez les souris males jeunes adultes F1 et F2 dont
seulement les péres ont €té exposés (origine paternelle), et qui s“est manifestées par un effet
dépressif-like chez les males F1 et un effet antidépressif-like chez les males F2 jeunes adules.

Aucun effet n“a été observé a 1“4ge moyen chez les deux générations. Ces effets ne sembleraient pas
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étre liés aux mécanismes de la sérotonine, neurotransmetteur impliqué dans de nombreuses

fonctions d“émotions et d“humeur et en particulier dans des expressions anxio-dépressives.

Chez 1“Homme, [“effet age dépendant des PCB a déja été¢ signalé dans deux études
épidémiologiques qui ont révélé un effet dépressif-like uniquement chez les personnes agées
(Fitzgerald et al., 2008) mais pas chez les adultes (Strem et al., 2014). Chez les rongeurs et selon
les résultats de nos études, un comportement depressif-like sexe dépendant a été détecté chez les
souris males adultes F1 exposées pendant la période périnatale, via leurs méres F0O, aux poissons
contaminés contenant entre autres les PCB-NDL; aux doses 85, 216 et 400 ng/kg (Soualeh et al.,
2017). 1l faut aussi rappeler que 1“effet de 1“exposition périnatale aux PCB-NDL; a été dose
dépendant. En effet, “exposition périnatale a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; n“a pas altéré le
comportement de résignation chez les souris jeunes adultes et d"age moyen de deux générations F1
et F2. Ce résultat parait en concordance avec nos études antérieure qui n“ont montré aucun effet sur
le comportement de résignation chez les souris F1 d*age moyen suite a [“exposition lactationnelle a

la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; (Elnar et al., 2012).

D*aprées 1“ensemble des résultats issus de notre étude, on pourrait conclure que I“exposition
précoce aux PCB pourrait induire une altération multigénérationnelle du comportement de
résignation qui pourrait étre dose, age et sexe dépendant. Cependant, [“exposition précoce a la DJT
(10 ng/kg) n“a pas eu un effet sur le comportement de la résignation des souris jeunes adultes et

d“age moyen F1.

Chez I“Homme, [“effet des PCB sur [“humeur a été bien étudié, cependant les résultats
obtenus sont souvent en contradiction. Par exemple, Fitzgerald et al. (2008) ont trouvé une
association entre la consommation du poisson contaminé aux PCB et la dépression relevée chez les
personnes de 55 a 74 ans. En revanche plusieurs études épidémiologiques n“ont trouvé aucune
association entre 1“exposition périnatale aux PCB et la dépression (Strem et al., 2014 ; Santiago-

Rivera et al., 2007).

Il est difficile de comparer et de discuter nos résultats avec d“autres travaux puis que 1“effet
multigénérationnel des PCB ou celui des perturbateurs endocriniens sur 1“humeur, n“aurait pas été

¢tudié auparavant selon nos données bibliographiques.
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Au niveau des tests sur les activités motrices, aucun changement n“a été¢ détecté chez les
souris F1 d“dge moyen exposées durant la période périnatale, via leurs meéres FO, aux doses 10 et
1000 ng/kg PCB-NDL;. De méme, leurs descendants F2 d*age moyen n“ont montré aucun effet dans
le test de 1“Open field. Ainsi, tous les changements significatifs ultérieurement observés sur
I“anxiété chez les souris F1 et F2 ne sont pas liés a des simples modifications au niveau de leur
activité. Nous avons précédemment aussi constaté chez la progéniture jeune adulte et adulte F1
exposée via [“alaitement aux PCB-NDL; (1, 10 et 100 ng/kg) que 1“activité motrice n‘a pas été
altérée (Elnar et al., 2012). Selon d“autres travaux, il a été aussi mis en évidence qu‘“une exposition
périnatale au mélange de PCB (PCB 126, 138,153 et 180), a la dose 10 mg/kg, n“a pas affecté
I“activité locomotrice des rats adultes F1 (Colciago et al, 2009). Par contre, 1“exposition
gestationnelle et lactationnelle au PCB 153 (1 mg/kg) ou PCB 126 (100 ng/kg) a induit une
hyperactivité chez les rats males et femelles adultes (Cauli et al., 2013). L“exposition lactationnelle
au mélange de PCB-NDL; (PCB 52, 138, 180) a induit une hyperactivité a la fois chez les males et
les femelles adultes F1 (Boix et al, 2010). Eriksson et Frederiksson (1996) ont révélé qu une
exposition postnatale aigiic (JPN 10) au PCB 28 (3,6 mg/kg) ou PCB 52 (4,1 mg/kg), a provoqué
une hypoactivité puis une hyperactivité chez les souris adultes males. Cependant, 1“exposition
périnatale aux anguilles contaminées aux PCB (85, 216 et 400 ng/kg) a induit une hyperactivité
sexe dépendante qui na touché que les souris femelles de la génération F1 vers 1“age adulte avancé
(JPN 195) et I*4ge moyen (JPN 305-329) (Dridi et al., 2017). Le phénotype hyperactif n“a pas été
détecté chez les femelles a JPN 47 (la période de préadolescence) et a JPN 90-92 (age adulte) (Dridi
etal., 2017).

Par ailleurs, des études épidémiologiques ont montré que [“exposition durant la période
développementale aux PCB pourrait affecter [“activité motrice. Par exemple, 1“accident tragique
suite a [“ingestion de 1”huile de riz contaminée au PCB par des femmes japonaises enceintes a induit
une hypoactivité chez leurs enfants (Harada, 1976). Alors qu“une hyperactivité a été trouvée chez
les enfants issus des femmes taiwanaises exposées durant la gestation a 1“huile de riz contaminée au
PCB (Chen et al., 1994). Chez le rat, Boix et al., (2011) ont 1i¢ 1“dtération de 1“activité motrice a
I“altération de la modulation de la dopamine extracellulaire par les récepteurs métabotropiques du
glutamate dans le noyau accumbens. Une autre étude de 1 effet multigénérationnel des perturbateurs
endocriniens sur 1“activité locomotrice a été réalisée sur la vinclozoline et a montré que 1“exposition

prénatale (JG 8-14) de la génération F1 a la dose 100 mg/kg de la vinclozoline a provoqué une
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augmentation de 1“activité et de 1“impulsivité des rats males jeunes adultes de la génération
F3 (Skinner et al., 2008). Cet effet a ét¢ accompagné des modifications transgénérationnelles de

“expression génique au niveau du cerveau des rats males jeunes adultes (Skinner et al., 2008).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avions également tenté d“¢tudier 1“impact de
I“exposition précoce aux PCB sur la sociabilité ainsi que la préférence pour la nouveauté sociale
chez les deux générations F1 et F2 par le test de compartiment a trois chambres (Moy et al., 2009).
Méme si les effets du PCB ont été limités, nous avons relevé qu“il y a eu une altération du
comportement social aussi bien chez les souris jeunes adultes que d“4ge moyen de la génération F1.
A [“4ge moyen, cette altération a été constatée également chez la génération F2 transmissible via

leurs meres et/ou leurs peres.

