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@ Objectifs

Il est difficile d'authentifier I'origine endocrinienne des
perturbations affectant les performances reproductrices via
la seule analyse de critéres fonctionnels. Or, le mode
d'action des hormones repose sur la modulation de réseaux
de génes dans les cellules cibles. Par conséquent, I'analyse
de I'expression des genes de ces cellules apparait comme
une approche a priori intéressante pour caractériser des
biomarqueurs spécifiques de perturbations endocriniennes.
La toxicogénomique vise a caractériser, [1] des génes ou
des groupes de genes dont le niveau de transcription rend
compte d'une exposition a un toxique, [2] comment Ila
modulation de la transcription du génome découlant de
I'exposition a des polluants chimiques peut déboucher sur
des effets toxicologiques fonctionnels.

En 2001, lors de la conception de ce projet, la démarche
de type "géne candidat" (quelques génes marqueurs
choisis a priori) représentait I'approche classiqguement
mise en ceuvre dans les travaux relatifs a I'étude des bases
moléculaires de |'effet des perturbateurs endocriniens (par
exemple, activation des génes de la vitellogénine et du
récepteur aux cestrogénes par des xénoestrogénes chez
différentes espéces de poissons). Mais une approche
complémentaire était en développement : I'identification
de tous les transcrits (ARNm) d'un type cellulaire ou d'un
tissu donné afin de définir le répertoire des génes
exprimés (transcriptome). C'est cette approche sans a
priori, & haut débit, basée sur l'utilisation de "puces a
ADN" (micro-réseaux d'ADN complémentaires des ARNm
recherchés) qui a été mise en ceuvre dans le cadre de ce
projet, avec I'appui du programme AGENAE (Analyse des
GENomes des Animaux d’'Elevage) de I'INRA, et avec la
truite comme poisson modéle.

Les expériences ont porté sur la différenciation sexuelle et
2 phases précises de la gamétogenése : l'initiation de la
spermatogenése chez le male, et la maturation ovocytaire
chez la femelle. Ces processus sont sous contréle endocri-
nien étroit. La démarche générale suivie s'est décomposée
en 3 étapes : [1] Réalisation d'expérimentations d'exposi-
tion a des xénobiotiques, in vivo ou in vitro, visant & révéler
des effets phénotypiques et a récolter des populations de
transcrits (ARN messagers) représentatifs de conditions
“témoins" et de conditions "traitées" ; [2] Analyse des
transcrits ; [3] Mise en relation des profils d'expression
génique et des effets phénotypiques constatés.

Effet "gonadotropin-like" de fongicides "azoles"
vis-a-vis de la maturation ovocytaire in vitro

A I'issue de la vitellogenése, la maturation ovocytaire est
déclenchée par les gonadotropines (hormones hypophy-
saires). Nos résultats montrent que des matiéres actives
comme le prochloraz, I'époxyconazole, et a un degré
moindre l'imazalil, potentialisent trés fortement I'activité
des gonadotropines. De plus, le prochloraz et I'époxyco-
nazole peuvent, & eux seuls, induire la maturation ovocy-
taire. Ces travaux représentent la premiere démonstration
d'un effet "gonadotropin-like" par des xénobiotiques et
suggerent I'existence d'un type de perturbation endocri-
nienne qui n'avait pas encore été décrit.

Effet d'un xéno-androgéne sur le transcriptome gona-
dique en cours de différenciation sexuelle

Un traitement de juvéniles femelles a la 11béta-hy-
droxyandrostenedione (11bOHD4) aboutit a une transdif-
férenciation testiculaire des gonades (développement
de gonades males au lieu de gonades femelles). Cependant
ce traitement n'induit pas un profil d'expression génique
comparable a celui observé lors de la différenciation
testiculaire naturelle (chez les males témoins). Plusieurs
groupes de génes co-exprimés signent ainsi cette
difference entre trans-différenciation testiculaire induite
par la 11bOHD4 et différenciation testiculaire naturelle.
L'exposition a un xéno-androgéne induit donc une
empreinte transcriptomique singuliére.
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Effet d'un xéno-cestrogéne et d'un xéno-androgéne
sur le transcriptome testiculaire

De nombreux génes sont également perturbés dans la
gonade male prépubére lors d'une exposition in vivo a un
cestrogéne (cestradiol) ou & un androgéne (testostérone).
Cette dérégulation coincide avec des anomalies de la
fonction testiculaire : blocage (réversible) de la spermatoge-
nése dans les gonades exposées a I'cestradiol ; anomalies

histologiques dans les gonades exposées a la testostérone.

