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Résumé

RESUME

La barriére intestinale est la plus grande surfacsod&act entre le milieu extérieur
et le milieu intérieur. Elle est également la premiere surface exposée a tout élément ingéré
par voie orale. Outre ses fonctions d’absorption et de maintien de I'équilibre hydrique de
I'organisme, elle exerce un réle important de défense contre les agents déléteres (toxines,
bactéries) contenus dans la lumiére intestinale. En conditions physiologiques, la barriere
intestinale assure une perméabilité sélective permettant le passage de petites quantités
d’antigenes afin de stimuler le systéeme immunitaire et d’empécher le développement d’'une
inflammation (tolérance de la flore commensale et reconnaissance des antigenes
alimentaires).

Dans un premier temps, nous avons montré une modulation de la perméabilité de la
barriere épithéliale intestinale chez la rate au cours du cycle sexuel. Plus particulierement,
la dominance des cestrogénes plasmatiques en phase folliculaire du cycle s’accompagne
d’'une réduction de la perméabilité paracellulaire colique. Cette diminution oestrogéno-
dépendante du transport paracellulaire implique la voie de signalisatipnd&f® les
cellules épithéliales et une surexpression d'occludine et de JAM-A, deux protéines
transmembranaires des jonctions serrées contrélant les espaces intercellulaires. Cette
propriété des oestrogenes est intéressante a considérer dans les pathologies associées a une
hyperperméabilité intestinale, telle que le Syndrome de I'Intestin Irritable ou Maladies
Inflammatoires Chroniques de [I'Intestin, ou la voie de signalisatiofs BpBut étre
envisagée comme cible thérapeutique.

Dans un deuxiéme temps, nous avons mis en évidence que le BPA, un contaminant
oestrogéno-mimétique largement exploité dans l'industrie des emballages alimentaires,
affecte la perméabilité de I'épithélium intestinal. Cet effet observé chez I'animal et sur des
lignées de cellules épithéliales intestinales humaines passe par l'activation des ERs
présents dans les cellules épithéliales. Il en résulte une augmentation de la synthése
d’occludine et de JAM-A, donc le rétrécissement des espaces intercellulaires, limitant les
échanges naturels au niveau de la paroi du tube digestif et pouvant favoriser la rétention
d’eau dans le corps. Le BPA présente également un impact sur la réponse inflammatoire
dans le cblon adulte et rend lintestin plus sensible a la douleur. Nos résultats ont
également montré qu’une expositionutero et pendant l'allaitement au BPA augmentait

le risque de développer une inflammation intestinale sévere a I'age adulte, essentiellement
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dans la descendance femelle. Cette fragilité dans la fonction de barriere biologique de
l'intestin serait la conséquence d'une maturation imparfaite du systeme immunitaire
associé aux muqueuses intestinales. Nos émettons I'hypothese que I'exposition périnatale
au BPA pourrait freiner le développement des défenses immunitaires intestinales, naives a
la naissance, rendant les muqueuses coliques chez la femelle plus vulnérables face a un

stimulus inflammatoire.



Abstract

ABSTRACT

The intestinal barrier is the largest area of corftetiveen the external and internal
environment, and the first surface exposed to orally ingested compounds. In addition to
absorption and maintenance of water balance in the body, the intestinal barrier has a key
role of defense against noxious agents (toxins, bacteria, xenobiotics) contained in the
lumen. The intestinal barrier fulfills multiple complex roles through its interaction with the
gut flora and assurance of the selective permeability, by providing a barrier from the
exterior and a platform for antigen presentation and immune stimulation.

Initially, we demonstrated a modulation of the epithelial barrier function in the
female rat intestine throughout the estrous cycle. More specifically, the dominance of
plasma estrogen in the follicular phase of the cycle is accompanied by a reduction in
colonic paracellular permeability. The decrease in paracellular passage through the
intestinal epithelium by estrogen involves estrogen recgpgignaling pathway and is
due to overexpression of transmembrane tight junction proteins that control the
intercellular spaces, occludin and JAM-A. This ability of estrogen could be used as a future
therapeutic target in pathologies associated with intestinal hyperpermeability, such as
Irritable Bowel Syndrome or Chronic Inflammatory Bowel Disease.

In a second step, we demonstrated that the xenoestrogen BPA, widely used in food
packaging industry, disrupts the physiology of intestinal barrier in adults, by reducing
intestinal epithelial permeability in animals and on human colonic epithelial cell line. An
effect that involves the estrogen receptors present in epithelial cells and overexpression of
the occludin and JAM-A, narrowing the intercellular spaces, thus limiting the natural
exchanges across the gut wall. Moreover, BPA exposure reduces the inflammatory
conditions in the colon and induces increased visceral sensitivity. In contrast, exposure to
BPA during the perinatal period increases the risk of developing severe intestinal
inflammation in adulthood, mainly in the female offspring. This fragility in the biological
barrier function of the intestine is likely the result of dysregulation in the maturation
process of the immune system associated with the intestinal mucosa. We hypothesize that
perinatal exposure to BPA could inhibit the development of intestinal immune system,

making the colonic mucosa in females more vulnerable to an inflammatory stimulus.
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Situation du sujet

Comme pour toute barriere biologique, la barriere intestinale se trouve a l'interface
entre I'organisme et le milieu extérieur (contenu luminal). Elle est la premiere surface
exposée a tout élément ingéré par voie orale. Si le terme de «fonction de barriére
intestinale » est une notion vaste (incluant motricité, épithélium, immunité, flore
commensale et mucus), la perméabilité sélective qu’elle autorise et les défenses de I'h6te
en sont les principaux acteurs. Si la fonctmimcepsde lintestin reste I'absorption de
nutriments, tout en contribuant a I'équilibre hydrique du corps en complément du systéme
rénal (absorption et excrétion d'eau), sa fonction de barriere - d’abord physique, puis
immunitaire - protege I'organisme d’agents déléteres (toxines, bactéries, xénobiotiques)
contenus dans la lumiére intestinale, et permet la sécrétion d'immunoglobulines vers la
lumiére. Toute rupture dans cette fonction est impliquée dans la pathogénése de troubles
fonctionnels de l'intestin (syndrome de l'intestin irritable — SlI) (Barbara et al. 2002; Gecse
et al. 2008) et de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI — maladie de
Crohn et rectocolite ulcéro-hémorragique) (Zeissig et al. 2007). Chez ces patients, le
dimorphisme sexuel observé dans I'évolution des pathologies (prévalence et intensité de la
réponse inflammatoire), ou encore la variation de la symptomatologie (douleur
abdominale, transit intestinal) selon le statut hormonal (cycle menstruel, grossesse,
ménopause) ont récemment posé les bases d’'une modulation de la fonction de barriere
intestinale par les hormones sexuelles, principalement ovariennes (oestrogénes et
progestérone), dont les mécanismes d’action restent a déterminer (Heitkemper et al. 2003;
Kane and Reddy 2008; Cain et al. 2009; Heitkemper and Chang 2009).

Des récepteurs aux oestrogénes ont été identifiés dans l'intestin et le cblon, chez
'homme et le rongeur de laboratoire, exprimés principalement au niveau des cellules
épithéliales et des cellules immunitaires (Campbell-Thompson et al. 2001;
Konstantinopoulos et al. 2003). L’oestradiol joue un rble essentiel dans 'organisation et la
maintenance de la barriere épithéliale digestive, en régulant les processus de prolifération
et de différentiation des cellules épithéliales (Wada-Hiraikal, 2006). Les oestrogenes
présentent également des propriétés protectrices dans le développement d’adénomes du
c6lon, en limitant la prolifération des cellules tumorales (Konstantinopoulos et al. 2003),
ou encore des effets non-génomiques dans la régulation du transport trans-épithélial d’ions
et d’eau (Condliffe et al. 2001). Plus recemment, plusieurs études ont montré que les

oestrogenes participaient également au contrble de la réponse inflammatoire dans le célon,
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en modulant la production des médiateurs de l'inflammation dans les muqueuses affectées,
en particulier les cytokines (Verdu et al. 2002; Harnish et al. 2004; Houdeau et al. 2007).
Par contre, alors que la perméabilité de nombegithelia (endothélium, barriere hémato-
encéphalique, épithélium utérin) est montrée sous l'influence des oestrogenes circulants
(Gorodeski 2001; Ye et al. 2003; Kang et al. 2006a), la question d’un contréle similaire sur

I'épithélium intestinal et sa fonction de barriere physique n’a jamais été abordée.

Le Bisphénol A (BPA) est a la base un cestrogene de synthése, mais jamais utilisé
comme tel chez ’homme du fait de propriétés hormonales jugées insuffisantes. Hasard de
la chimie, les propriétés structurales du BPA ont fait qu'’il est depuis 40 ans utilisé comme
monomere entrant dans la composition des polycarbonates et des résines époxy, deux
dérivés plastiques largement exploités dans l'industrie des emballages alimentaires
(bouteilles, canettes de boisson, boites de conserve ou encore biberons). Or le BPA migre
dans les aliments ou les liquides dés les conditions normales d'utilisation (température
ambiante), une migration exacerbée lors du chauffage (stérilisation, micro-ondes) ou dans
des conditions acides (pH faible de certains légumes et fruits en conserves). L’exposition
de la population humaine est attestée par des études relatant leur présence dans le plasma et
I'urine (Vandenberg et al. 2007a; Calafat et al. 2008; Calafat et al. 2009). Compte tenu de
ses propriétés oestrogeniques, le BPA est classé comme perturbateur endocrinien, capable
de se lier aux récepteurs des oestrogenes et ainsi mimer l'activité de 'hnormone endogene
(Kuiper et al. 1997). De nombreuses études montrent que le BPA peut perturber des
fonctions endocrines normales, effets traduits chez I'animal par des anomalies de
développement de l'appareil génital (atrophie testiculaire et épididymaire, hypospadias),
une réduction de fertilité (une altération de la qualité du sperme ainsi qu'une atrophie des
tubes séminiferes) (vom Saal et al. 1998; Timms et al. 2005), des défauts d’ovulation, une
altération du cycle cestral (Rubin et al. 2001) ou encore une activité proliférative accrue des
cellules épithéliales dans les glandes endométriales ou mammaires (Markey et al. 2001).
Ces derniéres années, l'inquiétude sur un risque sanitaire pour I’'homme est portée par le
nombre croissant d'études mettant en évidence la toxicité du BPA pour de faibles
expositions quotidiennes, inférieures aux doses seuils jusqu’alors jugées sans effet pour

I’'homme dans les études de toxicologie réglementaire.
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Si la voie orale est la principale voie de contamination au BPA pour 'homme, la
barriere intestinale est tout naturellement la premiére zone exposée au contaminant.
Pourtant, aucune étude ne s’est intéressée a I'impact endocrinien du BPA dans l'intestin.

Dans ce travail de thése, le premier objectif a été de définir les bases
physiologiques d’'un contréle hormonal de la perméabilité épithéliale, en particulier chez la
femelle ou la balance plasmatique oestro-progestative au cours du cycle sexuel est
supposeée influencer cette fonction de barriére. Ce volet fondamental était nécessaire pour
ensuite aborder l'influence d’'une expositipar osau xénoestrogene BPA, aux doses de
références et plus faibles, d’abord sur la physiopathologie de la barriére intestinale chez
'adulte (perméabilité, sensibilité viscérale et états inflammatoires dans le cblon), puis a
partir d'une exposition périnatale considérée comme la période critique d’exposition aux

perturbateurs endocriniens.
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CHAPITRE |

L'INTESTIN — ANATOMIE FONCTIONNELLE

1.1 Structure pariétale

La paroi de I'ensemble du tube digestif présente une organisation complexe,
constituée de quatre tunigques successives de l'extérieur vers l'intérieur : la séreuse, la

musculeuse, la sous- muqueuse et la muqueuse (Figure 1).

Figure 1 : Schéma d'une coupe transversale de la paroi du tube digestif

L a séreuseest une tunique fine, formée de cellules endothéliales en continuité avec

le mésentere, recouvrant un tissu lache, et adhérant de facon intime a la musculeuse sur les
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faces et le bord libre du conduit. Cette disposition est favorable aux changements de
diametre associés a la motilité intestinale.

La musculeuse est constituée de fibres musculaires lisses disposées en deux
couches de cellules musculaires : une circulaire interne et une longitudinale externe. Entre
ces deux couches se trouve le plexus nerveux myentérique (plexus d'Auerbach).

La sous-muqueusese compose d’un tissu conjonctif lache a fibres de collagene
et des fibres élastiques, permettant le glissement de la muqueuse par rapport aux couches
musculaires. La sous-muqueuse abrite un riche réseau artériel, veineux et lymphatique,
ainsi que le plexus nerveux sous-muqueux (plexus de Meissner).

La structure de lanuqueusediffére considérablement d’'une extrémité a l'autre
du tube digestif, reflétant les différences d’activités et de fonctions de chaque segment du
tractus. La muqueuse est constituée de trois couches successinesscldaris mucosae
la lamina propria et I'épithélium.

= La muscularis mucosaest composée de deux couches fines de muscles
lisses : longitudinale externe et circulaire interne.

= La lamina propriaest un tissu conjonctif fin et réticulé tres riche en
capillaires sanguins et lymphatiques et en leucocytes.

= L’épithélium monostratifié est composé d’'une seule assise d’entérocytes,
entre lesquels s’intercalent, en nombre plus restreint, les cellules
caliciformes a mucus, les cellules entérochromaffines, les cellules

endocrines sécrétrices et les cellules de Paneth exocrines.

1.2 L’épithélium colique

L’épithélium colique constitue une barriere cellulaire quasi étanche entre le lumen
du colon et la muqueuse intestinale. L'épithélium présente des invaginations dans la
muqueuse, appelées cryptes de Liberkiihn. Ces cryptes contiennent des cellules souches
adultes ainsi que les progéniteurs épithéliaux en cours de prolifération, de différenciation et
de migration. L’épithélium possede une importante capacité de prolifération et de
différenciation. Le renouvellement épithélial s’effectue a partir des cellules souches en 2-3
jours chez les rats et en 4-5 jours chez I'homme.

Les types des cellules retrouvées dans les cryptes Liberkihn sont les entérocytes,

les cellules caliciformes et de rares cellules entéroendocrines.
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Les entérocytesont une fonction absorbante et sont les cellules les plus
abondantes de I'épithélium au niveau du cblon. Ces cellules assurent deux fonctions
importantes du cOlon : la réabsorption de I'eau et des électrolytes, et la digestion et
I'absorption des produits alimentaires non dégradés au niveau de l'intestin gréle.

Les cellules caliciformes, également appelées cellules a mucus, produisent une
grande quantité de mucines (glycoprotéines) protégeant la surface de ['épithélium
intestinal. Ces cellules présentent a leur péle apical de tres nombreux grains de mucus
exportés a la surface de I'épithélium pour assurer également I'adhérence de la flore
intestinale, tout en permettant la lubrification des parois de l'intestin facilitant I'évacuation
des féces.

Les cellules entéro-endocrinessecretent dans la lumiére de lintestin des
peptides et des hormones : entéroglucagon, substance P, somatostatine et polypeptide
intestinal vasoactif. Ces cellules sont en nombre trés faible au niveau du célon et siegent
essentiellement au fond des cryptes. Ces cellules sont reconnaissables en microscopie
électronique par leur petite taille, le cytoplasme clair et la présence d’'un grand nombre de

granules de sécrétion.