Chez la génération F1, une altération du niveau de la sociabilité¢ a ét¢ démontrée chez les
souris males jeunes adultes exposées aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; ainsi chez les souris
femelles d*age moyen exposées a la dose 10 ng/kg de PCB. Chez la génération F1 des males d“age
moyen, exposés aux PCB-NDL; a la dose 1000 ng/kg, nous avons constaté une réduction de la
sociabilit¢ par rapport aux souris témoins. Chez la génération F2, une altération post-
générationnelle du niveau de la sociabilité¢ a ét¢ démontrée, manifestée par une augmentation du
niveau de ce comportement chez les souris femelles F2 et 1“absence d“effet chez leurs méres F1,
respectivement, exposés a la dose 1000 ng/kg de PCB-NDL;. Les souris males et femelles F2 issues
des parents exposés aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB, respectivement, ont ainsi montré une
altération significative du niveau de la sociabilit¢ malgré que 1“un de leurs parents n“ait montré
aucune modification du niveau de la sociabilité. Cela pourrait étre expliqué par le fait que les souris
F1 exposées aux PCB et non-présentant des altérations sociales seraient porteuses par leurs cellules

germinales ces altérations qui apparaissent plus tard chez la génération suivante.

Par ailleurs, une altération du niveau de la préférence pour la nouveauté sociale a été
observée chez les souris males jeunes adultes et d““age moyen de la génération F1 exposés a la dose
10 ng/kg de PCB ainsi chez les souris males et femelles F1 d*4ge moyen exposées a la dose 1000
ng/kg de PCB. Cependant, chez les générations F2, [“atération du niveau de la préférence pour la
nouveauté sociale, a été sexe dépendante puisquelle ne touchait que les souris males. Une
transmission multigénérationnelle de 1“altération du niveau de la préférence pour la nouveauté
sociale a été trouvée chez les souris males F2 issues de deux parents exposés a la dose 1000 ng/kg
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de PCB-NDL. Ainsi, une altération multigénérationnelle du niveau de la préférence pour la
nouveauté sociale a été trouvée chez les souris males F2 issues des meres exposées a la dose 1000
ng/kg de PCB-NDL. Cependant, une altération multigénérationnelle transmissible a été démontrée,
manifestée par une augmentation du niveau de la préférence pour la nouveauté sociale chez les
souris males F1 exposées aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB et une diminution du niveau de ce
comportement chez leurs descendants males F2. Les souris males F2 issues des meéres exposées aux
doses 10 ng/kg de PCB, ont exhibé une altération post-générationnelle de la préférence pour la
nouveauté sociale, qui s“est présentée par une diminution du niveau de ce comportement chez ces
males F2 et 1“absence d“effet chez leurs meres F1. Les souris males F2 d“4ge moyen issues des
parents exposés a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; ont montré une augmentation significative du
niveau de la préférence pour la nouveauté sociale malgré que 1“un de leurs parents F1 (les méres)
exposés a la dose 10 ng/kg de PCB n“ait montré aucune modification du niveau de ce

comportement.

Le comportement social est un composant fondamental et adaptatif de la biologie de
plusieurs espéces (Kaidanovich-Beilin et al., 2011). II est essentiel a la structure et a la stabilité des
relations dans la société ainsi il permet d“augmenter la chance de se reproduire et d“améliorer le
taux de survie (Provenzano et al., 2016). Dans un mode¢le animal, plusieurs tests ont été développés
pour évaluer le comportement social. Le test de compartiment a trois chambres est utilisé¢ avec
succes pour €valuer plusieurs composantes sociales, entre autres, la sociabilité, la préférence pour la
nouveauté sociale et la mémoire sociale (Labrie et al., 2008 ; Kaidanovich-Beilin et al., 2009 ; Moy
et al., 2004). Dans ce test, une faible sociabilité¢ et une réduction de la préférence pour une
nouveauté sociale sont interprétées souvent comme une conséquence d‘une importante anxiété
sociale et d“une activité exploratrice réduite (Moy et al., 2004; 2008; 2007; Pobbe et al., 2012;
Yang et al, 2011). Une perturbation du comportement social est souvent observée dans de
nombreuses maladies développementales. Si les autistes sont connus par le fait qu“ils sont peu
sociables (Moy et al., 2004; 2007; Pobbe et al., 2012); les personnes atteintes par le syndrome de
1“X fragile et le syndrome de Rett sont généralement empathiques et qualifiées qu-elles sont trop
sociables (Chao et al., 2010; Gantois et al., 2012; Schaevitz et al., 2010). Ainsi, toute modification
significative du comportement social par rapport a la normale est qualifiée comme étant une

perturbation.
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A la marge de cette présente étude, nous avons €étudié la sociabilité et la préférence pour la
nouveauté sociale chez les souris CD1 non exposées (témoins), comme ce type de comportement
n“est pas caractérisé pour cette souche. Une faible sociabilité a été trouvée chez les souris males
jeunes adultes témoins, manifestée par une préférence nette de la chambre vide par rapport a la
chambre sociale contenant le congénére étranger. En outre, les souris males et femelles jeunes
adultes ont montré une faible préférence pour la nouveauté sociale. Moy et al., (2007) et (2008) ont
réalisé des études sur 21 souches consanguines des souris adultes avec des profils génétiques
différents. Ils ont montré que la sociabilité ainsi la préférence pour la nouveauté sociale sont
dépendantes de la souche étudiée. Ces chercheurs ont trouvé que les souris consanguines
représentant une faible sociabilité sont caractérisées par un niveau ¢levé du comportement anxieux
ainsi une faible locomotion exploratoire (Moy et al., 2007 ; 2008). Nous avons déja signalé une
importante hétérogénéité chez les souris CD1 non consanguine males adultes au niveau du
comportement anxieux (Bouayed et al., 2009b ; Rammal et al., 2008 ; Rammal et al., 2010). La
forte agressivité chez les souris CD1 males (Lofgren et al., 2012) constitue une grande limitation
pour étudier leur sociabilité dans le test social a une seule chambre (Hsieh et a/., 2017). Cependant,
il est important de signaler qu“une seule récente étude a évalué la préférence sociale chez les souris
CD1 males juvéniles (JPN 25-30) en utilisant le test du compartiment a trois chambres. Il a été
constaté que le comportement social des souris CD1 est dépendant des conditions de la phase
d“habituation dans le test du compartiment a trois chambres. En effet, les souris n“ont pas montré
une préférence sociale quand elles ont été habituées uniquement dans la chambre centrale du
dispositif, alors qu“elles ont montré une préférence sociale quand elles ont été habituées a tout le
dispositif (c“est-a-dire les trois chambres du test) (Hsieh et al., 2017). Il a été¢ compliqué d“expliquer
ces résultats. Cependant, les auteurs ont conclu que les souris CD1 constitutent un bon mod¢le, du
fait a leur hétérogénéité (contrairement aux souches consanguines), et donc devraient étre utilisées
pour évaluer le comportement sociale en effectuant cette habitation spéciale a savoir dans les trois
chambres du dispositif (Hsieh et al., 2017). Ainsi, la faible sociabilité trouvée chez les souris
témoins CD1, dans cette présente étude, pourrait étre liée a notre protocole expérimental dans
lequel les souris ont été habituées uniquement dans la chambre centrale. Il faut souligner que les 2
protocoles (habituation dans la chambre centrale ou dans les 3 chambres) sont deux potocoles qui
sont utilisés par les chercheurs, et que c“est la premiere fois qu“il a ét¢ montré qu“une souche est