© Perspectives scientifiques
identifiées |

A heure du bilan, I'idée force du programme initial, c'est-
a-dire mettre en ceuvre des protocoles a partir desquels il
serait possible de confronter la réponse du transcriptome
a celles de niveaux d'organisation supérieurs, est confor-
tée. En effet, il est extrémement important de pouvoir
aborder I'analyse du transcriptome, et |'étude de sa
réponse aux toxiques, dans le cadre de processus biologi-
ques dont le déroulement est bien connu et maitrisé en
conditions expérimentales. Au plan technologique, la PCR
quantitative pourrait a I'avenir rester la technique utilisée
pour le suivi de quelgues dizaines de génes. Par contre,
les puces de haute densité (plusieurs milliers de génes)
seront sans doute I'outil incontournable pour réaliser des
travaux sur le mécanisme d'action des perturbateurs
endocriniens. La simplification probable des technigues
d'utilisation des puces, associée au développement de
modeéles d'analyse des données de plus en plus accessi-
bles et performants, devraient permettre de progresser
rapidement dans ce domaine.

@ Actions de transfert et
perspectives pratiques

Les travaux basés sur I'utilisation de "puces a ADN" dans
les domaines de la biologie cellulaire, de la pathologie, de
la pharmacologie, de la toxicologie, de I'agronomie (en
particulier vis-a-vis de modeéles végétaux), se sont
accumulés ces derniéres années. Par contre, en écotoxi-
cologie, peu de résultats originaux ont été publiés. En fait,

Valorisations

si la toxicogénomique appliquée a la santé humaine, en
raison du fond de connaissances important, et de la
qualité élevée des outils disponibles, donne I'impression
d'avancer a grands pas, la toxicogénomigue appliquée a
la santé de I'environnement ("écotoxicogénomique’) est
largement tributaire de la relative méconnaissance des
bases moléculaires des modéles biologiques auxquels elle
s'adresse, et du caractére "prototypique" des outils avec
lesquels elle fait ses premieres armes.

En écotoxicologie aquatique, il est probable qu'il faudra
encore des développements importants et de nombreuses
etudes de -validation pour que cette approche puisse se
justifier comme moyen de pronostic (prévision des effets)
sur des individus de poissons sauvages. En effet, dans ce
contexte, la versatilité du transcriptome et I'impossibilité
de connaitre avec précision le degré d'homogénéité des
échantilions récoltés (ge, état nutritionnel, etc.), sont des
sources de bruit de fond a priori tres pénalisantes. De
maniére plus optimiste, on peut penser que, en tant
qu'outil de mise en en évidence d'une exposition a telle ou
telle xénofantijhormones, I'utilisation de puces a ADN
pourra étre réalisée @ moyen terme. Mais il reste & caracté-
riser, en conditions expérimentales, des signatures
suffisamment robustes et discriminantes pour chacune
des différentes classes de perturbateurs endocriniens.

A plus court terme, I'utilisation de puces & haute densité
pourrait étre envisagée pour ['évaluation de nouvelles
substances avant leur mise sur le marché, ou, pour la
révision de substances anciennes. En effet, ces procédu-
res reposent sur des tests réalisés avec des espéées
modgles (poisson zébre, médaka, truite), dont le transcrip-
tome est en passe d'étre complétement annoté. Il sera
alors possible de caractériser |'empreinte transcriptomi-
que compléte des composés testés. Et cette empreinte
pourra alimenter I'évaluation du risque par comparaison
avec |'empreinte de perturbateurs endocriniens connus.
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