1.3 La barriére intestinale — la structure et les acteurs

Le tractus gastro-intestinal représente la plus grande surface d'échange entre
I'organisme et le milieu extérieur. Le tube digestif est également la premiére surface
exposee aux aliments mais aussi aux xénobiotiques (substances étrangeres au corps
humain) auxquels la population humaine est exposée par voie orale dans la vie
quotidienne. Cette capacité de tube digestif souligne I'importance de la barriére intestinale,
qui possede un double role : 1/ de filtre, avec une perméabilité sélective qui permet le
passage des nutriments depuis la lumiére intestinale jusqu’a la circulation générale et 2/ de
barriere, qui prévient la pénétration dans I'organisme des micro-organismes, des virus, des
antigénes et des toxines, contenus en grande quantité dans la lumiére intestinale.

Les acteurs impliqués dans la fonction de défense et d’homéostasie de la barriere
intestinale sont :

» |a barriére digestivereprésenté par les mouvements péristaltiques intestinaux qui
empéche la rétention et la prolifération des bactéries dans I'intestin ainsi que leurs

absorption a travers la muqueuse intestinale (Nieuwenhuijs et al. 1998).
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la barriere écologiquequi correspond a la flore intestinale normale qui participe a

la mise en place et au maintien de la fonction de la barriere intestinale. Les études
menées sur des animaux axéniques montrent que la flore commensale est
indispensable pour le développement et la différenciation des cellules épithéliales
intestinales (Gordon et al. 1997; Hooper and Gordon 2001). La flore intestinale
joue également un réle important dans la maturation de systéme immunitaire
(Helgeland et al. 2004) et empéche les bactéries potentiellement pathogenes de
coloniser et d’envahir la muqueuse intestinale (Cebra et al. 1998).

la barriére épithéliale est composée de I'épithélium qui assure le passage sélectif
des molécules et des secrétions des cellules épithéliales telles que le mucus et les
peptides antimicrobiens. Le mucus empéche la pénétration, a travers I'épithélium,
des micro-organismes, toxines et autre substances nocives présentes dans la lumiere
intestinale (Katayama et al. 1997). Les peptides antimicrobiens, comnfe les
défensines, exprimées tout au long de I'épithélium colique, ont un réle protecteur
grace a leur effet lithique sur les bactéries (Salzman et al. 2007).

la barriere immunologique est constituée de cellules immunitaires qui sécretent
des immunoglobulines et des cytokines nécessaires a la mise en place des réponses
immunitaires contre les micro-organismes potentiellement dangereux, tout en
maintenant une tolérance vis-a-vis des bactéries commensales ou des protéines

alimentaires (Spahn and Kucharzik 2004).

1.4 La barriere épithéliale

Une barriere épithéliale définit l'interface entre I'environnement et I'organisme,

contribuant a I'homéostasie générale. Par exemple, la barriere épithéliale de la peau
(épiderme) est la barriere biologique la plus imperméable du corps ; elle prévient des
agressions et de I'infection systémique tout en assurant une homéostasie de la température
corporelle (Furuse et al. 2002). La barriere épithéliale rénale maintien I'équilibre entre
I'interstitium rénal et la lumiere stérile tubulaire; elle assure des transports actifs et passifs
de solutés afin de maintenir une composition correcte de l'urine (Simon et al. 1999). La
barriere épithéliale intestinale a une charge beaucoup plus difficile : elle doit défendre
I'organisme contre un environnement hostile, comme la peau, mais également assurer un

transport actif et passif, comme le tubule rénal.
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1.4.1 La perméabilité intestinale

Le passage de la barriére épithéliale peut étre effectué par 2 voies : transcellulaire et
paacellulaire. Les molécules liposolubles et les petites molécules hydrosolubles traversent
la barriere épithéliale par voie transcellulaire, tandis que le passage des molécules de
moyenne et de grande taille se réalise par voie paracellulaire en impliquant les jonctions
serrées et I'espace intercellulaire (Figure 2). Les deux voies de transport ne sont pas
complétement indépendantes I'une de 'autre, mais en équilibre permanent.

La voie transcellulaire est la principale voie impliquée dans le transport des
molécules de petites tailles et les électrolytes. Le passage des solutés est doublé d’'un
transport paracellulaire, les deux voies contribuant au maintien de I'équilibre osmotique
d’'une part et d'autre de I'épithélium. Le passage paracellulaire joue aussi un réle crucial
dans le maintien du transport épithélial continu, en prévenant I'apparition d’'un gradient
électrochimique susceptible d’'arréter le transport transcellulaire. De plus, le passage
paracellulaire peut prendre le relais de la voie trans-, et assurer I'absorption lorsque les

transporteurs cellulaires sont saturés (Kapus and Szaszi 2006).

dEssuspEsssnnnnnnnnnnnn
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Figure 2: Les voies de transport trans-épithéliales.
A. La voie transcellulaire ; B. La voie paracellulaire ; C. La voie transcellulaire via les aquaporines (pores
aqueux a échanges passifs) ; D. Transport actif (nutriments) ; E. Endocytose — transcytose — exocytose (Keita
and Soderholm 2010).

Le passage des molécules pare transcellulaire peut étre réalisé par diffusion
passivevia les aquaporines (ex. : les molécules hydrophiles de petite taille), par transport

actif impliquant des transporteurs (ex. : les aminoacides, vitamines et autres nutriments) ou
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par endocytose, transcytose ou exocytose (ex. peptides de grande taille, protéines). Le
transport par endocytose- transcytose assure le passage des molécules de grande taille qui
ne sont pas capables de traverser I'espace intercellulaire (Keita and Soderholm; 2010).

La perméabilité paracellulaire assure le passage des électrolytes et d’eau, mais
également le transport sélectif des molécules de grande taille (jusqu’'a 10kDa). En
condition physiologique, la voie paracellulaire est considérée trés peu perméable aux
molécules de plus grande taille pour bloquer le passage massif des macromolécules
antigéniques. Le passage des molécules par voie paracellulaire est sous le controle des

jonctions intercellulaires.

Mesure de la perméabilité paracellulaire :La perméabilité paracellulaire peut

étre établie par la mesure de la résistance transépithéliale ou par I'évaluation du passage de
molécules marquées du pble muqueux au pble séreux. Ces deux techniques sont
complémentaires.

» La mesure de la résistance transépithélial€TER) permet une détection
rapide et continue de la perméabilité transépithéliale. La TER résulte de la résistance de la
voie transcellulaire corrélée aux résistances de la voie paracellulaire. La résistance
transcellulaire est représentée par des résistances en série de la membrane apicale et
basolatérale. La résistance paracellulaire est constituée de la résistance au niveau du
complexe apical (jonctions serrées) et la résistance de I'espace intercellulaire. Cette
derniere étant tres faible, est souvent négligée. Tenant compte que les résistances au niveau
des membranes sont tres élevées, c’est la variation des résistances au niveau des jonctions
serrées qui détermine si I'épithélium est lache ou non. Un épithélium lache est caractérisé
par une TER d’approximativement 10Dcn¥, et un épithélium serré posséde une TER
supérieure & 100 000.EnY.

La TER varie tout au long du tractus gastro-intestinal, en étant plus faible au niveau
de l'intestin gréle, élevée au niveau du coélon et I'antre gastrique et tres haute au niveau de
I'cesophage et du fundus gastrique. La barriére intestinale au niveau du gréle est lache pour
assurer le transport bidirectionnel des fluides. Par contre au niveau du coélon la TER est
élevée pour permettre un passage sélectif de certains électrolytes et d'eau, tout en
empéchant le passage accru des antigénes bactériens et toxines. Le désavantage de cette
technique est qu’elle fournit des informations seulement concernant le passage des

particules chargées et ne peut étre utilisée pour des mesures in vivo.
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= La deuxieme méthode consiste a suivi@ perméabilité a des
macromolécules, capables essentiellement d'un passage paracellulaire, comme le
mannitol, l'inuline, le Dextran 4kD ou 'EDTA marqués par des fluorochromes ou des

isotopes radioactifS{Cr). Cette mesure peut étre effectuée tant in vivo que in vitro.

La mesurein vivo consiste a mesurer le passage a travers la paroi intestinale d’'un
marqueur administré par voie orale. Le désavantage est que les résultats peuvent étre
influencés par des nombreux facteurs comme la vidange gastrique, le transit intestinal et la
clearance rénale (pour le dosage dans les urines). En revanche, l'avantage de cette
technique est qu'elle peut étre utilisée dans les tests cliniques pour déterminer la
perméabilité intestinale chez les patients et pour diagnostiquer certaines pathologies
accompagneées de syndrome d’hyperperméabilité intestinale. Le bon choix du marqueur est
un facteur tres important & prendre en compte. Le marqueur idéal doit étre hydrophile,
inerte, non toxique, non métabolisé ou produit par l'organisme, doit étre excrété
rapidement dans les urines et dosable facilement. Les marqueurs classiquement utilisés
sont divisés en trois groupes :

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

- les isotopes 2'Cr-EDTA, dextran-FITC (fluoro-isothiocyanate)

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

Les polyéthylene-glycols et les isotopes ne sont ni métabolisés ni produits par I'organisme.
Le désavantage des sucres est qu'ils sont dégradés par les bactéries au niveau de I'intestin
et induisent la libération endogene de créatinine.

L’évaluation de la perméabilité intestinale est effectuée de maniere indirecte par le
dosage du marqueur dans les urines collectées pendant 6 ou 24 heures apres l'ingestion.
Chez l'animal de laboratoire, le dosage du marqueur (ex. dextran-FITC) peut étre effectué
apres 4 heures dans le plasma (Giannone et al. 2006; Laukoetter et al. 2007).

La mesurein vitro de la perméabilité intestinale est effectuée sur des segments
d’intestin isolé ou sur des cellules intestinales en culture (entérocytes ou colonocytes).
Parmi ses avantages, cette technique permet de mesurer la perméabilité dans la région
d’intérét, tant en excluant I'influence de certains facteurs comme la motilité intestinale, la

présence de certains peptides ou neurotransmetteurs libérés dans la lumiere intestinale, ou
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par les cellules immunitaires présentes dans le tissu (état basal). Les techniques utilisées

sont:

segment intestinal éversé permet d’estimer la fonction d’absorption et de

sécrétion, offre la possibilité de simuler lirrigation sanguine mésenteérique.

chambres de Ussing permettent de mesurer le passage du pole apical

(muqueuse) vers le pdle basolatéral (séreuse) d’'une molécule marquée sur une
surface et un segment donné. Cette technique permet de caractériser également
les canaux Na CI' et K" & l'aide d’une stratégie qui combine I'enregistrement

pa patch-clamp de lactivité d'un canal unique et simultanément
I'enregistrement des conductances membranaires macroscopiques, les activités
ioniques intracellulaires et la mesure du courant au travegghilia montés en

chambres de Ussing.

Patch-clamp- permet de détecter les courants ioniques traversant un canal

individuel.

1.4.2 Les jonctions intercellulaires

Les cellules épithéliales interagissent fortement entre elles par lintermédiaire de

plusieurs complexes de jonctions intercellulaires, I'ensemble constituant la véritable

frontiére entre la lumiére intestinale et le milieu intérieur. Celles-ci permettent de maintenir

une cohérence mécanique et chimique, tout en favorisant la communication entre les

cellules. Il existe quatre types de jonctions intercellulaires (Figure 3) :

Jonctions serréeqtight junctiong — assurent I'étanchéité depithelia entre deux
compartiments tissulaires. Elles jouent un réle fondamental dans le maintien de la
fonction de filtre sélectif de I'épithélium.

Jonctions intermédiaires(adherens junctior)s- jouent un réle important dans la
cohésion des tissus épithéliaux.

Desmosomes- assurent la solidité mécanique et la répartition des forces dans les
épithéliums.

Jonctions communicantegGap junction¥ — permettent la communication entre le

cytoplasme de deux cellules voisines et assurent un couplage électrique.

Dans ce manuscrit, nous nous focaliserons essentiellement sur la structure et la

fonction des jonctions serrées.
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Figure 3: a.Représentation schématique des cellules épithéliales et des jonctions intercellulaires.
b. Image de microscopie électronique des cellules épithéliales intestinales.
La jonction serrée est cerclée. (Mv, microvili; TJ, jonctions serrées ; AJ, jonctions intermédiaires ; DS,
desmosomes). (Tsukita et al. 2001)

1.4.3 Les jonctions serrées

Les jonctions serrées délimitent une bande circonférentielle au pdle apical des
cellules épithéliales. Elles marquent ainsi une frontiere entre la membrane apicale et la
membrane basolatérale de ces mémes cellules (Figure 4 1). Au plan moléculaire, les
jonctions serrées sont composées de protéines transmembranaires (occludine, claudines et
JAM-A, Junctional Adhesion Molecyl@uxquelles se fixent les protéines intracellulaires
(ZO, Zonula Occludens ces dernieres assurant la liaison avec les protéines du

cytosquelette (les filaments d’actine).

Figure 4: 1/ Structure moléculaire des jonctions serrées et I/ des protéines de jonction — occludine,
claudine et JAM-A.
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Les protéines transmembranaires de jonctions serrées

L'occludine est la premiére protéine transmembranaire identifiée (Furuse et al.
1993). L'occludine est une protéine de 65 kDa avec quatre domaines transmembranaires
qui forment deux boucles extracellulaires et deux domaines terminaux cytoplasmiques
N-terminal plus court et carboxy-terminal (figure 4 1l). Ce dernier domaine est
nécessaire pour 'assemblage et le fonctionnement correct des jonctions serrées. Il existe
deux isoformes qui résultent d’'un épissage alternatif de son ARN messager. La premiére
isoforme est privée du quatrieme domaine transmembranaire et de la région adjacente C-
terminale (TM4). Cette isoforme est présente dans toutes les cellules épithéliales
humaines et posséde un poids moléculaire de 58kDa (Ghassemifar et al. 2002). Les
auteurs suggerent que cette isoforme pourrait jouer un réle dans Il'adhésion
intercellulaire. La deuxieme isoforme (Occludine 1B) possédant une région N-terminale
plus longue a été mise en évidence dans la lignée cellulaire humaine colique T84 et dans
l'intestin murin (Muresan et al. 2000). La co-expression de I'occludine et de I'occludine
1B a été observée dans des nombreux tissus épithéliaux, suggérant un rdle pour ce
binbme dans la modulation de la fonction de la barriére épithéliale.

L’'occludine est une des protéines clé des jonctions serrées qui participe a
I'adhésion cellulaire et au passage sélectif des molécules entre le pble apical et basolatéral.
La surexpression d'occludine induit l'augmentation de la TER dans des cellules
epithéliales rénales MDCK (Madin-Darby Canine Kidnéalda et al. 1996). En plus, des
études sur des fibroblastes transfectés avec 'occludine soulignent son importance dans la
formation méme des jonctions serrées (Furuse et al. 1998). En pathologie, la perturbation
de la barriére épithéliale intestinale observée chez les patients atteints de Maladies
Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI — la Maladie de Crohn et la Rectocolite
Hémorragique) est associée a une diminution considérable de I'expression d’occludine
(Gassler et al. 2001). Malgré ces observations, la fonction exacte de l'occludine reste
parfois contestable étant donné que les souris déficientes (KO) pour cette protéine ne
présentent pas d’altérations de la barriéere intestinale. Cependant chez ces souris des
modifications sont observées dans la muqueuse gastrique, traduites par des problemes de
différentiation cellulaire, la perte des cellules pariétales et I'hyperplasie des cellules a
mucus, ce qui suggere un rble dans la différentiation cellulaire (Schulzke et al. 2005).

La fonction de l'occludine est régulée principalement par la phosphorylation des

résidus sérine/thréonine situés sur les boucles extracellulaires. Cependant la fonction de
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cette protéine est également sous le contrble de différents facteurs exogénes ou endogenes,

comme la microflore ou les enzymes digestives sécrétées dans la lumiére.