\

sensible a un type d“habituation. Par exemple, le comportement social des souris de la souche
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consanguine C57 dans le test du compartiment a trois chambres n“est pas dépendant de la condition
de I“habituation. Notre présente étude a montré que les souris males témoins moyennement agées
sont plus sociables que les souris femelles. Par contre, des études sont nécessaires pour évaluer le
comportement social chez les souris CD1 aux différents stades de vie. En comparent les souris
témoins jeunes adultes avec celles moyennement agées, nous n“avons pas trouvé une diminution du
comportement social 1i¢ au vieillissement des souris CD1, ce qui est en accord avec les données
limitées fournies sur les interactions sociales des rongeurs a 1“4ge moyen, qui révélent que les
interactions a cet age (9 mois) sont semblables a celles trouvées a 1"4ge adultes (3 mois). Par contre
les déficits sociaux liés au vieillissement n“ont été détectés que plus tard chez les rats agés (18 et 24

mois) (Perkins et al., 2016).

Peu sont les études qui ont évalué 1“effet des PCB sur le comportement social. Reilly et al.,
(2015) ont trouvé aussi des effets limités de 1“exposition prénatale a 1“Aroclor 1221 (0,5 mg/kg) sur
le comportement social des souris adultes F1. Bell et al. (2016) n“ont trouvé aucun effet significatif
sur le comportement social chez les rats males et femelles adolescents et adultes suite a 1“exposition
prénatale (JG 16, 18 et 20) a 1"Arclor (1 mg/kg). Par contre, 1“exposition a 1“Aroclor (1 mg/kg)
pendant la période juvénile (JPN 24, 26 et 28) a induit une diminution du niveau de la sociabilité,
d“une facon sexe et age dépendante puisquelle a affecté uniquement les rattes adolescentes mais
pas les adultes (Belle et al, 2016). En outre, 1“exposition prénatale ou juvénile a 1“Arclor (1
mg/kg) n“a pas affecté le comportement de la préférence pour la nouveauté sociale chez les rats
adolescents et adultes (Belle et al., 2016). Chez les enfants, des €tudes ont trouvé une corrélation
entre l'exposition prénatale aux PCB et 1“atération du comportement de jeu stéréotypé aussi bien
pour les gargons (une féminisation) que pour les filles (une masculinisation) (Vreugdenhil et al.,

2002; Winneke et al., 2014).

Comme aucune étude n“a évalué 1“effet neurotoxique multigénérationnel des PCB sur le
comportement social, nous avons tenté de prendre comme étude référence 1“effet des perturbateurs
endocriniens tels que le bisphénol A (BPA). L“exposition périnatale des rats au BPA a induit des
modifications transgénérationnelles de la sociabilité jusqu™a la génération F4. En effet, les rats
juvéniles de la génération F1 ont exhibé une diminution significative de 1“interaction sociale ; tandis
que les rats juvéniles des générations F2 et F4 ont établi plus d“interaction sociale. Avec cette

sociabilité, une réduction transgénérationnelle de 1“expression génique des récepteurs des
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cestrogeénes, de 1“ocytocine et de la vasopressine au niveau du cerveau a ¢été observée

(Wolstenholme et al., 2012).

Dans une autre étude, Franklin et al., (2011) ont montré que 1“exposition précoce au stress
altére le comportement social a travers des générations. En effet, une séparation imprévisible de la
mere associée a un stress maternel pendant la période néonatale et postnatale (JPN 1-14)
provoquent une anxiété sociale et une altération de la mémoire sociale chez les souris males adultes
des générations F2 et F3. L“effet a été donc transgénérationnel d“origine paternel. En plus, ces
souris ont présenté aussi une altération de la liaison du récepteur de la sérotonine (SHT;4) et du taux

de sérotonine dans le cerveau.

Dans nos études, les résultats sexe dépendants pouraient étre dus a des mécanismes de
transmission spécifiques et différentielles entre les males et les femelles ou a la différence des
fonctions cérébrales organisées, pendant la période développementale précoce, par les actions
différentielles des hormones stéroides. L“exposition aux PCB pendant la période critique du
développement cérébral perturbe la fonction organisatrice irréversible des hormones stéroides
impliquées dans plusieurs fonctions telles que les fonctions neuroendocrinienes et
comportementales, le dimorphisme sexuel dans certaines régions du cerveau, la formation
synaptique et la connexion neuronale. Cependant, 1“exposition aux perturbateurs endocriniens a
“age adulte perturbe 1“action activatrice réversible de ces hormones (Andersen, 2003; Gioiosa et
al., 2013; Palanza et al., 2016), ce qui entraine plusieurs altérations physiologiques, mécanistiques
et comportementales y compris le dimorphisme sexuel ou I'élimination des différences entre les 2
sexes au cours de leurs stratégies comportementales d“adaptation au stress engendré par

“exposition.

Plusieurs facteurs pourraient expliquer la divergence entre les résultats des différentes
¢tudes, en particulier par rapport aux données sur les PCB au cours de la génération F1. Par
exemple, (i) la durée d“exposition aux PCB (aigue, subaigiie ou chronique). (ii) La période
d“exposition aux PCB (prénatale, postnatale, périnatale, lactationnelle, gestationnelle, néonatale)
pendant laquelle le systéme nerveux central présente des sensibilités particulieres et différentes. (iii)
La forme de PCB utilisé soit en congénere individuel, en mélange pur ou en mélange industriel. (iv)
La toxicité et les mécanismes de toxicité des PCB, par exemple les moins chlorés (les PCB 52 et
101) ont une toxicité plus faible de celle des plus chlorés (PCB 153 et 180) ou encore les
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congéneres de PCB en mélange agissent d“une manicre spécifique (synergie, addition ou
antagonisme) qui varie en fonction de la composition du mélange. (v) La dose de PCB administrée
(dose faible, environnementale ou forte) sachant que les effets aux faibles doses ne sont pas
systématiquement moins séveres que les effets de fortes doses. (vi) La voie d“administration des
PCB (acces libre, gavage, injection intra-péritonéale) pourrait jouer un réle dans les différences

observées. (vii) La tranche d“age dans laquelle 1“évaluation a été réalisée.