Les claudines présentent quatre domaines transmembranaires, deux boucles
extracellulaires et deux régions terminales intracellulaires (figure 4 1) (Furuse et al. 1998).
La famille des claudines est constituée de 24 protéines avec un poids moléculaire qui varie
de 20 a 34 kDa. Ces protéines sont exprimées dans les tissus épithéliaux et endothéliaux
tout au long du développement et de la vie adulte. Plusieurs types de claudines peuvent étre
exprimés dans un méme tissu. Certaines claudines sont capables de renforcer la barriere
épithéliale, d’autre participent a la formation de pores qui permettent une diffusion
sélective des ions et des molécules a travers I'espace paracellulaire, ou de tout autre type
de transports encore méconnus. Pour cette raison, certains auteurs ont divisé I'ensemble
des claudines en trois groupes par rapport a leur fonction : 1/ celles qui participent au
renforcement de la barriére (formatrice de la barriére) ; 2/ celles qui forment des pores et 3/
les claudines présentant des fonctions ambigles (Amasheh et al. 2010).

1. Lesclaudines formatrices de la barriefées claudines -1, -3, -4, -5, -8, -11, -14
et -19) renforcent la barriére épithéliale et de fait sont responsables de la diminution de la
perméabilité paracellulaire (Will et al. 2008). Des études sur des souris KO pour les
claudines ou sur des lignées cellulaires ont montré leur importance dans le transport d’eau
dans I'épiderme mais également dans I'épithélium intestinal (Claudine-1) (Furuse et al.
2002), le passage des cations et également d’'ammonium et d’ions bicarbonates (Claudin-3,
-4, -8) (Van lItallie et al. 2001). La transfection de la lignée épithéliale colique Caco-2 avec
la claudine-5 induit un resserrement de la barriere épithéliale (Amasheh et al. 2005).

Les claudines formatrices des poredes claudines -2, -10) augmentent la
perméabilité intestinale de maniére charge - sélective. La claudine-2 forme des pores
paracellulaires qui assurent une permeéabilité sélective pour les cations de petites tailles,
mais qui est pratiquement impermeéable pour tous les anions et solutés neutres (Amasheh et
al. 2002). De plus, il a été montré que la claudine-2 forme des pores paracellulaires
capables de moduler le transport hydrique dans une barriére épithéliale lache (Rosenthal et
al. 2010).

Les claudines avec des fonctions ambigles claudines -7, -12, -15, -16)
possedent une fonction tissu-dépendante. Par exemple la claudine-7 augmente la

perméabilité paracellulaire pour les cations, mais la diminue pour les anions (Alexandre et
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al. 2005). Les souris déficientes en claudine-15 présentent une hyperprolifération cellulaire
au niveau de cryptes intestinales, suggérant un réle dans la morphogénése de lintestin
(Tamura et al. 2008).

Les claudines détectées dans l'intestin de rats sont les claudines -1, -2, -3, -4, -5, -7,
-8, et -12 (Rahner et al. 2001; Markov et al. 2010). Les études sur des biopsies humaines
de l'intestin montrent la présence des claudines -1, -2, -3, -4, -5, -7, et -8 dans le célon
(Zeissig et al. 2007). L'expression des claudines se correle avec les caractéristiques de la
barriere épithéliale le long de Il'intestin, autrement dit une forte expression de claudines
formatrices de la barriére au niveau du I'épithélium colique (claudine-1, -3, -4,-5, et -8) ou
une plus grande étanchéité est requise (Markov et al. 2010).

La molécule d’adhésion jonctionelle-A (JAM-A)fait partie de la superfamille des
immunoglobulines. La famille de JAM est constituée de 5 membres : JAM-A, JAM-B,
JAM-C, JAM-4 et JAM-like. Tous les membres sont situés a I'espace intercellulaire des
cellules endothéliales et épithélialesyiet des interactions homophiliques participent dans
assemblage et la maintenance de jonctions. Les JAM sont des protéines transmembranaires
constituées d'un peptide signal N-terminal, d’'un domaine extracellulaire, d’'un domaine
unique intra-membranaire et d’'une courte queue cytoplasmique (40 acides aminés pour
JAM - A) (figure 4 11).

JAM-A est la premiere protéine de la famille JAM identifiée. JAM-A participe a la
formation des jonctions serrées des cellules épithéliales et endothéliales, mais également
est exprimée dans les thrombocytes, monocytes, lymphocytes, neutrophiles, cellules
dendritiques et dans les spermatozoides. JAM-A est également capable de former des
liaisons hétérophiles avec d’autres protéines d’adhésion, comme les intégrines afin de
participer a la transmigration des leucocytes (vers le foyer inflammatoire) et a I'agrégation
plaquettaire. Des études récentes ont montré que la protéine JAM-A jouait un rble
fondamental dans le maintien de lintégrité de la barriére intestinale (Laukoetter et al.
2007; Vetrano et al. 2008; Vetrano and Danese 2009). Laukoetter et collaborateurs ont
observé que les souris KO pour JAM-A présentaient un défaut de la barriere intestinale
traduit par une augmentation de la perméabilité paracellulaire colique, une surexpression
des claudines formatrices des pores (les claudines -10, -15) ainsi qu’une infiltration
neutrophilaire massive et une prolifération cellulaire accrue rendant lintestin plus

susceptible a une inflammation (Laukoetter et al. 2007). De plus, la déplétion de la
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protéine JAM-A chez les souris s’accompagne également d'une surproduction des
cytokines proinflammatoiresTumor Necrosis Factes (TNF a) et interférony (IFN vy)

(Vetrano et al. 2008). L'importance de JAM-A dans la fonction de la barriere intestinale a
été mise en évidence également sur des biopsies humaines de célon (Vetrano et al. 2008).
La diminution d’expression de JAM-A observée chez les patients atteints de MICI induit
un relachement de la barriere épithéliale qui participe a 'augmentation de la perméabilité
intestinale.

L’interface entre les protéines transmembranaires et les composantes cytoplasmique
est formée par un échafaudage protéique reposant sur de multiples domaines PDZ. Ces
domaines sont des modules se liant aux protéines qui reconnaissent une séquence cible a
I'extrémité carboxy-terminale des protéines transmembranaire. Les protéines PDZ des

jonctions serrées incluent les protéines de la famille ZO : ZO-1, ZO-2 et ZO-3.

Les protéines cytoplasmiques de jonctions serrées: la famille des zonula
occludens (ZO). Les protéines ZO-1, ZO-2 et ZO-3 sont membres de la famille de
MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase Homglpgssédant un domaine de
liaison aux protéines de jonctions adhérentes et serrées ainsi qu’'au cytosquelette d’actine.
La structure des protéines ZO se caractérise par 3 domainesPBPIB26 : Post Synaptic
Density 95, Dig : disc large, 20Qun domaine SH-3géquence homology 3) et un domaine
GUK (guanylate kinase-like Le domaine PDZ se lie a des séquences de quatre acides
aminés se terminant par une valine. A I'exception de la claudine 12, toutes les claudines
possedent au niveau de leur extrémité carboxy-terminale une séquence valine et peuvent se
lier au domaine PDZ présent sur les protéines ZO (Furuse et al. 1994; Morita et al. 1999).
Ainsi, ZO-1, ZO-2 et ZO-3 se lient directement aux claudines par l'intermédiaire de leur
domaine PDZL1. Elles se lient également a I'occludine, mais ni leur domaine GUK, ni leur
domaine PDZ ne sont impliqués dans cette interaction (Furuse et al. 1994; Fanning et al.
1998; Itoh et al. 1999). Les ZO sont recrutées au niveau des jonctions serrées chez des
souris déficientes pour le gene codant pour I'occludine suggérant que la liaison avec
I'occludine n’est pas essentielle pour leur localisation péri-jonctionnelle (Itoh et al. 1999;
Ebnet et al. 2000; Saitou et al. 2000). Les JAM concentrées en périphérie des plages
jonctionnelles peuvent également se lier aux protéines ZO (Bazzoni et al. 2000; Ebnet et al.
2000) et a d’autres molécules possédant un domaine PDZ. Comme les filaments d’actine

se lient a la portion C-terminale de ZO-1 et de ZO-2, ce complexe permet de relier le

-21 -



Chapitre | : L’intestin — anatomie fonctionnelle

cytosquelette aux jonctions serrées, cette interaction a un rble prépondérant dans la

régulation des jonctions serrées.

1.5 La barriere immunologique

Tous les acteurs de la barriere épithéliale restent a eux seuls insuffisants pour
sopposer au passage de bactéries et de leurs toxines. Méme en situation physiologique,
quelques bactéries réussissent a pénétrer I'épithélium et a colorésairla propria. A ce
niveau, une ultime barriere représentée par les tissus lymphoides s’oppose a la diffusion
des bactéries et de leurs toxines dans l'organisme. Le tissu lymphoide associé a la
mugueuse digestive est appelé GAlGu{-Associated Lymphoid Tissu). Le GALT peut-
étre divisé en sites inducteurs et effecteurs diffus, incluadartana propria et les
lymphocytes intra-épithéliaux, et des structures plus organisées comme les ganglions
lymphatiques mésentériques, les plaques de Peyer, les follicules lymphoides isolés et les
plaques des cryptes (Figure 5). Le GALT est le plus grand organe de I'immunité, a lui seul

il contient plus de 80% des cellules immunitaires de I'organisme.

1.5.1 Les organes de I'immunité de l'intestin

Les crypto-plaques (CPs) sont des structures peu organisées situées a la base des
cryptes épithéliales. Les CPs sont essentiellement composées de cellules souches lympho-
hématopoiétiques, de cellules dendritiques et de cellules stromales. Les lymphocytes T et
les lymphocytes B matures sont quasiment absents et ne représentent qu'une population
mineure (<2%) des CPs. Les CPs sont des organes lymphoides secondaires indispensables

a la génération des populations de lymphocytes intra-épithéliaux (Pabst et al. 2005).

Leslymphocytes isoléssont tres largement distribués dangalaina propria tout
le long du tractus intestinal et peuvent étre de type B ou T. Les lymphocytes B forment une
population essentiellement représentée par les plasmocytes qui sécretent les
immunoglobulines (IgA, IgM et IgG). Les lymphocytes T forment une population
hétérogéne comprenant une minorité de lymphocytes CD4+ (lymphocytes auxiliaires ou

helper) et une population majeure de lymphocytes CD3+/CD8+ (lymphocytes cytotoxiques
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suppresseurs) localisés au niveau de I'épithélium et également nolymmasocytes

intra-épithéliaux.

Intestinal epithelial cell (IEC)
A \
Dendritic /
cells (DC)

Intraepithelial
" lymphocyte (IEL)

Intestinal
lumen

B Lamina propria
lymphocytes
Cryptopatch
(CP)

Lymph vessels

Mesenteric

Lamina propria lymph node

T

Isolated lymphoid

follicle (ILF) Cryptopatch (CP)

Figure 5: Représentation schématique des éléments lymphoides du GALT

CP : crypto-plaques; IEL : lymphocytes intra-épithéliaux; PP : plaques de Peyer; MLN : ganglions
lymphatiques mésentériques ; ILF : follicules lymphoiddses antigenes de la lumiére intestinale sont
captés par 4 voies principales : directement par les entérocytes : IEC (A), par les cellules dendritiques : DC
(B), par les cellules M (C) ou par une voie paracellulaire non représentée sur le schéma (D). (Spahn and
Kucharzik 2004).

Les plagues de Peyerreprésentent le principal site d’induction des réactions
immunitaires intestinales et joue un réle prépondérant dans le maintien de la tolérance
immunitaire vis-a-vis des antigénes de la lumiere intestinale. Ce sont des agrégats de
follicules lymphoides répartis dansl&mina propria de I'intestin gréle et présentant une
structure équivalente a celle des ganglions lymphatiques périphériques. Les plaques de
Peyer sont organisées en trois zones fonctionnellement spécialisées :

= Le dbéme est recouvert d'un épithélium spécialisé formé d’entérocytes entre

lesquels s’intercalent des cellules a micro puitselules M. Les cellules M sont

beaucoup moins grandes que les entérocytes, elles n‘ont pas de glycocalyx et ne
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sécrétent pas de mucus ; elles sont donc particulierement adaptées a une interaction
directe avec les microorganismes et autres antigénes de la lumiére intestinale.

= La zone inter-folliculaire, ou zone T dépendante, est le site privilegié de
prolifération des lymphocytes T CD4+ et CD8+ mais également des macrophages.

= Le follicule lymphoide est composé d'un centre germinatif trés riche en

lymphocytes B et contient également des lymphocytes T auxiliaires.

Les follicules lymphoides isolésont anatomiquement comparables aux follicules
lymphoides des plaques de Peyer, ils sont présents aussi bien dans l'intestin gréle que dans

le colon. Les follicules lymphoides jouent les mémes fonctions que les plaques de Peyer.

1.5.2 Les cellules de I'immunité

Les lymphocytes
Fonctionnellement, on distingue les lymphocytes B, impliqués dans les réponses
immunitaires humorales, et les lymphocytes T, responsables de I'immunité cellulaire. Ces
deux lignées cellulaires sont caractérisées par une différenciation cellulaire en deux
phases :

. la phase centrale - est irréversible et faiblement dépendante de I'environnement
en général. Elle a lieu dans le thymus pour les lymphocytes T et dans la moelle
osseuse pour les lymphocytes B et aboutit a I'expression membranaire d’'un
récepteur pour l'antigene (TcR pour les lymphocytes T, ou BcR pour les
lymphocytes B).

. la phase périphérique — a lieu dans les organes lymphoides secondaires (rate,
ganglions lymphatiques, amygdales, tissu lymphoide diffus : plaques de Peyer)
ou migrent les lymphocytes apres leur maturation. Cette phase dépend d'un
signal induit par l'interaction du TcR avec un peptide associé a une molécule du

complexe majeur d’histocompatibilité et du BcR avec I'épitope de I'antigene.

Les lymphocytes T
Les lymphocytes T sont a la base des réponses cellulaires du systeme immunitaire
adaptatif, mais interviennent également dans la régulation de la fonction des cellules B.

Les lymphocytes T sont classés en trois types de population par rapport a la présence des
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déterminants de surface, a caractére antigénique et récepteur. Ces molécules jouent un role
essentiel et coopératif dans les processus de reconnaissance de I'antigene.
1. Lymphocytes T cytotoxiques(CD8+) - détruisent les cellules tumorales et
les cellules hotes infectées par des pathogenes intracellulaires.
2. Lymphocytes T suppresseurgCD8+) - ont pour réle d’inhiber les réponses
des lymphocytes B et T.
3. Lymphocytes T auxiliaire (T helper) (CD4+) - produisent des cytokines ou
lymphokines, et stimulent la prolifération et la différenciation des

lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’anticorps.

La balance Th1/Th2

L’activation des cellules T CD4peut conduire a différentes sous-populations T
CD4" effectrices, dont les cellules T CDde type Thl ou de type Th2, définies par leur
profil de cytokines et pouvant mutuellement se réguler. Ainsi les lymphocytes Thi,
producteurs de cytokines pro-inflammatoires (IL-12, NjNsont impliqués dans
immunité a médiation cellulaire et diminuenta I'lFN-y, I'expansion des lymphocytes
Th2 et/ou leur production de cytokines (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 et IL-13) qui favorise la
réponse humorale. L’IL-4 et I'IL-10 produites par les Th2 sont, en retour, capables
d’inhiber la réponse immunitaire a médiation cellulaire et 'expansion des lymphocytes de
type Th1l.

L’orientation des réponses immunitaires est sous le contréle d’'un équilibre entre les
voies Thl et Th2 et un déséquilibre vers l'une de ces deux voies est donc susceptible

d’affecter le développement de la réponse immunitaire protectrice.

Les lymphocytes B
La difféerenciation des cellules B matures nécessite un signal délivré par I'antigene
grace a linteraction d’'une cellule interdigitée et d'un lymphocyte T CD4+. Cette
interaction entraine I'activation du lymphocyte B et sa différenciation finale en plasmocyte
sécrétant dans un premier temps des IgM, puis ensuite des IgG, IgA ou IgE (phénomeéne de
commutation). Tous les lymphocytes B stimulés par I'antigene ne se transforment pas en
plasmocytes sécrétants, mais certains deviennent, aprés commutation, des cellules B

mémoires a IgG, IgA ou IgE de surface. Les immunoglobulines ainsi sécrétées permettent
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I'élimination d'agents étrangers par des réactions d’'agglutination ou par lyse avec le

concours du complément.

Les cellules dendritiquessont issues des cellules souches de la moelle osseuse et
jouent un réle primordial dans la mise en place et la régulation des réponses immunitaires
faces a des antigénes. Les cellules dendritiques immatures sont retrouvées au niveau de
tissus périphérique ou elles sont en renouvellement permanent a partir des précurseurs
issus de la moelle osseuse. La maturation et la migration des cellules dendritiques sont
assurées par des signaux issus du drainage lymphatique, telle que les produits microbiens
ou certaines cytokines. Les cellules dendritiques matures contrélent la prolifération des
lymphocytes T, mais également la différenciation et la polarisation de la réponse
immunitaire (Grewal and Flavell 1998). Ainsi, les cellules dendritiques produisent
différents types d’interleukines comme IL-12, IL-18, KMNu IL-23 orientant ainsi la
réponse vers un profil de type Thl, ou alors produire de IL-4 et de IL-10 orientant vers un
profil de type Th2 (Coombes and Powrie 2008).

Les cellules dendritiques sont présentes au niveau des plagues de Peyer, des
ganglions lymphatiques mésentériques, déataina propria, des follicules lymphoides
associés a I'épithélium et certainement au niveau de I'épithélium intestinal. Elles sont
décrites pour jouer un réle primordial dans la régulation des différentes fonctions du
systeme immunitaire intestinal : la tolérance aux antigenes alimentaires et de la flore
commensale, ainsi que la régulation de I'inflammation intestinale. Les prolongements des
cellules dendritigues possédent la capacité de traverser I'épithélium intestinal par les
jonctions serrées pour capter les bactéries luminales. Ce processus s’accompagne d’une
stimulation de la synthese protéique d’occludine et ZO-1 et le maintien de I'étanchéité de

I'épithélium (Rescigno et al. 2001).

Les polynucléairesou granulocytes sont divisés en trois classes sur la base de
'apparence histologique de leurs granules apres coloration: les neutrophiles, les
eosinophiles et les basophiles. Le recrutement des neutrophiles au niveau du site
inflammatoire représente la premiére ligne de défense de I'hdte en cas d'infection. Les
neutrophiles sont de puissants phagocytes, ils représentent 50 a 75% des leucocytes du

sang. Sous linfluence de facteurs chimiotactiques variés, les neutrophiles marginés
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migrent jusqu’au foyer inflammatoire, ou, grace a des récepteurs membranaires
spécifiques, ils vont fixer et phagocyter les particules étrangéres opsonisées (C3 et IgG).

Le pouvoir lytique des neutrophiles vis-a-vis des microorganismes pathogenes est
lié a la présence dans leurs granules sécrétoires de nombreuses enzymes dont certaines
participent a la dégradation de la particule phagocytée, alors que d’autres générent des
radicaux libres oxygénés toxiques pour de nombreux pathogénes (bactéries, virus,
parasites). A tout cela s'ajoute un assortiment de substances antimicrobiennes et un pool

important de récepteurs cytoplasmiques membranaires.

Les macrophagessont des cellules qui proviennent des monocytes circulants qui
se sont infiltrés dans les tissus. Le tractus gastro-intestinal contient le plus large réservoir
de macrophages de I'organisme. Les macrophages contribuent a ’'homéostasie tissulaire en
retirant les cellules mortes et les autres débris. Les macrophages intestinaux résidant
possédent un phénotype différent des monocytes circulants. En fait, en condition non-
inflammatoire les macrophages intestinaux résidants expriment tres faiblement le récepteur
CD14, un récepteur permettant la détection de bactéries Gram-négative (Smith et al. 2005;
Rescigno et al. 2008). Ceci permet de contréler la tolérance immunitaire requise dans ce
tissu important, riche en flore bactérienne inoffensive. Localisé @anisia propria a
proximité des bactéries du lumen intestinal et des stimuli antigéniques, les macrophages
intestinaux jouent un réle important dans la défense de I'héte par la reconnaissance, la
phagocytose et la destruction des bactéries pathogenes (Platt and Mowat 2008). Apres la
digestion du pathogene le macrophage peut se comporter comme une cellule présentatrice
d’antigene et qu’induit I'activation de lymphocytes Thl ou Th2.

Les mastocytessont des cellules produites dans la moelle osseuse a partir des
cellules souches pluripotentes. Ills expriment trés précocement des récepteurs
membranaires pour les immunoglobulines de haute affinité tels que les récepi®lirs Fc
FcyRII/III, avant méme la maturation de leurs granulésrétoires. Leur croissance et leur
différenciation sont sous l'influence de diverses cytokines telles que I'lL-3, le Stem Cell
Factor, I'lL-4, IL-9, IL-10 et le NGF Nerve Growth Factgr(Metcalfe et al. 1997). Dans
les conditions normales, les mastocytes sont localisés au niveau des tissus en contact étroit
avec les organismes pathogenes (la peau, les poumons, le tractus uro-génital et le tractus

gastro-intestinal). A ce niveau, les mastocytes sont le plus souvent retrouves agrégés autour
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des nerfs, des vaisseaux sanguins et des vaisseaux lymphatiques, et constituent ainsi une
importante premiére ligne de défense contre les pathogenes.

Les mastocytes possedent des granules sécrétoires qui libérent leur contenu suite a
leur activation. Les mastocytes peuvent sécréter une large variété de meédiateurs : des
médiateurs préformés associés aux granules sécrétoires (histamine, sérotonime, TNF
facteurs chimiotactigues hydrolases et tryptase) et des médiateurs néo-formés comme

certains métabolites de I'acide arachidonique et des cytokines.
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CHAPITRE Il

LES OESTROGENES - DE LA SYNTHESE A
LEUR FONCTION

2.1 La synthese et le métabolisme des cestrogénes

La synthese des cestrogénes commence a partir du précurseur commun pour toutes les
homones stéroides, le cholestérol. Les besoins de la cellule en cholestérol stéroidogene
sont assurés par les esters du cholestérol véhiculés par les lipoprotéines de basse densité
(LDL). Les étapes de la synthése stéroidienne se situent dans les mitochondries et le
réticulum endoplasmatique. La premiére étape de la stéroidogéenese est la production de
pregnénolone a partir du cholestérol, une réaction catalysée par le cytochrogg b0
chain cleavage, coupure de la chaine latérale) (Figure 6). La pregnénolone est alors
modifiée par différentes étapes enzymatiques :

- conversion en progestérone par le complexe enzymatiqueydpxystéroide

oxydoréductase™*°- isomérase

- dternativement, hydroxylation en position 1&ous I'action catalytique de la :7a

hydroxylase (1@OH) produisant la 14aydroxypregnénolone.

- Lecytochrome P450Q (17-20 desmolase) assure la coupure de la chaine latérale de

la 17a¢hydroxypregnénolone et la conversion en dehydroépistetone (DHEA).
A son tour le DHEA est converti par le complexe enzymatiqu®Bpdéshydrogénase en
andiosténedione et ce dernier est transformé en testostérone sous I'action deld-17
déshydrogénase. La testostérone est ensuite aromatisée en cestradiol par le cytochrome
P45Q,, (aromatase).

Alternativement, le DHEA peut étre converti par la -T-déshydrogénase en
andiosténediol et par la suite transformé en testostérone.

Chez les primates, les surrénales sécrétent des quantités importantes de DHEA et son
métabolite sulfate (DHEA-S). Ces stéroides servent de précurseurs aux androgénes et

cestrogenes dans les tissus périphériques.
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Figure 6: Voies principales de biosynthése des cestrogénes

Les principales hormones produites dans les tesdicgtnt la testostérone et
I'androsténedione, bien que la production de I'cestradiol par les cellules Leydig est aussi
bien connue (Hess 2003).

Chez la femme, les ovaires produisent des cestrogenes et des androgenes. Apres
I'activation par I'hormone lutéinisante (LH) des cellules thécales, qui expriment de hauts
niveaux cytochrome P45%f) les ovaires transforment le cholestérol en testostérone. Aprés
stimulation par 'hormone folliculsstimulante (FSH), la testostérone est ensuite aromatisée
en oestradiol dans les cellules de la granulosa des follicules en croissance. Apres
I'expulsion de I'ovocyte de l'ovaire, le follicule devient corps jaunergus luteun et
produit de la progestérone. De faibles quantités d’cestrogenes sont également produites par
les glandes surrénales. Au cours de la grossesse, des quantités importantes d’oestrogenes
sont formées dans le placenta. En période de post-ménopause, la production
considérablement réduite d’cestrogenes est partiellement compensée par la conversion de
I'androsténedione dans les tissus non ovariens (surrénales, foie, tissus adipeux, muscles

squelettiques, reins et cerveau) (Lievertz 1987).
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2.2 Les récepteurs aux cestrogenes

Depuis les années 1950, I'implication de I'cestradiol dans la croissance des organes
génitaux et la physiologie de la reproduction chez la femme est bien connue. Par contre, les
processus biochimiques mis en jeu ont été identifiés beaucoup plus tard. Dans les années
1960, Jensen et Jacobson ont démontré que l'oestradiol ne subit pas de modification
chimique et qu’il était retenu au niveau des tissus du tractus génital chez la rate (Jensen and
Jacobson 1962). Ces résultats ont permis a Jensen d’envisager I'existence d’'une molécule
fixant l'oestradiol dans ces organes, qu’il a appelé récepteur aux oestrogenes (ER).
L’équipe du Pr. Chambon en 1985 a séquencé pour la premiére fois TADNc du récepteur
aux oestrogenes a partir de cellules épithéliales mammaires cancéreuses de la lignée MCF-
7, aujourd’hui appelé ER (Walter et al. 1985). La découverte en 1996 d'ucose
récepteur dans la prostate du rat, not@ BRuiper et al. 1996), a permis de rendre compte
d’'une action des oestrogenes dans d’autres tissus considérés auparavant comme «non

sensibles aux oestrogénes».

2.2.1 Structure des récepteurs nucléaires aux oestrogenes

A présent, il est bien connu que les oestrogenes jouent un réle important dans la
régulation de différents processus physiologiques tels que la croissance et la différenciation
cellulaire, tout en assurant le contrdle de la fonction de reproduction, le développement du
systéme nerveux central, 'hnoméostasie du squelette, du systéme cardio-vasculaire et du
tractus gastro-intestinal. Les effets des oestrogénes sur les tissus cibles sont déterminés par
différents facteurs: le type de ER exprimé (&®/ou (); la balance entre les co-
répresseurs et les co-activateurs; la conformation adoptée par le récepteur apres la fixation
du ligand; I'interaction du complexe récepteur - ligand avec le promoteur des genes cibles
(estrogen responsive element ERE).

Les deux types de récepteurs, cEBt ER3, font partie de la superfamille des
récepteurs nucléaires. lls possedent une organisation modulaire commune: une région N-
terminale (domaine A/B) hautement variable en taille et en homologie de séquences, un
domaine de fixation & TADN hautement conservé — C, une région charniere — D, un
domaine de fixation du ligand — E, et le domaine C-terminal — F (Figure 7) (Kumar et al.
1987).
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Figure 7: Les domaines fonctionnels des récepteurs aux oestrogenes.
Les ER: et ER3 possédent un domaine de liaison a 'ADN hautement conservé et des domaines N- et C-
terminaux assez peu conservés. Les activités transformationnelles ligand-dépendantes des ERs sont médiées
par la fonction de transactivation AF-2. &Bontient un domaine constitutif AF-1, tandis qufEfRe possede
pas de domaine AF-1. Les rectangles représentent le nombre de résidus dans chaque séquence. Modifié
d'aprés (Hall and McDonnell 2005) .

= Le domaine A/Best impliqué dans les interactions avec les co-régulateurs pour
contrdler la transcription. Ce domaine présente seulement 18% d’homologie de
séquence entre lRet ERB, ce qui pourrait expliquer les différences de répons
entre les deux récepteurs selon le promoteur, le type cellulaire ou le ligand.

» Le domaine Cest responsable de la liaison a I'ADN et est également impliqué
dans la dimérisation des récepteurs nucléaires. Ce domaine présente 97%
d’homologie de séquences entredsR ERB.

= La région charniere D assure une importante flexibilité a la structure
tridimensionnelle du récepteur entre les domaines E et C. Ce domaine est
également impliqué dans le passage du récepteur au travers de I'enveloppe
nucléaire (Picard and Yamamoto 1987).

*» Le domaine de fixation du ligand — Eest le second domaine le plus conservé
entre les deux types ERs (58% d’homologie de séquence). Ce domaine joue un
réle important dans la fixation du ligand, la dimérisation des récepteurs, la
localisation nucléaire et I'interaction avec les co-régulateurs.

» Le domaine F diminue la capacité de dimérisation du récepteur et par
conséquent diminue son activité transcriptionnelle (Peters and Khan 1999). Ce

domaine posséde une séquence fortement variable.
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2.2.2 Mécanismes d’action des récepteurs aux cestrogenes

Les études montrent que les mécanismes d’actions dans les effets biologiques des
oestrogenes sur les tissus cibles sont multiples. Ces voies d’activation se déclenchent soit
apres la fixation du ligand (ex. oestradiol) au récepteur (ligand — dépendant) ou en absence
d’hormone (ligand — indépendant). Les voies de signalisation ligand — dépendantes peuvent
se réaliser par la voie génomique ou impliguer un mécanisme non-génomique (Heldring et
al. 2007) (Figure 8).

Figure 8: Mécanismes d’action des récepteurs aux oestrogenes.
(Heldring et al. 2007) (explication dans le texte)

2.2.2.1 Mecanisme d’action génomique

Les voies de signalisation génomiques permettent de réguler la transcription des
genes cibles par le biais de la fixation du récepteur intracellulaire a son élément de réponse

aux oestrogenes (ERE) au sein du promoteur de genes cibles (voie classique) ou par des
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interactions protéines — protéines avec d'autres facteurs de transcriptions (voie ERE —
indépendante).

Activité transcriptionelle génomique ERE-dépendante (classiqueg: récepteur
en l'absence d’oestradiol est retrouvé sous forme d'un hétérocomplexe (complexe
transitoire) formé par les protéines chaperonnes telles que les protéines de choc thermique
Hsp Heat shock protein) et les immunophilines (Ylikomi et al. 1998). La fixation du
ligand induit la dissociation du complexe, la modification de conformation et la
dimérisation des ERs (Hall et al. 2001). Les dimeres ainsi formés se fixent sur les
séquences d’ADN — ERE et entrainent le recrutement des co-régulateurs et de facteurs de
transcription sur les régions promotrices initiant I'activation de 'ARN polymérase Il et la
synthese de nouveaux ARNm. En fonction du type cellulaire et des promoteurs mis en jeu,
le récepteur peut alors exercer une activité stimulatrice ou inhibitrice vis-a-vis de

I'expression des genes cibles.