Dans le cadre de notre travail, nous avons étudié [“effet neurotoxique multigénérationnel de
la dose 10 ng/kg de PCB-NDL;, une dose correspondante a la dose journaliére tolérable (DJT) (10
ng/kg) chez 1"Homme (AFSSA, 2007), et la dose 1000 ng/kg, qui correspond a 1“exposition
lactationnelle des nourissons dans 18 pays européens (EFSA, 2005b). Pour les 6 PCB-NDL, la DJT
a ¢été retenue en se basant sur celle des PCB totaux de 20 ng/kg, puisque les 6 PCB-NDL
représentent environ 50 % de tous les PCB dans la matrice alimentaire (AFSSA, 2007). Ainsi, la
DJT des PCB-NDL; est tout simplement une estimation qui n‘est pas basée sur une étude
toxicologique comme celle des PCB totaux. En revanche, nous avons bien montré, dans notre
présente étude, que 1“exposition précoce a la dose 10 ng/kg de PCB-NDL; a induit des effets
neurodéveloppementaux et comportementaux multigénérationnels toxiques tels que 1*altération
transitoire de la coordination locomotrice a 1"age précoce, et également [“altération de 1“anxiété, de
I“humeur et du comportement social aux ages adulte et moyen a travers des générations. Par
ailleurs, nous avions déja montré dans une étude antérieure que des doses plus faibles que 10 ng/kg,
telles que 1 ng/kg, a induit aussi un comportement anxieux persistant chez les souris exposées

durant 1“allaitement aux PCB-NDL,; (Elnar et al., 2012).

L“adaptation feetale a 1“environnement maternel et intra-utérin affine la structure et la
fonction d“un organe mais pourrait conduire a des altérations physiologiques tardives et
permanentes a 1“4ge adulte et méme avancé (Swanson et al., 2009). Donc, la prédisposition aux
maladies a 1“4ge adulte pourrait étre « programmée » dans 1“utérus, ce qui rentre dans le concept de
I“origine embryo-feetale des maladies des adolescents, des adultes et méme des personnes agées.
Des études épidémiologiques ont montré un lien entre le stress maternel et 1“augmentation de risque
de développer une schizophrénie tardive chez la progéniture (Huttunen and Niskanen, 1978;
Khashan et al., 2008; Khashan et al., 2011; Kinney et al., 1999; Myhrman et al., 1996; Selten et al.,

1999; van Os and Selten, 1998). Les mécanismes moléculaires de la programmation feetale restent
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peu connus mais il semble que les mécanismes inflammatoires jouent un role important dans la

programmation via des modifications épigénétiques (Bolton et al., 2012; Spencer, 2013).

Au cours des deux derniéres décennies, les études épigénétiques sont devenues un domaine
prometteur pour révéler le mysteére de la programmation feetale et surtout de 1“impact des facteurs
de I“environnement sur notre matériel héréditaire que nous pensions stable et constant. Beaucoup de
modifications épigénétiques surviennent pendant le développement et restent stables toute la vie,
ainsi il a été démontré que les influences environnementales, pendant la vie postnatale précoce,
pourraient provoquer des méthylations de I'ADN dans les régions du promoteur des génes codants
aussi bien pour la synthese des glucocorticoides et ses récepteurs au niveau du cerveau (McGowan
et al., 2009; Weaver et al., 2004). Ainsi, 1“exposition au stress maternel pendant la gestation
pourrait influencer la densité des récepteurs des glucocorticoides dans certaines régions du cerveau
particulierement 1“hippocampe et ensuite induire une altération permanente de la sensibilité¢ au
stress dans le cerveau de foetus (McGowan et al, 2009; Weaver et al., 2004) a travers des
mécanismes €pigénétiques (Babenko et al., 2012a; Weaver et al, 2004). Par conséquent, ces
modifications épigénétiques touchant [“axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien rendent les
individus ultra-sensibles aux différents éléments stressant puisqu®ils synthétiseraient la
corticostérone (cortisol chez I“Homme) d“une fagon plus élevée, et aussi le cerveau exprimerait plus
de récepteurs pour cette hormone de stress en lien entre autres avec 1“anxiété, le comportement

social et le comportement de résignation.

Les perturbateurs endocriniens, de plus en plus étudiés, s“averent également jouer un réle
important dans 1“impact de toxicité sur le développement cérébral et [“&iologie des maladies. D*un
autre cOté, plusieurs études ont montré 1“intervention des perturbateurs endocriniens dans la
programmation transgénérationnelle et leur capacité critique a modifier la régulation épigénétique
(Anway et al., 2005 ; Guerrero-Bosagna et al., 2010 ; Stouder et Paoloni-Giacobino, 2010 ; Skinner
et al., 2013 ; Wolstenholme et al., 2012). Ainsi, nous émettons I'hypotheése que 1“exposition aux
perturbateurs endocriniens pendant la période critique de développement peut affecter la santé
mentale de la progéniture tout au long de la vie ainsi pour les générations suivantes a partir des

changements héréditaires épigénétiques.

Plusieurs perturbateurs endocriniens, tels que la vinclozoline et le BPA, ont été évalués dans
une étude transgénérationnelle et ils ont montré leur implication dans la transmission des troubles
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neuropsychiques complexes a travers des générations y compris |“anxiété, la dépression,
I“évitement social et les troubles cognitifs (Anway et al., 2005 ; Guerrero-Bosagna et al., 2010 ;

Stouder et Paoloni-Giacobino, 2010 ; Skinner et al., 2013 ; Wolstenholme et al., 2012).