Activité transcriptionelle génomique ERE-indépendant€ertains géenes regulés

via les ERs ne présentent pas, dans leur région promotrice, de séquence d’ADN similaire
aux ERE. Dans ce cas le domaine C (responsable de la liaison a 'ADN) des ERs ne se fixe
pas sur '’ADN, mais interagit avec les facteurs de transcription et autres protéines
régulatrices pour induire I'expression des génes. Le récepteur s’associe souvent avec la
protéine Spl (Stimulating protein 1) formant le complexe ER-Sp1l. Ce complexe se fixe sur
la séquence régulatrice spécifique, riche en GC, de la région promotrice du géne pour
induire la transcription du gene (Hall et al. 2001). Les ERs peuvent également interagir
avec les facteurs de transcription c-Fos et c-Jun. Le complexe ainsi formeA&RvatOr
Proteine-1) peut se fixer sur des sites nucléotidiques et moduler I'expression génique.
Cette voie de signalisation est impliguée dans la transcription de genes tels qu’IGF-1

(Insulin-like Growth Factor-1).

Activité transcriptionnelle indépendante du ligandEn parallele d’'une activation
hormono-dépendante, ER peut étre modulé par des signaux extracellulaires, en absence
d’cestradiol. Ce mécanisme se réalise grace a I'habilité de certains facteurs de croissance
telle que EGF Epidermal Growth Factgr IGF et TGl (Transforming Growth Factgr

d’activer les ERs et d’'induire I'expression des génes cibles.
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2.2.2.2 Mécanisme d’action non génomique

Le mécanisme non-génomique impliqgue des ERs autres que les récepteurs
nucléaires classiques, dont la structure exacte suscite encore des nombreux débats. Ces
effets des cestrogenes sont également appelés « effets rapides ». L'cestradiol se fixe sur des
récepteurs non-nucléaires ce qui entraine une activation de plusieurs voies de signalisation
cellulaire telles que l'activation des MAP kinases, des phophatidyl-inositol 3-kinases
(PI3K), de la phospholipase C (PLC), de la protéine kinase C (PKC), de la NO synthase

endothéliale (eNOS), ou encore de la voie de 'EGFR (Epidermal growth factor receptor).

2.2.3 Existe-t-il un troisieme récepteur aux cestrogenes ?

De plus en plus d’études mettent en évidence la capacité de I'cestradiol a induire
des effets physiologiques trop rapides (de I'ordre de quelques secondes a la minute) pour
qgue les récepteurs nucléaires soient impliqués. L'existence d’'un troisiéme type de ER est
aujourd’hui bien acceptée, mais sa structure exacte et sa localisation cellulaire ne sont pas
encore connus et incitent plusieurs controverses (Losel et al. 2003).

Une premiere hypothese suggere que ce récepteur est localisé dans la membrane
plasmatique, posséde une structure similaire a celle des récepteurs nucléaices3ER
les effets rapides sont bloqués par I'antagoniste pur des ERs, le ICI 182,780. Les adeptes
de cette hypothése soutiennent qu’approximativement 5-10% des tous les ERs ont une
localisation plasmatique qui est variable d’'un type cellulaire a I'autre. Cette capacité des
ERs a s’associer a la membrane est due a une modification post-traductionnelle
(palmitoylation, méthylation), vu que les ERs ne possédent pas de domaine
transmembranaire (Acconcia et al. 2005; Le Romancer et al. 2008). Les études menées sur
des souris DERKO, knock-out pour les génes codant pour lesgRmontrent une perte
des tous les effets cestrogeno—dépendants, génomiques et non-génomiques (rapides)
(Pedram et al. 2006). De plus, ces mémes études montrent une incapacitédstridfol
a induire des effets rapides sur la lignée cellulaire de cancer du sein MCF7 rendues
« silencieuses » par siRNA pour &£Bu ER3.

Une autre hypothése invoquée est que I'oestradiol se fixe sur un récepteur couplé a
la protéine G (GPR30 & Protein coupled Receptor 30) pour induire les effets rapides.
Des études effectuées sur la lignée cellulaire humaine de cancer du sein SKBR3 qui

n'exprime pas les ERs nucléaires classiques montrent que I'administration d’oestradiol
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induit des effets rapides telles que la régulation du flux de calcium, I'activation des canaux
potassiques, des phosphorylations (Filardo and Thomas 2005). L'implication de GPR30
dans les effets rapides des oestrogénes est également confirmée sur la lignée cellulaire
MCF7. Les études montrent une perte des effets rapides sur la lignée invalidée par siRNA
pour GPR30, mais aucune modification sur la lignée non-modifiée et sur la lignée
invalidée par siRNA pour ER(Ariazi et al. 2010). Des études récentes effectsgaeses
souris GPR30-déficientes invoquent l'implication de ce récepteur dans d’autres effets
connus des oestrogenes, tel que le métabolisme glucidique, la croissance osseuse, la
libération d’'insuline des cellulgg-pancréatiques (Martensson et al. 2009). En revanche
d’autres études également sur des souris GPR30-déficientes n‘ont montré aucune
modification dans le métabolisme glucidique (Isensee et al. 2009), ce qui suggére une
variabilité de phénotype chez ces souris d’'un groupe de recherche a l'autre, et provoquant
des nombreux débats sur le réle exacte de ce récepteur.

Une étude récente évoque I'hypothese que le GPR30 s’associe avec le récepteur
membranaire E& pour moduler les voies de signalisation des king§¥escqua et al.
2006).

2.3 Fluctuation des oestrogénes au cours de la vie

Les oestrogenes sont les principales hormones sexuelles chez la femme, bien qu’on
les retrouve également chez les hommes, en quantité moins importante et produits par les
cellules de Leydig. Trois types de oestrogénes existent : I'oestradiol, I'oestriol et I'estrone.
L'oestradiol est I'cestrogéne dominant et posséde la plus forte activité hormonale sur les
ERs.

2.3.1 De la vie fcetale a la puberté

Chez le nouveau-né femelle, les ovaires commencent a secréter des cestrogenes vers
10-12 jours post-partum et les concentrations plasmatiques augmentent progressivement
jusqu’a l'installation de la puberté (30-33 jours chez les rats). En effet, les études chez
I'animal ont montré qu’en période foetale, puis dans la premiére semaine de vie néonatale,
les ovaires ne possedent pas tout I'équipement enzymatique nécessaire a la production

d’oestradiol. L’'aromatase ovarienne responsable de la conversion de la testostérone en
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oestradiol n’est acquise en quantité suffisante qu’a partir de la deuxiéme semaine (faible
niveau détecté dés 1€ jour postnatal), exprimée par les cellules de la granulosa des
premiers follicules en développement (Mazaud Guittot et al. 2006). Par ailleurs, le foie
foetal synthétise une protéine, appelédoetoprotéine, capable de complexer les
cegrogenes circulants d’origine maternelle, pour protéger le faetus en développement d’'une
exposition trop précoce a l'oestradiol et ses dérives (Bakker et al. 2006). Ainsi en fin de
gestation, Montano et collaborateurs ont détecté chez le foetus femelle des niveaux
circulants d’cestradiol équivalents a ceux des femelles adultes en diestrus, avec un pic de
concentration équivalente a celles d’une femelle adulte en proestrus a 4h post-partum, qui
diminue rapidement jusqu'a des concentrations non détectables dans les 48 heures qui
suivent la naissance (Montano et al. 1995). Ces oestrogenes circulants sont bien d’origine
maternelle, étant donné que le pic d'cestradiol a 4 h post-partum a également été retrouvé
chez les nouveaux-nés males par les mémes auteurs.

Chez 'homme, les données sont plus limitées. En période foetale les cestrogenes
sont également complexés par-tbetoprotéine. Dans les premiers 12-24 mois dedes,
niveaux plasmatiques élevés en cestrogénes sont détectés (Grumbach 2002), mais leur
origine n’est pas expliquée. Ensuite, la courbe de sécrétion des cestrogenes est semblable a
la progression observée chez les animaux de laboratoire : un début de sécrétion par les
ovaires a partir de 6-7 ans et des concentrations plasmatiques croissantes jusqu'a la puberté
(Grumbach 2002). L'apparition de la puberté est caractérisée entre autre par la mise en
place des variations cycliqgues des taux circulants de stéroides sexuels, accompagnées de
modifications morphologiques au niveau utérin (développement cyclique de I'endometre)

et ovarien (de la croissance folliculaire au développement du corps jaune).

2.3.2 La vie adulte — une succession de modifications

cycliques

De la puberté a la ménopause, les variations en concentrations circulantes
d’hormones sexuelles (oestrogenes et progestérone) sont le résultat d’'une cyclicité de
I'activité ovarienne, nécessaire a la fonction de reproduction, et résultant en I'apparition
périodique soit d’'un comportement d'cestrus chez l'animal (cycle oestral), soit d'un
saignement utérin (ou menstruation) chez la femme (cycle menstruel). Ces événements se

répetent avec une grande régularité quand I'ovulation n’est pas suivie de fécondation. Le
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cycle sexuel, gu'’il soit oestral ou menstruel, est constituée de deux périodes consécutives :
la phase folliculaire et la phase lutéale. La phase folliculaire correspond a la période de
recrutement des follicules primordiaux — sélection — dominance du(es) follicule(s)

préovulatoire(s) jusqu'a I'émission de l'ovule (ovocyte). La phase lutéale débute apres

I'ovulation et se finalisent avec la régression fonctionnelle du corps jaune.

Le cycle menstruethez les femmes dure en moyenne 28 jours, avec une ovulation
apparaissant vers la Wjournée du cycle. Au début de la phase folliculaire, les niveaux
plasmatiques d’oestrogénes et de progestérone sont trés faibles. A ce moment la sécrétion
de FSH par I'hypophyse stimule le développement des follicules primaires (préantraux) et
secondaires (antraux). La production d’oestrogenes augmente graduellement au fur et a
mesure qu’ils sont sécrétés par la granulosa et les cellules de la theque des follicules en
croissance. Vers la % journée du cycle, la concentration d’'oestrogénes atteint son
maximum (pic préovulatoire). Ce pic de production induit la maturation rapide du follicule
préovulatoire vers un follicule mature dit de « De Graaf ». Les oestrogenes par un
mécanisme déeed-back posititimulent la libération des hormones hypophysaires FSH et
LH, dont les concentrations deviennent maximales F‘é”e]j@ur du cycle, déclenchant
I'ovulation. La phase lutéale qui suit est caractérisée par la formation du corps jaune sous
I'action de la LH, une lutéinisation qui débute immédiatement aprés I'ovulation. Le corps
jaune produit majoritairement de la progestérone, alors que les cellules de la granulosa qui
subsistent en son pourtour continuent de sécréter des ocestrogenes (toutefois dans une
moindre quantité qu’au cours de la période folliculaire). Enfin, I'involution du corps jaune
induit la chute brutale de production d’cestrogenes et de progestérone, déclenchant la

desquamation de 'endometre et I'apparition des menstruations (Figure 9).
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Figure 9: Profil hormonal au cours du cycle menstruel et développement de I'endomeétre.

Le cycle oestralchez les rates est beaucoup plus court, 4-5 jours, mais des
modifications tres similaires au cycle menstruel peuvent étre observées, avec quelques
particularités liées a I'espece. Le cycle oestral est divisé en 4 stades : proestrus, cestrus,
metestrus (appelé parfois diestrus précoce) et diestrus. Le proestrus et I'cestrus
correspondent a la phase folliculaire, tandis que le metestrus et le diestrus correspondent a
la phase lutéale. La concentration plasmatique en oestrogénes commence a augmenter tres
tét dans la matinée du proestrus, pour atteindre un pic de production vers midi. Comme
dans I'espece humaine, le pic oestrogénique induit la sécrétion de LH et FSH qui atteint
des concentrations plasmatiques maximales vers 16-18 heures dans la journée du proestrus,

suivi du déclenchement de I'ovulation (Figure 10).
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La sécrétion de la progestérone chez la rate présente certaines différences par
rapport a I'espéce humaine. Les cellules de la granulosa du follicule pré-ovulatoire sont
capables de sécréter de la progestérone, ce que détermine la présence de cette hormone au
niveau plasmatique tardivement dans le proestrus. Ce pic progestéronique joue un role
important dans l'induction de la réceptivité de la femelle (comportement de lordose). La
sécrétion de la progestérone par le corps jaune est ensuite responsable des niveaux élevés
entre I'apres-midi du metestrus et le matin du diestrus (Emanuele et al. 2002; Staley and
Scharfman 2005; Westwood 2008; Wray and Noble 2008).

Ovulation

l

Niveaux hermonaux
plasmatiques

.- Progestérone
T R Oestradiol
- L
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
Diestrus Metestrus Proestrus Oestrus

Figure 10: Profil hormonal au cours du cycle oestral chez la rate

Passée la période fertile, I'épuisement progressif du capital d’'ovocytes chez la
femme, vers 50 ans, induit 'apparition denteénopause Essentiellement appréciée sur
des signes cliniques, la périménopause se caractérise par une irrégularité dans I'apparition
des cycles menstruels (dysménorrhées), conséquence d’'une diminution de la production
des hormones sexuelles (cestrogénes et progestérone) par les gonades. Cette insuffisance
progressive dans [l'activité ovarienne est due a un dysfonctionnement de l'axe
hypothalamo-hypophysaire jusqu'a I'aménorrhée persistante (absence de regles). Des
modifications similaires sont observées chez la rate agée, ou la réduction de la fonction
ovarienne apparait en conséquence d'un déreglement de la fonction gonadotrope

hypothalamo-hypophysaire.

- 40 -



Chapitre Il : Les oestrogenes — de la synthése a leur fonction

2.4 Le role des cestrogenes dans la physiopathologie

intestinale

Les pathologies intestinales chroniques impliquant une altération plus ou moins
importante de la fonction de barriere intestinale sont: 1/les troubles fonctionnels de
I'intestin, parmi lesquelles figure le syndrome de l'intestin irritable (Sll) et 2/ les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) qui recouvrent la rectocolite hémorragique
(RCH) et la maladie de Crohn. Le syndrome de l'intestin irritable (SlI) affecte 10-15% de
la population totale dans les pays industrialisés, avec une prévalence deux fois plus
importante chez les femmes, et est caractérisé par différents symptébmes tels que
I'alternance de diarrhées et de constipation, des ballonnements et des douleurs abdominales
(Taub et al. 1995; Muller-Lissner et al. 2001; Spiller et al. 2007). Les critéres
diagnostiques (Rome Ill) permettent une distinction chez les patients Sll, basée sur la
prédominance des symptomes de diarrhée (SlI-D), de constipation (S1I-C) ou alternée (SlI-
A), la forme SII-C affectant plus particulierement la femme (Longstreth et al. 2006). Bien
que l'étiologie du SlI reste obscure, I'hypothése d'un état micro-inflammatoire de la
muqueuse intestinale accompagnée d’altérations des relations neuro-immunes est de plus
en plus validée (Barbara et al. 2002; Gecse et al. 2008; Piche 2009). Les MICI sont par
contre caractérisées d’emblée par un ensemble des lésions inflammatoires secondaires a
une activation du systeme immunitaire intestinal, touchant tout ou une partie du tube
digestif (Loftus 2004). La maladie de Crohn et la RCH sont deux pathologies chroniques,
récidivantes car caractérisées par des peériodes de rémission alternées de « poussees »
d’activité. L’origine des MICI est également méconnue, impliquant a la fois des facteurs
environnementaux, immunologiques et génétiques, ou le statut hormonal est probablement
impliqué, les MICI, en particulier la maladie de Crohn, s’exprimant principalement chez
des personnes jeunes (14-30 ans), donc en age de fertilité.

Il existe aujourd’hui un consensus pour avancer qu’un point commun dans ces deux
formes de pathologies chroniques est une altération de la barriere épithéliale,
s’accompagnant d'un passage excessif d'antigénes luminaux vers la muqueuse, a l'origine
d’'une réaction inflammatoire, tres faible (microinflammation) ou au contraire aigue
(jusgqu’a la nécrose dans la maladie de Crohn) selon qu’il s’agit respectivement de Sll ou
de MICI. Un deuxieme point commun est la fluctuation des symptémes au cours du cycle

menstruel chez les femmes, a l'origine de la question du lien entre le statut hormonal,
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I'intégrité de la barriere et l'intensité de la réponse inflammatoire. De plus, il apparait
clairement que les traitements hormonaux chez la femme, qu’il s’agisse de l'utilisation a
long terme d’'une contraception orale en période de fertilité, ou celle d'un traitement
hormonal substitutif chez la femme post-ménopausée, ont une incidence dans la
pathogenese et/ou I'évolution des MICI (Timmer et al. 1998; Garcia Rodriguez et al. 2005;
El-Tawil 2008; Kane and Reddy 2008). Cependant des controverses existent, certains
auteurs considérant ces apports exogenes de stéroides comme facteurs de prédisposition
(Gurbuz et al. 1994; Garcia Rodriguez et al. 2005), d'autres voyant plutbt dans le
traitement hormonal substitutif une protection dans I'activité des MICI (Kane and Reddy
2008). Quel que soit la conclusion, toutes ces données cliniques témoignent de l'influence
des hormones stéroides sexuelles (prévalence liée au sexe, activité anti- et/ou
proinflammatoire) dans I'étiologie et I'activité des pathologies intestinales chroniques.
Dans le chapitre qui suit, nous exposerons les données fondamentales sur I'impact du cycle
sexuel en général, et des oestrogenes en particulier, sur les trois critéres clés de la
physiopathologie intestinale : I'intégrité de la barriere épithéliale, la réponse inflammatoire

et la douleur viscérale.

2.4.1 Les cestrogénes et l'intégrité de la barriere intestinale

bY

Une étude concluait en 2005 a un rbéle modulateur de l'oestradiol sur la
peméabilité paracellulaire chez le rat dans les deux sexes (Homma et al. 2005). Sans
apporter de démonstration mécanistique, cette étude dessinait les bases d’'une influence de
la balance oestro-progestative au cours du cycle sexuel sur la perméabilité intestinale et la
notion d’'un dimorphisme sexuel. Ainsi les auteurs ont observé une perméabilité intestinale
plus faible chez les femelles en proestrus (dominance oestrogénique) comparée aux males,
en conditions basales (non-inflammatoires). De plus, la barriére intestinale apparaissait
plus résistante aux lésions tissulaires (acidose, hypoxie) chez les femelles en proestrus par
rapport aux males. Enfin, I'administration de I'oestradiol chez les males induisait une
diminution du flux paracellulaire de dextran-FITC en conditions basales, tout en limitant
les dommages tissulaires face a un stimulus agressif, témoignant d’'un réle apparent
protecteur. Par ailleurs, une sensibilit¢ de la perméabilité paracellulaire aux oestrogenes
circulants a également été mise en évidence au niveau d'autres épithéliums, telle que
I'endothélium vasculaire (Ye et al. 2003), I'épithélium vaginal (Gorodeski 2001) et la

barriere hémato-encéphalique (Kang et al. 2006a). Dans ces systemes la modulation de la
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perméabilité paracellulaire a été observée sur la base de modifications de la résistance
trans-épithéliale par les oestrogenes. Ces effets sont induits par une variation d’expression
des protéines transmembranaires de jonctions serrées, telles que l'occludine et les
claudines.

Dans l'intestin, des études récentes ont mis en évidence une modulation de la voie
trans-cellulaire par les fluctuations cycliques des cestrogenes (Condliffe et al. 2001,
O'Mahony and Harvey 2008). Ces effets des oestrogénes sont rapides et n'impliquent pas
les récepteurs nucléaires. Le transport trans-cellulaire des ions, spécialement la
réabsorption de Naet K™ et la sécrétion du Cla travers la barriere épithéliale est
responsable de I’homéostasie hydrique. Dans un premier temps, les cestrogenes activent
tres rapidement les protéines kinases PKE PKA, induisant la phosphorylation des
canaux potassiques voltage dépendants KCNQ1 et par conséquent, l'inhibition de la
réabsorption du Ket de la sécrétion du ‘QCondliffe et al. 2001; O'Mahony et al. 2007;
O'Mahony and Harvey 2008). Dans un deuxieme temps, les cestrogenes diminuent
I'expression des transporteurs des ions et ces effets sont médiés par les récepteurs
membranaires (O'Mahony et al. 2009).

Les deux types ER et B sont présents au niveau d’intestin chez les rats males et
femelles (Kawano et al. 2004). Les études sur biopsies humaines ont également identifié
ERo et ER3 dans le coOlon normal, dans les deux sexes (Foleyalet2000;
Konstantinopoulos et al. 2003). ERst exprimé au niveau de la muqueuse intestinale et
dans les neurones des plexus nerveux Auerbach et Meissner (Kawano et al. 2¢025t ER
exprimé dans les cellules épithéliales, les neurones des plexus sous-muqueux et
myentériques, les cellules endothéliales, les lymphocytes et dans les cellules musculaires
lisses de lamuscularis mucosa anhuscularis propria(Konstantinopoulos et al. 2003;
Kawano et al. 2004). Au niveau de I'épithélium colique, chez le rat comme chez ’homme,
'ERP est le récepteur dominant (Thomas et al. 1993; Cadliriplhhempson et al. 2001,
Konstantinopoulos et al. 2003), avec un niveau d’expressionpdd&fiRroximativement
deux fois plus important chez la femme comparé a 'hnomme (Campbell-Thompson et al.
2001). L’'ER3 est localisé au niveau cytoplasmique et surtoutéaird des cellules
épithéliales superficielles (Campbell-Thompson et al. 2001; Cho et al. 2007), ainsi que
dans les cellules a la base des cryptes (Konstantinopoulos et al. 2003). Le niveau
d’expression d’ER est plus important dans les cellules en proliférasituées a la base

des cryptes par rapport aux cellules dans la zone de maturation (Figure 11 A), plus proche
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de lumen et dans I'épithélium de surface (Konstantinopoulos et al. 2003), ce qui suggére
un rdle dans la prolifération cellulaire. Dans les lignées cellulaires humaines coliques
d’origine tumorale, comme Caco-2 et T84, [EReste la forme prédominante des ERs
comme dans le cblon normal (Figure 11 B), ce qui les présentent comme un bon modéle
pour appréhendein vitro les effets d’'une exposition a l'oestradiol et a ses agonistes
pharmacologiques (Campbell-Thompson et al. 2001).

Figure 11: Expression de récepteurs aux oestrogénes au niveau du cblon et dans les lignées cellulaires
coliques.

A. La présence de 'immunomarquage deEERa base des cryptes et dans I'épithélium superficiel du
cblon humain normal (grossissement x 40) (Konstantinopoulos et al. 2003).

B. La forte expression de ARNm de ERans les lignées cellulaires humaines coliques HT29, Caco-2,
T84, SW1116. Les niveaux de ARNm dedEsdont trés faiblement exprimés dans les lignées HT29,
Caco-2, T84. Une expression plus forte dexERt observée dans la lignée SW1116, mais qui est
moins importante par rapport a la lignée de cellules tumorales mammaires MCF-7 (Campbell-
Thompson et al. 2001).

Le role important d’ER dans le développement, I'organisation et la maimeaa
architecturale de I'épithélium colique a récemment été mis en évidence chez des souris
déficientes pour ER (Wada-Hiraike et al. 2006). Ces souris KO présententiéfaut de
développement et de maturation de I'épithélium colique, traduit par une hyperprolifération
cellulaire, une perte de la différenciation des cellules épithéliales et une inhibition des
voies apoptotiques. L’invalidation du gene pour BER’accompagne également
d’anomalies des jonctions intercellulaires, qui se traduisent par une diminution de nombre
de desmosomes, la présence de desmosomes asymétrigues et une perte de jonctions

serrées, support de la perméabilité paracellulaire. Par ailleurs, le défaut de prolifération des
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colonocytes chez les souris ER/- témoignent du role probable des oestrogenes dans le
contrle du renouvellement de I'épithélium intestinal, ou une liaison auk dpRarait
freiner la prolifération cellulaire.

Ce role des oestrogenes dans le contrbéle de la prolifération cellulaire au niveau du
cblon est a corréler a I'importante littérature sur le déséquilibre de la balan¢ERER
dans le développement des tumeurs colorectales. En effet, les études sur des biopsies
humaines ont mis en évidence une diminution significative de I'expressiom di&hs la
zonetumorale par rapport a I'épithélium colique normal (Foley et al. 2000; Campbell-
Thompson et al. 2001; Konstantinopoulos et al. 2003). De plus, la diminution progressive
de I'expression d’ER est en directe corrélation avec I'incapacité dekiles cancéreuses
a se differencier. Une perte progressive g3fRendant le processus de la carcinogenése est
égdement observée aussi dans d’autres tissus, telle que la prostate et la glande mammaire
(Roger et al. 2001; Bardin et al. 2004; Yang et al. 2007). Ainsi dans le co6lon, une
prédominance d’expression d’BRapparait protectrice contre la précancérisation des
tissus. Les études cliniques montrent par ailleurs une incidence du cancer colorectal plus
faible chez les femmes en pré-ménopause par rapport aux hommes, suggérant une
protection liée au statut hormonal féminin. Apres l'installation de la ménopause l'incidence
du cancer colorectal augmente, mais le traitement hormonal substitutif s’avere protecteur
contre les pathologies intestinales hyperprolifératives, diminuant de 30 a 40% le risque

d’apparition d’'une tumeur (Nanda et al. 1999; Delluc and Benamouzig 2008).

2.4.2 Les oestrogenes et le systeme immunitaire intestinal

Hormis leurs effets directs sur les cellules épithéliales, les oestrogenes participent
également au contréle de l'activité des cellules immunitaires associées au GALT, ou les
deux formesu et des ERs sont présents. &€Bst exprimé dans les lymphocytes T et B,
dans les cellules dendritiques, les macrophages, les monocytes, les celtuled killer
(NK) et les mastocytes (Curran et al. 2001; Grimaldi et al. 2002; Phiel et al. 2005).
L’expression d’ER est beaucoup moins ubiquitaire, principalement ofésedans les
lymphocytes T CDZet CD§ et dans les lymphocytes B (Phiel et al. 2005).
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2.4.2.1 Influence des cestrogenes sur les cellules immunitaires

Les neutrophilessont les premieres cellules a répondre a une attaque antigénique.
Ces cellules détruisent les pathogenes par la phagocytose et par la libération des radicaux
libres toxiques pour les tissus. Les oestrogénes induisent des modifications dans le nombre
et la fonction des neutrophiles. Par exemple, les oestrogenes suppriment la production des
leucocytes dans la moelle épiniére. L'oestradiol diminue la chimiotaxie des neutrophiles
ainsi que l'adhérence a [I'endothélium vasculaire, ce que prévient [infiltration
neutrophilaire et les lésions tissulaires. Dans les modéles expérimentaux de colite, la
diminution significative de [linfiltration tissulaire par l'oestradiol se traduit par une
diminution de l'activité de I'enzyme myélopéroxidase (MPO), retrouvée dans les granules
azurophiles des neutrophiles (Verdu et al. 2002; Harnish et al. 2004; Houdeau et al. 2007).
Ces effets sont médiés par [ERarnish et al. 2004). La capacité de I'oestradibiniter
le recrutement des neutrophiles dans le foyer inflammatoire est due a sa capacité de
diminuer I'expression des protéines d’adhésion, telle que I'ICAM-1 (Inter-Cellular
Adhesion Molecule 1) (Verdu et al. 2002) et de chemokines, commmeateophage
migration inhibitory factorfHoudeau et al. 2007).

Les macrophagesont impliqués dans la phagocytose et présentent une capacité
importante de sécrétion de protéines pro-inflammatoires et de cytokines. Les macrophages
jouent un role clé dans I'immunité innée et constituent I'une des cibles des oestrogénes au
sein du systéme immunitaire, augmentant notamment leur activité de phagocytose
(Baranao et al. 1992).

Les cellules dendritiquesont des cellules présentatrices d’antigéne, qui activent
les lymphocytes T naifs, et dirigent leur développement vers une réponse inflammatoire de
type Thl ou Th2. Les cestrogenes jouent un réle important dans la différenciation de
cellules dendritiques. Par exemple, le traitement des cellules dendritiques spléniques avec
des cestrogénes diminue la production de dBFd’IL-12, tout en induisant I'expression
des cytokines anti-inflammatoires d’'IL-6 et IL-10 (Yang et al. 2006).

Les mastocytesont des cellules qui se caractérisent par la présence dans leur
cytoplasme de tres nombreuses granulations contenant des médiateurs chimiques libérés
lors des processus inflammatoires ou des réactions allergiques. Le traitement avec des
cestrogenes réduit la libération des protéases par les mastocytes dans le modéle spontané de
colite (modéle transgénique HLA-B27) chez le rat (Harnish et al. 2004). Ces effets anti-

inflammatoires des cestrogenes se manifestent par une diminution d’expression d’ARNmM
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de RMCP -1, -3, -4 Rat mast cell proteay)echez les rats traités avec des doses
physiologiques d’cestradioln vitro, I'administration d’cestradiol inhibe la dégranulation

des mastocytes et la libération de cytokines (Harnish et al. 2004). Dans le méme modéle
expérimental de colite HLA-B27, une autre étude témoigne de la diminution des scores
lésionnels microscopiques apres traitement par ERB-041, un agonigt@HaRis et al.

2003)

2.4.2.2. Les cytokines oestrogéno — sensibles : le cas du macrophage migration
inhibitory factor (MIF)

Les cytokines sont des médiateurs protéiques solubles qui induisent la production
en cascade d’autres médiateurs essentiels au déroulement de l'inflammation, et participent
a chacune des étapes de la réponse inflammatoire (initiation, amplification, entretien ou
résolution et réparation). Les cytokines libérées au cceur du tissu enflammeé interagissent
avec leurs récepteurs spécifiques exprimés a la surface des cellules cibles. L'activation
utilise deux voies de transduction conduisant a deux réponses cellulaires distinctes : 1/ une
réponse cellulaire immédiate (activation de COX, NADPH - oxydase, NOS, induction du
chimiotactisme) et 2/ une réponse cellulaire retardée, impliquant les facteurs de
transcriptions NF-kB et AP1 et leur intervention directe sur le génome : synthése des
protéines (cytokines, protéines d’adhérence) et d’enzymes (COX, LPO, NOS). Trois
groupes de cytokines ont été caractérisés : les cytokines pro- ou anti- inflammatoires, les
cytokines immunorégulatrices et les chémokines.