Une seule ¢tude a été réalisée pour évaluer la toxicité multigénérationnelle des PCB sur les
fonctions reproductrices. Steinberg et al., ( 2008) qui a démontré que 1“exposition précoce (JG 16-
18) a la dose 1 mg/kg de I“Aroclor (A1221) altére la physiologie reproductive des rats femelles de
deux générations F1 et F2. Chez les femelles F1, une augmentation de la concentration sérique de
1“homone lutéinisante (LH) a été trouvée. Cependant, chez la génération F2, en plus de la LH, une
altération de la progestérone et une diminution de poids de 1“uterus et de [“ovaire ont été révélées
(Steinberg et al, 2008). Trois hypotheses pourraient expliquer les effets reprotoxiques
multigénérationnels de 1“A1221 trouvés chez les rats femelles F1 et F2 : (i) 1“exposition a 1“A1221
induirait des effets génotoxiques au niveau des cellules germinales femelles de la génération F1. (ii)
1“A1221 induirait des méthylations épigénétiques des promoteurs des genes au niveau des cellules
germinales femelles de feetus F1, qui se transmettent a la génération F2, (ii1) 1“exposition périnatale
a 1"A1221 altérerait les niveaux des hormones dans le sang durant la gestation des meéres F1, ce qui

expose les souris foetus F2 a un environnement hormonal inadéquat.
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Le travail de la présente thése constitue une premicre approche originale d“une étude
épigénétique comportementale et développementale. L“objectif étant d“évaluer les effets
neurotoxiques multigénérationnels, liés a 1“exposition précoce et répétée des meres FO gestantes et
allaitantes a un mélange de PCB-NDL indicateur, a deux faibles doses environnementales similaires
a celles trouvées naturellement dans les matrices alimentaires de type poissons contaminés, sur le
neuro-développement des générations suivantes F1 et F2 n“ayant pas été directement exposées. La
deuxieéme originalité de ce travail porte sur le choix des doses puisque nous avions opté pour
¢évaluer la neurotoxicité de la dose 10 ng/kg correspondant a la DJT fixée chez 1“Homme (AFSSA,
2007), mais dans des conditions d“une exposition précoce et chronique, surtout qu“auparavant
aucunes études expérimentales ni épidémiologiques n“ont été conduites dans ces mémes conditions.
La troisiéme originalité de cette étude est d“évaluer 1“origine parentale de la transmission des effets
neurotoxiques de la génération F1 a la génération F2 en établissant différents modalités
d“accouplement des souris F1 dont seuls leurs meres FO ont été exposés aux PCB pendant la

gestation et 1“allaitement.

Nous avions évalué les effets neurotoxiques sur des souris F1, induits par 1“exposition de
souris meres FO, pendant la période gestationelle et lactationnelle, aux PCB-NDL,, en particulier sur
le développement moteur, le comportement individuel et social, “anxiété, 1“humeur dés la naissance
et jusqu“a 1"4ge moyen des souris de deux générations F1 et F2. Nous avions prévu au début de
cette ¢tude d“explorer également les marqueurs moléculaires épigénétiques pour les corréler aux
effets sur le comportement, la cognition et le développement mais le cotit et la durée plus longue de
ces ¢tudes nous ont contraint a opter plus pour |“approche comportementale des impacts
épigénétiques, néanmoins quelques marqueurs biochimiques ont été dosés dans le sérum des souris

F1 a I“age moyen.

Il apparait au travers cette premicre étude préliminaire et originale que 1“exposition
périnatale des souris F1 aux PCB-NDL;, au travers leurs meres F0, a induit une altération transitoire
multigénérationnelle, d“origine parentale et surtout maternelle, se traduisant expérimentalement par
un impact sur le réflexe de retournement chez les souriceaux des deux générations F1 et F2. A 1"4age
juvénile, une altération transitoire multigénérationnelle, d“origine maternelle, de la coordination
locomotrice a été également relevée chez les souris F1 et F2. Cette étude a également mis en

évidence une altération multigénérationnelle, d“origine parentale, du comportement de résignation,
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sexe-dépendante, et affectant particulierement les males de deux générations. Ces derniers effets
sont qualifiés de « dépressif-like » chez males adultes F1 et « anti-dépressif-like » chez les males
adultes F2. Ainsi, une altération du niveau de 1“anxiété, sexe-dépendante a été, également mise en
évidence chez les souris F1 males, a la périadolescentes et a 1“4ge moyen et exposées durant la
période périnatale, via leurs méres, aux PCB-NDL;. Le niveau élevé de 1“anxiété évaluée a 1“age
moyen des souris males de F1 a été constaté chez les souris males F2 (d“age moyen), cela indique

un transfert de cette anxiété, uniquement via les péeres F1.

Les souris males et femelles F1 exposées aux PCB-NDL; durant la période périnatale, via
leurs meres, ont montré une altération du comportement social et qui a été retrouvée chez les souris
de la génération F2 via 1un ou les deux parents F1. Aucun impact n“a été relevé, dans nos

conditions expérimentales, sur 1“activité générale et le comportement agressif des animaux F1 et F2.

Ces travaux ont aussi permis d“observer un fait trés particulier et rarement rapporté et qui
s“est traduit par la manifestation de plusieurs altérations sur le comportement, la coordination
locomotrice et les interaction sociales relevées généralement chez la génération F2 malgré 1“absence

d“effets chez leurs parents F1 exposés aux PCB-NDL,; via les meéres FO.

Le dosage des marqueurs biochimiques dans le serum des souris F1 d'dge moyen a révélé
une augmentation du niveau de corticostérone chez les males et les femelles exposées aux doses 10
et 1000 ng/kg de PCB-NDL,. Cela suppose une augmentation du niveau du stress psychologique et
probablement physiologique tel que le stress oxydatif, suite a 1“exposition aux PCB-NDL,;.
L“exposition aux doses 10 et 1000 ng/kg de PCB-NDL; a aussi augmenté 1 activité de
I“acétylcholinestérase chez les souris males et femelles, alors qu“une diminution du niveau de
sérotonine a été révélée chez les femelles et uniquement les males exposés a la dose 10 ng/kg. En
outre, une augmentation du niveau de myéloperoxidase a été trouvé uniquement chez les souris

femelles exposées a la dose 1000 ng/kg de PCB.

Nous pouvons conclure que 1“exposition précoce aux faibles doses de PCB-NDL; pourrait
perturber le systéme endocrinien de la progéniture F1. Le dosage des marqueurs biochimiques
réalisés chez la génération F1 devraient étre complétés en effectuant les mémes dosages chez la

génération F2 afin de vérifier si [“altération hormonale serait aussi multigénérationnelle.
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En conclusion, nous pourrions confirmer que 1“exposition précoce aux PCB-NDL,, a la dose
10 ng/kg, dose correspondante a la DJT fixée chez 1"Homme par AFSSA (2007) a induit des effets

neurotoxiques a court et a long terme, ces effets qui se sont révélés également au niveau

multigénérationnel puisqu“ils ont affecté les générations F1 et F2 issus des meres FO exposées.