Parmi les cytokines essentielles a la genése et au maintien de la réaction
inflammatoire, le Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) est une protéine
d’expression ubiquitaire, présente dans les cellules immunitaires, telles que les
macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes et mastocytes, mais également
dans les cellules épithéliales des barrieres biologiques (Baugh and Donnelly 2003;
Calandra and Roger 2003). Contrairement aux autres cytokines, le MIF est exprimé de
maniere constitutive et stocké dans ces cellules, donc ne nécessite pas une synthese
protéiguede novo pour permettre leur sécrétion, comme les interleukines par exemple.
Lors d'un stimulus inflammatoire, le MIF est rapidement libéré par les cellules
immunitaires et épithéliales pour inhiber la migration aléatoire des macrophages en
induisant leur accumulation sur la zone lésée. Le MIF est un véritable « chef d'orchestre »

dans la cascade immuno-inflammatoire. Située en amont de la cascade d'évenements
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immuno-inflammatoires, cette cytokine stimule de fagon directe ou indirecte la production
d’un large spectre de molécules pro-inflammatoires, telles que des cytokinas, (FNF

v, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 et madophage inflammatory protein 2), 'oxyde nitrique, la
cyclo-oxygénase 2 (COX2) et les produits de la voie métabolique de I'acide arachidonique,
ainsi que certaines métalloprotéinases matricielles (Calandra and Roger 2003). Chez les
patients souffrants de la maladie de Crohn ou de RCH, des niveaux élevés de MIF ont été
détectés dans le sérum ainsi qu’au niveau intestinal, en particulier dans le cytoplasme des
cellules épithéliales (de Jong et al. 2001; Murakami et al. 2001; Maaser et al. 2002). De
plus, les études sur des souris transgéniques sur-exprimant le MIF ont mis en évidence
I'induction rapide d’'une colite dés les tres faibles doses de Dextran Sulfate de Sodium (1%
DSS) normalement sans effet chez les souris sauvages (Ohkawara et al. 2005). Enfin,
I'administrationin vivo d’un anticorps anti-MIF neutralisant la bioactivité de la cytokine
améliore significativement les manifestations cliniques et histologiques dans les deux
modeles expérimentaux de colites (modéle DSS et TNBS - acide trinitrobenzéne
sulfonique) (Ohkawara et al. 2002). La réduction de la sévérité de la colite expérimentale
suite au traitement avec l'anticorps anti-MIF est due a linhibition d’expression des
cytokines Th1l comme le TNfet I'IFN-y.

Les études récentes de notre équipe ont montré que I'expression basale et induite de
MIF était sous le contrble des hormones sexuelles (Houdeau et al. 2007). Chez la rate,
I'expression basale de MIF dans le cOlon n’est pas stable, mais varie au cours du cycle
sexuel, contrairement au THFet I'IL-1[3 qui restent stables dans les tissus. Cette variation
du contenu basal en MIF se traduit par une surexpression pendant la phase lutéale
(dominance de la progestérone) et une diminution dans la phase folliculaire (dominance
cestrogénique). De plus, un traitement par I'oestradiol chez la rate ovariectomisée (OVX)
diminue significativement les niveaux tissulaires du MIF dans le modéle de colite
expérimentale (TNBS et DSS), tant au niveau de I'épithélium colique que dans les
ganglions nerveux entériques, et s’accompagné d'une réduction de [linfiltration
neutrophilaire et d’'une amélioration des scores histologiques. Les propriétés oestrogeno-
sensibles du MIF sont intéressantes a exploiter dans I'évaluation du potentiel oestrogéno-

mimétique des perturbateurs endocriniens, comme le bisphénol A.
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En dessous du MIF, l'interleukine-1pt le TNFu sont essentielles a la genese de la
réaction inflammatoire et son maintien. Ces cytokines sont produites essentiellement par
les cellules phagocytaires (macrophage, monocytes). Elles peuvent étre synthétisées en
guantité moins importante par de nombreuses d’autres cellules activées, telles que les
neutrophiles, les mastocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les lymphocytes T
et B. Ces cytokines sont a l'origine d’'une augmentation du catabolisme cellulaire et de la
synthese de protéines de I'inflammation. Dans maladie de Crohn et la RCH, les cytokines
TNFa et IL-1p sont essentiellement produites par les cellulesomadées des muqueuses
(Reimund et al. 1996). En effet, des cellules mononuclées ldeniaa propria isolées a
partir de biopsies de patients MICI secrétent in vitro des quantités importantes de cytokines
inflammatoires. L’IL-1Bet le TNFe induisent le recrutement des neutrophiles dansyker fo
inflammatoire et stimulent la production d'autres cytokines impliguées dans les
destructions tissulaires. Comme dit plus haut, les niveaux tissulaires d8L-IRFo ne
présentent pas de modifications au cours du cycle sexuel chez la rate, mais en diminuant la
production de MIF dans une colite expérimentale, un traitement a I'oestradiol réduit par
voie de cascade la production tissulaire d’IL{Houdeau et al. 2007). Concernant le
TNFo, sa régulation par les oestrogenes est assez eardbtiépend de la dose de
'oestradiol administrée. En effet, les taux de TBNFfestent élevés lors d’'une colite
expérimentale chez les rates OVX traitées avec des doses physiologiques d’oestradiol
(Houdeau et al. 2007), tandis que des doses supra- physiologiques réduisent

significativement le taux sérique de TWESener et al. 2005).

Enfin I'Interféron p (IFN-y) est une cytokine pro-inflammatoire qui possede une
forte activité antivirale et qui joue un réle important dans la stimulation des lymphocytes T
et les cellulesatural killer. IFN-y est une cytokine clé qui posséde un réle majeur dans
I'induction et la progression de MICI, plus particulierement dans la maladie de Crohn
(Breese et al. 1993). Des quantités importantes diiFddnt secrétés par les cellules
mononutées de ldamina propria du célon des patients atteints de la maladie de Crohn
(Breese et al. 1993). Dans le modele expérimental de colite induite par le DSS, une
corrélation positive a été observée entre les niveaux produits ¢'létNa sévérité des
lésions tissulaires (Ito et al. 2006). L’'IFNest responsable de la libération de certaines
chamokines impliquées dans la progression de l'inflammation au niveau intestinal, telles

que le MIG Monokine induced by interferon; I'lP-10 (interferon-inducible protein 10)
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et le MCP-1(monocyte chemoattractant protein-1) (Ito et al. 2006). Des doses supra-
physiologiques d’oestradiol (équivalentes a celles atteintes pendant la grossesse) diminuent
'expression de IFNr dans la colite expérimentale au DNB (acide dinitrozeme
sulfonique) (Verdu et al. 2002).

2.4.3 Les cestrogénes et la douleur viscérale

2.4.3.1 Douleur viscérale et les voies de transmission douloureuse

La douleur est définie comme une expérience sensorielle et émotionnelle
désagréable, associée a une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite dans des
termes évoquant une telle lésion. Dans le mécanisme de la douleur, il est important de bien
distinguer I'hnyperalgésie de I'allodynie. L’hyperalgésie est définie par une augmentation
des réponses a des différents stimuli et est liee a une sensibilisation des nocicepteurs.
L’allodynie est caractérisée par I'apparition de la douleur suite a une stimulation

normalement non douloureuse (Figure 12).

100 1
I

Hyperalgésie |

S0

60
I

0 Allodynie

Sensation de douleur

Seuil Seuil
douleur douleur

\T)ouleur

normal

-

Non nocif | Nocif Intensite du stimulus

Figure 12: Relation entre intensité du stimulus douloureux et sensation douloureuse.
(Gebhart 1999)

La transmission de la douleur par le systéme nerveux sensitif (ou afférent) est un
phéhomeéne complexe impliguant des mécanismes électrophysiologiques et

neurochimiques, ou 3 étapes vont se succéder (Figure 13) :
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» ['élaboration de linflux au niveau du nocicepteur et sa transmisgesn
I'afférence nerveuse périphérique, dont les corps cellulaires sont localisés dans
les ganglions rachidiens (ganglion des racines dorsales de la moelle),

* le relais et la modulation au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniére
(transmission de I'influx, blocage ou amplification, convergence des différents
influx),

* lintégration au niveau du cerveau qui le transforme en message conscient :
sensation douloureuse avec une composante sensori-discriminative (intensité,
localisation, durée du stimulus nociceptif), et une composante émotionnelle et

affective désagréable.

Les nocicepteurs sont des récepteurs sensoriels, capables d’étre activés par des
stimuli périphériques. Ces récepteurs sont constitués par les terminaisons libres des
afférences nerveuses amyéliniques (extrémités distales de la projection dendritique)
constituant des arborisations plexiformes dans la paroi des visceres.

Apres activation des nocicepteurs, l'influx nociceptif se dirige par des fibres
nerveuses afférentes vers la moelle épiniere ou les axones des neurones afférents font
synapse avec des interneurones dans les cornes dorsales de la moelle épiniére. Les
afférences de la vessie ou du célon empruntent la voie parasympathique afin de transmettre
les messages douloureux en provenance des visceres. Les fibres nerveuses a I'approche de
la moelle épiniere s’organisent en deux groupes : les grosses filbifeamyélinisées qui
prennent la position dorso-médiane dans la racine, et les filiret & qui occupent la
postion ventro-latérale de la racine. Les fibrea/f\sont responsables de la transmission
rapide des sensations tactiles et proprioceptives. La sensation de douleur est transmise par
les fibores A et C. Les fibres A sont faiblement myélinisées et responsables de la
transmission rapide (vitesse de 4 a 30 m/s) de la douleur localisée et précise, comme la
pigdre. Les fibres C sont responsables de la transmission lente (vitesse de 0,4 a 2 m/s) de la
douleur diffuse, mal localisée, tardive de type bralure.

A partir des relais interneuronaux de la corne dorsale, s’organisent des circuits
réflexes spinaux par I'intermédiaire de chaines d’interneurones. Le message nociceptif se
poursuit alors par les voies spinales ascendantes jusqu’aux centres supragpirsx

neurones de®@®ordre. Deux voies principales véhiculent le message nociceptif :
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- la voie spinothalamique latérale qui se termine au niveau de trois zones du
thalamus : la région ventro-postéro-latérale, postérieure et médiane qui relaye ensuite
'information vers le cortex sensoriel. Cette voie est constitué des fibdegt Aest
responsable de la localisation et de la perception de l'intensité de la douleur (Craig and
Burton 1981).

- la voie spinothalamique médiane ou spinoréticulaire — se compose surtout des
fibres C qui transmettent la douleur lente et diffuse. Leurs synapses s’articulent avec les
noyaux de la formation réticulée du tronc cérébral et les noyaux thalamiques médians. Les
messagers afférents sont ensuite transmis vers le cortex frontal et le systéme limbique,
deux régions responsables des émotions et de la mémoire. La faible vitesse de conduction
des fibres C, le caractere diffus des grands champs récepteurs ainsi que les structures
supérieures impliquées dans cette voie en font une candidate type pour la perception de la
composante désagréable de la douleur.

Cortex sersonel
s

Lobe frortal

2em¢ pelais thalamique  systeme

Voie spinothalamique médiane
ou spinoréticulaire

Voie spinothalamique latérale

Mésencéphale\

Protubérance > bulbe rachidien

1" relais spinal

Figure 13: Voies de la douleur : faisceaux spinothalamiques latéral et médial.
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D’autres voies ascendantes et structures impliqguées dans la nociception ont été
nouvellement décrites :

* Le faisceau spino-parabrachio-amygdalien qui joue également un réle important
dans la transmission des messages douloureux vers les centres supérieurs (Bernard and
Besson 1990). Ces neurones sont activés par des stimulations cutanées, mais également par
des stimulations viscérales. lls se projettent au niveau du noyau central de I'amygdale.

* Le faisceau spino-parabrachio-hypothalamique qui pourrait jouer un role majeur
dans les composantes végétatives et endocriniennes de la douleur.

L’information nociceptive est transmisse du thalamus au cortex céndbrés
neurones de ®3° ordre. Le thalamus est un lieu de convergence de multiples voies
nodceptives directes ou indirectes. En fait, I'information véhiculée par les faisceaux
spinaux ascendants se projette respectivement sur :

- les noyaux du thalamus postérieur avant d’étre envoyée directement vers le cortex
somatosensoriel. Ces structures interviennent donc dans le codage, l'identification
et la localisation du stimulus nociceptif. Cette voie est ainsi responsable de I'aspect
sensori-discriminatif de la douleur.

- la substance réticulée du tronc cérébral et les noyaux du thalamus médian
comportant ensuite des vastes projections sur le cortex pré-frontal, les structures
limbiques, I'hypothalamus et le striatum. Cette voie de conduction lente est

responsable de la douleur sourde et mal systématisée (non-discriminative).

Controles descendants de la sensibilité viscérale

Au niveau supraspinal, la modulation descendante de la douleur en provenance du
cortex est transmise directement a la moelle épiniére par l'intermédiaire, soit du tractus
cortico-spinal, soit d'un relais au niveau du tronc cérébral. Les voies descendantes
modulant ainsi les sensations viscérales peuvent étre, soit excitatrices, soit inhibitrices.
L'origine des contrbles est située dans le mésencéphale au niveau de la substance grise
périaqueducale et dans la médulla au niveau du noyau du raphé magnus et du noyau latéral
de la formation réticulée.

Au niveau spinal la transmission des messages nociceptifs est réglée par un effet de
balance entre des influences excitatrices (d'origine périphérique) et des influences

inhibitrices (d'origine périphérique ou supraspinale).
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Au niveau périphérique le contrble s'exerce soit directement sur le site, soit sur le
corps cellulaire localisé dans le ganglion rachidien. Dans les deux cas, il pourra en résulter

une modification de transfert des informations vers les centres.

2.4.3.2 Modulation de la douleur viscérale chez la femme

La douleur viscérale est le symptdbme dominant dans le SlI et constitue une des
criteres majeurs pour le diagnostigue de cette pathologie. L'apparition de Sl est
dépendante du sexe et de I'age de la population. Dans les pays industrialisés la proportion
des femmes souffrant de SlI est deux a trois fois plus fréequente par rapport aux hommes.
En plus, la majorité des femmes souffrant de SIl sont en age de reproduction,
ultérieurement, apres I'age de 40 ans, la prévalence de Sl décroit progressivement, pour
atteindre dans la septieme décade de la vie des taux d’incidence similaires aux hommes
(Heitkemper and Chang 2009). En revanche, l'incidence de la maladie chez les hommes
reste constante entre 20 et 69 ans. Ces données soulignent I'incidence du statut hormonal
dans I'étiologie et la symptomatologie de SllI. De plus, chez les patientes Sll, la perception
de la douleur viscérale est amplifiee par rapport a leurs homologues masculins. Cette
différence est due a une diminution du seuil de sensibilité pour des volumes égaux de
distension rectale (induite par la distension d’'un ballon au niveau du rectum et controlée a
'aide d'un barostat), avec en plus pour les femmes une sensibilisation accrue a
I'application répétée de stimuli douloureux (Chang et al. 2006). Enfin, l'intensité de la
douleur viscérale présente des variations considérables au cours du cycle menstruel (Figure
14). Ces variations se traduisent par une douleur viscérale qui apparait progressivement en
début de la phase lutéale, s’aggrave dans la période pré-menstruelle (les jours qui
précedent le début des régles) et atteint I'intensité maximale au début des menstruations
(Heitkemper et al. 2003), période caractérisée par I'écroulement des taux circulants

d’oestrogénes et de progestérone.
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Figure 14: Variations de la douleur abdominale au cours du cycle menstruel chez les patientes
souffrantes du SlI (différents sous-groupes selon les critéeres de Rome Il - constipés, diarrhéiques,
alternés).