Ces différents constats trés importants nous permettent a conclure que I“exposition
gestationnelle et lactationnelle des souris FO aux faibles doses de PCB-NDL; provoquerait des
altérations neuro-développementales, comportementales et sociales multigénérationnelles a court et
a long terme chez les souris de deux générations F1 et F2. Certaines de ces altérations
n“apparaissant pas a la deuxieme génération (F1), elles ne se manifestent qu™a la troisiéme
génération (F2), ce qui nous ameéne a supposer un impact épigénétique s“exprimant seulement a la
deuxieéme génération. Cette hypothése demande a étre confirmée et constitue une importante piste
pour I“impact des expositions environnementale et alimentaire précoce et leur impact épigénétique
sur les générations suivantes. Des études sur la génération suivante F3 couplée a des études
épigénétiques moléculaires pourraient contribuer a apporter un éclairage supplémentaire sur
I“impact épigénétique transgénérationnelle des expositions précoces, chronique et aux tres faibles

doses de contaminants alimentaires et environnementaux.

D“un point de vue pratique et concret, la consommation réguliere de matrices de types
poissons contaminés, entre autres par les PCB-NDL; par des femmes gestantes et allaitantes
constitue une voie principale de transfert de PCB a leur progéniture engendrant de nombreuses
altérations neurologiques et psychologiques précoces et tardives aussi bien transitoires que

persistants et transmissibles a travers des générations.

L*originalit¢ de ce travail de recherche réside essentiellement dans une approche
développementale, cognitive et comportementale, pour [“évaluation des effets neurotoxiques et
surtout multigénérationnelles (ou épigénétique) des PCB-NDL; et également la possibilité de

discrimination de 1 ornigine parentale de ces effets.
D“autres points originaux ont composé ce travail tels que :

- La précocité et la chronicité de 1“exposition et les études des impacts tardifs
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- Le choix des niveaux d“exposition environnementales qui miment étroitement 1“exposition

humaine aux PCB-NDL,; dans les matrices alimentaires de type poissons contamingés.

- Le choix de la dose journaliére tolérable (10 ng/kg) chez I"Homme fixée par AFSSA en
2007.

- La mise en évidence de la sensibilité et la vulnérabilité particuliere du systéme nerveux

central a I“action des PCB-NDL; pendant la période périnatale (gestation et allaitement).

Comme nous |“avons indiqué dans le paragraphe d‘avant, les résultats de cette étude
soulévent plusieurs interrogations et ouvrent de nouvelles perspectives de travail, telles que la
pertinence de rechercher les mécanismes d“action moléculaire potentiels par lesquels les PCB-NDL
pourraient exercer leur neurotoxicité a travers les générations et en absence des expositions des
générations suivantes (multigénérationnelle), tels que 1*identification du profil de méthylation des
séquences ADN, impliquées dans les altérations neuro-comportementales observées chez les souris
F1 et F2, au niveau de leurs cellules germinales males et femelles, ainsi, la détermination des
modifications épigénétiques des histones associées a des séquences d“ADN impliquées dans les
altérations neuro-développementales et comportementales, trouvées chez les souris de deux

générations F1 et F2, au niveau des leurs cellules germinales méles et femelles.

Le nombre de questions et d“hypothéses issues de cette these témoignent de 1“intrét que
suscite la question de 1“impact épigénétique des expositions précoces et chroniques aux faibles

doses qui n“est qu“ases débuts.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In social species, social interactions between conspecifics constitute a fundamental component to establish re-
Acetylcholinesterase lations, provide best chances to reproduce, and even improve survival rates. In this study, a three-chambered
Corticosterone social approach test was used to estimate the level of sociability and level of preference for social novelty in both
Polychlarinated bighenyle (PCRE) male and female young adult (postnatal day (PND) 50) and middle-aged (PND 330) offspring mice (n = 10 per
:E?bjblza“m group) that were perinatally exposed to a mixture of six polychlorinated biphenyls (PCBs), 28, 52, 101, 138, 153,

and 180, at environmentally low doses (10 and 1000 ng/kg b.w. for dams during gestation and lactation), a
profile that closely mimics human exposure to contaminated fish. Our results showed that PCBs bidirectionally
modulated social preferences in offspring mice, and the effects were sex and age dependent. However, increased
levels of social interactions were rather frequently detected in both assays of the three-chambered test. Reduced
social interaction was only induced in 1000 ng/kg PCB-exposed middle-aged males, which exhibited similar
preferences to social and non-social stimuli when compared to middle-aged controls. Furthermore, results
showed that plasma levels of both corticosterone and acetylcholinesterase activity were higher in all PCB-ex-
posed middle-aged males and females than in their control counterparts. In summary, although the effects of
PCBs were only of moderate magnitude, our results suggest that a PCB mixture can act as an endocrine disruptor

Social novelty

in offspring mice, disturbing the formation of normal social habits.

1. Introduction

Several lines of evidence indicate that early-life exposure to poly-
chlorinated biphenyls (PCBs) alters behavior and cognitive function in
later life (Boix et al., 2011; Cauli et al.,, 2012; Schantz et al., 1991;
Soualeh et al., 2017; Tian etal., 2011). In addition, both behavioral and
cognitive toxicity of PCBs has been shown on the offspring, in both
human studies (Chen et al., 1994; Harada, 1976; Jacobson et al., 1985;
Sagiv et al., 2012, 2010) and animal models (Eriksson and Fredriksson,
1996; Kuriyama and Chahoud, 2004; Schantz et al., 1991; Tian et al.,
2011). Interestingly, effects on offspring through maternal exposure to
PCBs can be both permanent (Dridi et al., 2017; Elnar et al., 2012) and
transient (Cauli et al., 2012; Sugawara et al., 2006). Moreover, PCBs
may act as endocrine disrupting chemicals, often having sexually di-
morphic effects (Cauli et al., 2012; Dridi et al.,, 2017; Kavlock et al.,
1996; Lesmana et al., 2014; Li et al.,, 2008; Soualeh et al., 2017).

However, less work has been focused on studying the effects of
perinatal exposure to PCBs on social behavior. Investigations on hu-
mans have reported that prenatal exposure to PCBs modified gender-
typical playing behavior expressed in school-age children recruited in

both the Dutch and Duisburg cohorts (Vreugdenhil et al., 2002;
Winneke et al,, 2014). In rodent models, it has been stressed that early-
life exposure to PCBs reduced sodo-sexual interactions in rats including
reduced lordosis behavior in females (Wang et al., 2002) and increased
latency of sexual behavior in males (Colciago et al., 2009). Perinatal
exposure to PCB 77 resulted in impaired partner preference in adult
female rats {Cummings et al., 2008). Interestingly, alterations in these
social behaviors could be related, at least to a lesser extent, to im-
pairments in social memory and appetitive social investigation (Lee
et al., 2008; Wang et al., 1999). In this regard, it has been shown that
perinatal exposure to PCBs altered social behaviors in rats, including
juvenile social recognition and adult social investigation (Jolous-
Jamshidi et al., 2010). PCBs could further affect social interactions
through their ability to cause sensory deficits in auditory, visual, and
olfactory functions (Apfelbach et al., 1998; Bell, 2014), which are im-
portant in receiving and encoding social signals. In addition, social
interactions could be affected by increased anxiety, which in tum leads
to social avoidance, as demonstrated in rats prenatally exposed to PCB
126 displaying both anxiogenic behavior in an open field test and re-
duced interactive behavior in the sodal interaction test (Orito et al.,
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4.1. Social behavior of unexposed CD1 mice

Social behavior, including reciprocal interactions, provides con-
specifics with greater chances to reproduce and improve their survival
rates (Kaidanovich-Beilin et al., 2011; Provenzano et al, 2016). The
time spent in the chambers, sniffing time, and number of sniffings are
valid markers to quantify the level of sodal preferences in both the
assays of the three-chamber test (Moy et al., 2004; Pearson et al., 2010;
Pobbe et al., 2012; Wang et al.,, 2016). The mouse is accepted as a
highly social species, and thus, it is novelty-seeking (Moy et al., 2004,
2007; Provenzano et al., 2016). However, in this study, the low socia-
bility detected in unexposed male young adult offspring reflected by
significant preference for spending time on the side containing an
empty wire cage, which has no social valence, compared to the side
containing an unfamiliar (stranger) conspecific mouse may account for
increased social anxdety (Fig. 1A). Furthermore, unexposed male and
female young adults showed low levels of preference for social novelty
(Fig. 2). In young male mice, Moy et al. (2007) and (2008), in-
vestigating 21 mouse inbred strains of divergent genetic backgrounds,
demonstrated that the levels of both sociability and preference for so-
cial novelty in the three-chambered social test were mouse strain-de-
pendent responses. Interestingly, inbred mouse strains exhibiting low
social approach were also characterized by high levels of anxiety be-
havior and low exploratory locomotion (Moy et al., 2007, 2008). We
have previously reported an important heterogeneity regarding the
anxiety of adult outbred CD1 male mice (Bouayed et al, 2009b;
Rammal et al., 2010; Rammal et al., 2008). The increased aggressive-
ness in CD1 males (Lofgren et al., 2012) has been considered as a strong
limitation for studying the sociability in the one-chamber social test
(Hsieh et al, 2017). However, it is interesting to point out that, to our
knowledge, there is only one recent study that has investigated social
preferences in juvenile CD1 male mice (4-5 weeks of age) by means of
the well-accepted three-chambered social test (Hsieh et al.,, 2017). In-
terestingly, it has been found that the social behavior of CD1 mice is
dependent on the acclimation conditions in the three-chambered test.
CD1 mice did not show social preference when the habituation was only
in the middle chamber, while they displayed social preference when the
habituation was in all the three chambers (Hsieh et al., 2017). Although
it was complicated to interpret the lack of social preference while using
only the habituation condition in the middle chamber, the authors
concluded that outbred CD1 mice are suitable for social testing in the
three-chambered test when employing the habituation condition that
involves all three chambers (Hsieh et al., 2017). Although it is easier to
achieve statistical significance with C57 (an inbred strain) than with
CD1 mice, it is debated that CD1 mice display larger variability, which
is more representative of the human population (outbred mice reflect
genetic diversity better in human population than in inbred mice
strains). Therefore, it has been suggested that outbred CD1 mice be
preferentially used for social testing whenever possible, using the spe-
cific acclimation condition in the three-chambered test (Hsieh et al.,
2017). Thus, the low social approach displayed by Swiss albino CD1
mice in this study could be related to our experimental protocol, using
the habituation only in the middle chamber. However, more studies are
needed to characterize the social behavior of both male and female CD1
mice at different stages of life. In middle-aged mice, our results showed
that unexposed males exhibited a higher level of sociability than their
female counterparts (Fig. 1A). Comparing unexposed young adult and
middle-aged offspring, our results excluded any aging-related loss of
social behavior in mice CD1 strain (Figs. 1A, 2A). Our findings are
consistent with the limited data available on rodent social behavior in
middle age, revealing that social interactions in middle-aged rats
(9 months old) were found similar to the ones obtained in adult rats
(3 months old); however, aging-related social deficits were detected
later in old-aged rats (18 and 24 months old), with greater changes in
females (Perkins et al., 2016).

Hormones and Behavior 96 (2017) 137-146

4.2, Effects of PCBs on social behavior of CD1 mice

Our previous studies have demonstrated that exposure of CD1 mice
to dietary contaminants, including PCBs, may often result in sexually
dimorphic effects (Dridi et al., 2017; Soualeh et al., 2017). In this study,
our results showed that PCB-exposed male and female offspring, at
10 ng/kg and 1000 ng/kg and at young adult and middle ages in both
the assays of the three-chambered test, displayed social interaction
pattermns different from those exhibited by unexposed offspring (con-
trols). While male young adult offspring perinatally exposed to PCBs at
10 and 1000 ng/kg displayed a low level of sociability, their control
counterparts displayed the lowest level of sociability (Fig. 1A). More-
over, 10 ng/kg PCB-exposed middle-aged females exhibited a higher
level of sociability by preferring the stranger mouse over the empty
wire cage compared to their control counterparts (Fig. 1 A). In the social
novelty assay, perinatal exposure to 10 ng/kg PCBs resulted in an en-
hanced social behavioral approach in young adult and middle-aged
males relative to controls as they displayed preferences for the novel
stranger mouse over the familiar conspecific mouse (Fig. 1A and C).
Perinatal exposure to PCBs at 1000 ng/kg induced a reduced social
interaction in middle-aged males, which exhibited similar preferences
to the social and non-social stimuli compared to middle-aged controls,
which displayed a high level of sociability (Fig. 1A). In the sodal no-
velty assay, compared to controls, perinatal exposure to PCBs at the
dose 1000 ng/kg induced enhanced social interaction patterns in young
adult males and females, both of which exhibited a strong novelty
preference by choosing interactions with the novel stranger mouse over
the familiar mouse (Fig. 2A, C and D). Owverall, our results suggest that
perinatal exposure to PCB-NDLs (10 and 1000 ng/kg) bidirectionally
modulated social preferences in offspring mice in the three-chambered
test. However, increased levels of social approach were rather fre-
quently detected in the three-chambered test. Interestingly, it has been
found that gestational exposure to PCBs (Aroclor 1221, 0.5 mg/kg)
resulted in relatively limited effects on adult social behavior, with
higher sensitivity being detected for male offspring (Reilly et al., 2015).

4.3. Effects of PCBs on markers in plasma of middle-aged mice

In this study, we have found elevated corticosterone levels in PCB-
exposed middle-aged male and female offspring (Fig. 3A). This stress-
adaptive corticosterone production was already associated with altered
social behavior in previous studies (Reilly et al., 2015; Veenit et al.,
2013). However, it appears that the relationship between corticos-
terone, the major stress hormone, and social behavior is rather bidir-
ectional, as previously highlighted by the decreased levels of social
exploration and increased aggression in corticosterone-injected male
rats (Veenit et al., 2013) and enhanced levels of corticosterone in mice
submitted to chronic sodal stress in an enriched environment (Mesa-
Gresa et al., 2016). Moreover, our results have demonstrated high levels
of acetylcholinesterase activity in the plasma of both PCB-exposed
middle-aged males and females (Fig. 3C). Several reports have linked
the activity of blood and brain acetylcholinesterase in rodents (Habila
et al, 2012a, 2012b), and the impairment of the activity of this enzyme
has been linked to neuropsychological dysfunction such as delirium
(Flacker and Lipsitz, 1999; Mussi et al., 1999). However, to the best of
our knowledge, this is the first reported data relating impaired social
behavior to enhanced acetylcholinesterase activity. In PCB-exposed
middle-aged females, a further decrease in the plasma level of serotonin
was found (Fig. 3D). Serotonin is a key neurotransmitter that is in-
volved in many integrative functions of the nervous system including
mood, anxiety, stress, and social behavior such aggression and sexual
behavior (Olivier, 2015). Although in this study, serotonin evaluation
was carried out in blood, it has been suggested that the serotonin level
in blood is a reliable indicator of that in brain (Collins et al., 2013).
Thus, serotonin might play a role in the observed effects in PCB-exposed
females and 10 ng/kg PCB-exposed males, at least in the middle-age, at
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Résumé

Dans ce travail de thése, nous avons évalué les effets neurotoxiques multigénérationnels de
I“exposition des meres FO gestantes et allaitantes aux polychlorobiphényles non-dioxin-
like indicateurs (PCB-NDL;), a un profil mimant l'exposition humaine a partir de poissons
contaminés, sur le développement et le comportement, y compris les réponses émotionnelles et les
interactions sociales, des deux générations F1 et F2 des souris males et femelles, a différentes
phases de leur ontogenese. Deux faibles doses des PCB-NDL,; : (i) la DJT, qui est de 10 ng/kg/j, et
(i1) une dose environnementale de 1000 ng/kg/j, ont été¢ administrés par accés libre aux souris meres
FO. En fonction de la modalité¢ d“exposition des parents F1 aux PCB, 4 groupes de génération F2
ont été obtenus, en croisant (i) des peres F1 exposés a des meres F1 non exposées, (ii) des méres F1
exposées a des peres F1 non exposés, (iii) des deux parents F1 exposés ou (iv) des deux parents F1
non exposés (témoins), aux PCB en période périnatale. Nos résultats ont montré que les males
adultes de la génération F1 ont manifesté un comportement dépressif-like ; alors que les males F2,
issus uniquement des peres F1 exposés aux PCB, ont exhibé un comportement anti-dépressif-like,
ce que suggere que 1“exposition périnatale des souris F1 aux PCB-NDL; a induit une altération
multigénérationnelle d“origine parentale du comportement de la résignation, et ce d“une facon sexe
dépendante. De méme, une altération sexe-dépendante de [“anxiété, a été détectée chez la
génération F1 exposées durant la période périnatale aux PCB-NDL; comme uniquement les souris
males d“4ge moyen F1 ont développé un phénotype anxieux qui a été transmis aux souris males
d“age moyen F2, via leurs péres F1. En outre, une altération multigénérationnelle du comportement
social a été détectée chez les souris males et femelles F1 et F2. D*une fagon remarquable, chez la
génération F2, des altérations comportementales dépendantes a la fois du sexe et de la dose, ont été
trouvées, malgré 1“absence d“effets chez leurs parents F1, effets qui dépendaient également de
“origine parentale, tels que la diminution significative du niveau de la préférence pour la nouveauté
sociale chez les souris males F2, issues uniquement des meéres F1 périnatallement exposées a la
dose 10 ng/kg de PCB. Le dosage des biomarqueurs chez les souris d“dge moyen de la génération
F1 a révélé une altération de nombreux parameétres biochimiques, y compris une augmentation du

niveau de corticostérone et de 1“activité de 1“acétylcholinestérase.

Mots clés : PCB-NDL;, effets multigénérationnels, exposition périnatale, anxiété, humeur,
comportement social, DJT, biomarqueurs, effet sexe, effet age.



Abstract

In this study, we evaluated the multigenerational neurotoxic effects of gestational and
lactational exposure of FO female mice to a representative mixture of the six indicator non-dioxin-
like-polychlorinated biphenyls (NDL-PCBs) at environmentally low doses, a profile that closely
mimics human exposure to contaminated fish. The tolerable day intake (TDI) of 10 ng/kg/day and a
higher environmental dose of 1000 ng/kg/day were administered by free access to FO mothers
during pregnancy and lactation. Afterwards, the development and behavior, including emotional
responses and social interactions, of the two F1 and F2 generations of Swiss male and female mice
at different phases of their ontogenesis, were assessed. Depending on the mode of exposure of F1
parents to PCBs, four F2 generation groups were obtained by crossing (i) F1 fathers perinatally
exposed with unexposed F1 mothers, (ii)) F1 mothers perinatally exposed with unexposed F1
fathers, (iii) both F1 parents perinatally exposed, or (iv) both F1 parents perinatally unexposed
(controls), to PCBs. Our results showed that F1 adult males showed depressive-like behavior
whereas F2 adult males, coming from F1 mothers, perinatally exposed to PCBs, exhibited anti-
depressive-like behavior. This result suggested an induction of a multigenerational alteration that
was of parental origin, on the resignation behavior in a sex-dependent manner. Similarly, sex-
selective anxious behavior was detected in F1 middle-aged males perinatally exposed to PCBs,
which was transmissible to F2 middle-aged males, via their F1 fathers. Furthermore, a
multigenerational alteration of social behavior was found in F1 and F2 male and female mice.
Remarkably, some behavioral alterations in F2 generation were found, despite of the absence of
effects in their F1 parents, such as a significant decrease in the level of preference for social novelty
in F2 male mice, coming from F1 mothers perinataly exposed to 10 ng/kg of NDL-PCBs. The
biomarker assays in F1 middle-aged mice revealed an alteration in many biochemical markers,
including increased corticosterone levels and acetylcholinesterase activity in male as well as

females.

Keywords: NDL-PCBs, multigenerational effects, perinatal exposure, anxiety-like behavior, mood,

social behavior, TDI, biomarkers, sex effects, age effects.
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