Follic — phase folliculaire ; Pre-Ovul — phase préovulatoire ; Early-Lut — phase lutéale précoce ; Mid-Lut —
phase mi-lutéale ; Pre-Mens — phase de pré-menstruations ; Menses — mens(Heiticgraper et al. 2003)

2.4.3.3 (estrogenes et sensibilité viscérale — apport des études animales

Les études sur modeles animaux ont permis de mieux comprendre le rbéle des
hormones sexuelles dans la sensibilité viscérale, tout en soulignant des différences par
rapport a 'espéce humaine. En effet, des travaux récents montrent qu’en conditions basales
chez la rate, le seuil de sensibilité viscérale varie au cours du cycle sexuel (Ji et al. 2008).
Ce seuil de sensibilité est diminué en proestrus (moyenne de 15 mm Hg) sous dominance
cestrogénique, par rapport au diestrus (25 mm Hg) sous dominance progestéronique, une
observation a l'inverse de la symptomatologie chez la patiente Sll, ou pour rappel, la
perception de la douleur abdominale est exacerbée en fin de cycle lorsque les taux
circulants d’oestrogénes s’écroulent (voir plus haut). De plus, la magnitude de la réponse
viscérale a des stimuli équivalents est plus importante chez les rates en proestrus par
rapport aux femelles en diestrus (Ji et al. 2008). Cette différence apparait essentiellement
due a l'action des oestrogéenes, non a celle de la progestérone. Les études montrent que
I'administration seule d’oestradiol chez la rate OVX induit une hypersensibilité viscérale
en conditions basales (Ji et al. 2003) et inflammatoires (Bradesi et al. 2003; Ji et al. 2005).

Pour lintestin, si les avis concernant l'influence des oestrogenes circulants sur la
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sensibilité viscérale sont unanimes, les effets résultants (pro- ou antinociceptifs), le
mécanisme d’action (rapide ou génomique) et le type de récepteurs implique (&R
ER membranaire) restent controversés.

Les deux types de ERs nucléaires sont présents dans les compartiments du systeme
nerveux impliqués dans la modulation de la réponse nociceptive. TanUERER a été
mis en évidence dans la moelle épiniére et dans les ganglions rachidiens, mais également
dans les zones du cerveau capables de moduler la réponse au stress et a la douleur, telles
que l'hypothalamus, l'amygdale, le noyau du raphé dorsal et la substance grise
périaqueducale (Shughrue et al. 1997; Papka et al. 2001). Souvent les deux récepteurs
peuvent coexister dans certains neurones sensoriels, ce qui pourrait expliquer la difficulté
actuelle de définir le rble exact de chaque type dans la physiopathologie de la douleur. Des
études sur des souris invalidées pourpHRettent en évidence son implication dans
I’exacerbation de la réponse a la douleur (Spooner et al. 2007). Une réduction de la
réponse viscérale suite & I'injection de formaldéhyde est observée chez les splirsnER
comparaison des sauvages et cet effet est associé a une diminution de I'expression de la
protéine c-Fos au niveau spinal, plus exactement au niveau des lamina I-Il et IV-V
(Spooner et al. 2007). Une autre étude montre que l'invalidation deoERER3 chez la
souis induit une altération similaire de la réponse a la douleur (Li et al. 2009a), ce qui
suggere l'implication des deux isoformes. De plus, la perte des ERs efface le dimorphisme
sexuel. Malgré des phénotypes similaires (en ce qui concerne la nociception) entre les deux
lignés de souris (ER-/- ou ERB -/-), le réle exact de chaque type de réceptete exscore
inconnu. Certaines études soutiennent I'hypothese que les effets des oestrogénes sur la
sensibilité viscérale ne sont pas génomiques, mais s'’installent rapidement et impliquent les
récepteurs membranaires des oestrogenes, plus exactement le GPR30 (Lu et al. 2007; Li et
al. 2009a).

Enfin, le GRP30 est également exprimé dans le cerveau, la moelle épiniéere, les
ganglions nerveux autonomes et sensoriels, sans différence entre les sexes. Pour l'intestin,
Lu et collaborateurs ont montré que les oestrogenes modulait I’hypersensibilité viscérale
induite par le 5-hydroxytryptofane chez le naa le récepteur GPR30, un effet qui
n'impliquerait pas les récepteurs nucléaires aux oestrogénes, car insensible a leur
antagoniste, le IC1 182,780 (Lu et al. 2007).
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CHAPITRE I

BISPHENOL A — XENOESTROGENE ET
PERTURBATEUR ENDOCRINIEN

Le bisphénol A (BPA) est le nom usuel du 4,4'-dihydroxy-2,2-diphénylpropane. Le
BPA est composé de deux cycles aromatiques (phényls) liés par un pont carbone et
appartient & la famille des diphénylamines hydroxylés, ou bisphénols (Figure 15).
Découvert par le chimiste russe Alexandre Dianin en 1891, cette molécule provient de la
condensation de l'acétone avec deux phénols. La réaction est catalysée par l'acide

chlorhydrique ou par une résine de polystyréene.

CHs;

CHj

Figure 15: Structure chimique du bisphénol A

Le BPA a été trés étudié dans les années 1930, dans la recherche d'cestrogenes de
synthese pour prévenir chez la femme les fausses couches et les menaces d’accouchements
prématurés. Le BPA a été la premiere molécule synthétique décrite ayant une activité
modulatrice sélective sur les ERs. Mais cette perspective d'une utilisation clinique du BPA
a été abandonnée avec la découverte en 1938 du diéthylstilbestrol (DES), une molécule
possédant une meilleur affinité pour les ERs et une activité oestrogénique plus importante
gue le BPA.

3.1 L'origine et les sources de production du Bisphénol A

Le BPA est largement présent dans notre environnement quotidien. Sa production
mondiale est estimée a environ 3 millions de tonnes par an. Dans I'Union européenne, la

guantité produite de BPA s’éleve a hauteur de 700 000 tonnes par an. D’'apres les données
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de 2005 et 2006, les quantités du BPA utilisées dans I'Union européenne sont d’environ
1,15 million de tonnes par an.

Le BPA est utilisé comme monomere dans la fabrication des plastiques de type
polycarbonate et des résines époxy-phénoliques (ou BADGE : Bisphénol A Diglycidil
Ether). Selon Plastics Europe le polycarbonate possede des caractéristiques
exceptionnelles telles que la biocompatibilité, la facilité de stérilisation, la résistance a la
chaleur, la transparence, la résistance au feu et une bonne malléabilité, ce qui explique son
usage a grande échelle. Le polycarbonate entre dans la composition d’'un trés grand nombre
d’'objets courants, comme les disques compacts (CD), les lunettes (verres et montures),
certaines bouteilles d’eau et de lait recyclables, des conteneurs d’eau réutilisables, des
biberons, ainsi que de la vaisselle pour four a micro-ondes. Le BPA est également utilisé
dans les canalisations d’adduction d’eau potable ou les résines BADGE protégent contre la
corrosion, tout en offrant une bonne stabilité thermique et de résistance mécanique. Les
résines époxy-phénoligues sont également présentes dans le revétement intérieur des
canettes et des boites des conserves, ainsi que sous les couvercles métalliques des pots et
bouteilles en verre. Ces résines sont également utilisées pour les amalgames dentaires. Le
BPA est également utilisé comme inhibiteur de polymérisation pour le PVC (également
utilisé dans la distribution d’eau potable), comme antioxydant dans les plastifiants ou
encore comme agent actif utilisé pour fabriquer le film dimpression des papiers
thermosensibles.

La présence du BPA dans les plastiques peut étre repérée par leX{{€), 7

(autres) olWPC (polycarbonate) au centre ou en dessous du symbole de recyclage.

3.2 Quelles voies d’exposition pour 'homme ?

3.2.1 L’expositionvia I'environnement

Le BPA est retrouvé dans I'environnement, résultat d’'une contamination a chaque
étape de sa production, de sa transformation et de son utilisation. Ainsi, le BPA a été
détecté dans les eaux de surface et les eaux souterraines, notamment dans des zones de
pompage destinées a la distribution d’eau potable. Les concentrations en BPA mesurées
dans les rivieres des nombreux pays industrialisés sont inférieures ou égales a 8 ng/ml

(Belfroid et al. 2002; Kang et al. 2006b). Dans les eaux salées, le BPA peut persister plus
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longtemps que dans les rivieres sans aucune dégradation (environ 30 jours comparé aux 3-
5 jours dans les rivieres), augmentant sa présence dans les organismes marins, devenant
une source supplémentaire de contamination pour 'homme avec les fruits de mer et
poissons (Basheer et al. 2004). Le BPA a également été mesuré en quantités non
négligeables dans les eaux usées, des boues et des biosolides provenant d’installations
municipales et industrielles.

Des études montrent la présence du BPA dans I'air a des concentrations allant de 2
a 208 ng/m (Rudel et al. 2001). Ainsi les voies respiratoires sont une source possible
d’exposition au BPA, mais les quantités inhalées restent faibles. Cependant, cette voie
pourrait étre considérée une source importante pour les employés de lindustrie du
plastique.

Enfin, le BPA peut étre adsorbé au niveau des sols et des sédiments ou il est plus
concentré que dans les eaux de surface. La demi-vie du BPA dans les sols est inférieure a 3
jours (Fent et al. 2003). Néanmoins, dans les zones a forte densité de population humaine,
la contamination des sols par le BPA est entretenue par les déchets domestiques et

industriels (Kawahata et al. 2004).

3.2.2 L'expositionvia I'alimentation

Si le BPA est trés largement répandu dans I'environnement (air, eau, sol), la
principale source d’exposition au monomeére pour 'homme reste la voie oraléa
consommation des aliments et boissons ayant été conditionnées dans des emballages
fabriqués a partir de BPA polymérisé. Par exemple, la polymérisation incomplete des
résines BADGE génére des monomeéres du BPA qui migrent vers les aliments ou les
liquides. Le taux de migration dépend directement des conditions de stockage et
d’utilisation, comme la température et le temps de chauffage, la durée de conservation et le
pH des aliments. Ainsi le chauffage a des températures élevées lors de la stérilisation
(biberons) ou de l'appertisation (procédé d’autoclavage apres la mise en conserve) accroit
considérablement le passage du monomere, auquel vient s’ajouter sa migration dans le cas
de stockage de produits alimentaires acides, aboutissant a augmenter les concentrations de
BPA libre dans le produit consommé (Kang et al. 2006b; Vandenberg et al. 2007a). La
température est probablement le facteur clé dans la migration du BPA : par exemple le
chauffage a 121°C pendant 30 minutes cause une migration 5 fois plus importante qu’un

chauffage a 105°C pendant le méme période (Kang et al. 2006b). Yoshida et les collegues
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ont également montré que la concentration en BPA était plus importante dans la phase
solide comparée a la phase liquide des produits en conserve (Yoshida et alll 2301).
admis que le BPA migre du revétement intérieur vers la phase aqueuse, pour ensuite se

stocker dans la phase solide du produit.

Age du Aliments/boissons Exposition alimentaire au
consommateur CONSOMmes BPA d"aprés une valeur
protecirice de migration en
microgramme/kg de poids
corporel/jour (les chiffres
entre parenthéses représentent
I'exposition d"aprés une valeur
de migration typigque)
Noumsson de | Laat matermel 02
Imos nniquement
Nourrisson de | Formule infantile z3
3 mots admuimistrée dans un
biberon en verre ou sans
polycarbonate
Nouwmisson de | Formule infantile 11* (49
3 mois admunstrée dans un
biberon contenant du
polycarbonate
Noufrisson de | Formule infantile 13* (837
6 mois administrée dans un
biberon contenant du
polyearbanate +
aliments/boissons du
commerce
Enfant d'un an | 2 kg d'aliments du 53
et demu commerce/boissons
Adulte 3 kg d'aliments du 1,5
commerce/boissons

* D'aprés une valeur supéneure de 50 microgrammes de BPA/litre de lait matermis
# Daprés une valeur type de 10 microgrammes de BPA/Titre de lait maternisé

Figure 16: Table d’exposition alimentaire totale au Bisphénol A a différents ages.
(EFSA 2006)

Chez l'adulte, la consommation de boissons contenues dans les bouteilles en
polycarbonate, l'ingestion d’aliments en conserve ou de denrées chauffées aux micro-
ondes dans leur emballage plastique se traduit par une exposition journaliere au BPA de
1,5 pg/kg de poids corporel (EFSA 2006; 2008; Lim et al. 2009). Les enfants, et en
particulier les nourrissons, représentent un groupe a risque avec une forte exposition au
BPA, en raison de leur plus faible masse corporelle. Selon certaines estimations, la dose
d’exposition au BPA pour les nouveau-nés peut atteindre 24 pg/kg/jour (Vandenberg et al.

2007a) et est approximativement de 11-15 pg/kg/jour pour un nourrisson de 3 mois élevé
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au biberon en polycarbonate et/ou nourris de lait maternisé lyophilisé et stocké en
conditionnement BADGE (EFSA 2006; Vandenberg et al. 2007a).

Une exposition orale au BPA est également observée apres application de résines
composites pour combler les caries chez les enfants et les adultes, ou dans le cas de
scellement dentaire des premiéres et secondes molaires permanentes qui apparaissent vers
'age de 6 et de 12 ans respectivement. Olea et collaborateurs ont ainsi détecté des
concentrations élevées en BPA (3,3 - 30ug/ml) dans la salive prélevée 1 heure apres
I'application des amalgames composés de Bis-glycidyldiméthacrylate et de Bisphénol A-
diméthylacrylate (Olea et al. 1996). Toutefois, I'exposition au BPA dans le cadre d’'un
traitement dentaire représente un événement aigu et transitoire, et marginal par rapport aux

autres sources d’exposition orale.

3.2.3 L’exposition cutanée

L’'importance de la voie cutanée, considérée négligeable jusqu’a présent, a été mise
en évidence tres recemment (Biedermann et al. 2010; Zalko et al. 2010). Le BPA est utilisé
pour enduire les papiers d’'impression thermique : en réagissant a la température, le BPA
libére un colorant (lactone) donnant I'encre noire sur les tickets de caisse, relevés bancaires
etc... La quantité moyenne du BPA présente dans les tickets de caisse est estimée a
environ 13,3 g/kg de papier. L'usage répété de 10 heures par jour de tickets de caisse (le
cas d’'une exposition professionnelle) provoquerait une absorption quotidienne de 71ug du
BPA par le seul passage transcutané (Biedermann et al. 2010), favorisé par des mains
humides et, méme apres lavage, des quantités résiduelles de BPA peuvent étre détectées

sur I'épiderme (Biedermann et al. 2010).

3.3 Imprégnation des populations

Le BPA a été mesuré dans les tissus et les liquides humains des populations des
pays industrialisés, a une concentration moyenne comprise entre 0,1 et 10nM.

Mesures dans le sang les concentrations plasmatiques de BPA libre ont été
déterminées en utilisant diverses techniques comme la chromatographie en phase liquide a
haute performance (HPLC), la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie

de masse (GC-MS) et la réaction ELISA. Les niveaux sériques en BPA dans la population
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adulte ont été estimés du 0,2 a 20 ng/ml (Inoue et al. 2000; Ikezuki et al. 2002; Hiroi et al.
2004; Vandenberg et al. 2007a). Une étude récente effectuée sur 300 femmes coréennes a
détecté des valeurs du BPA allant jusqu'a 60 ng/ml (Lee et al. 2008). Malgré les
nombreuses mesures du BPA sérique chez I'adulte, il n’existe pas de relevés équivalents
pour les nourrissons. Or, selon les calculs basés sur des modéles toxico-cinétiques, la
concentration plasmatique des nouveau-nés est attendue a trois fois supérieure comparée
aux adultes (Mielke and Gundert-Remy 2009).

Mesures dans les urines L'urine est considérée comme le meilleur liquide
corporel pour estimer I'exposition humaine au BPA. L’étude effectuée par Calafat et les
colleguessur une cohorte américaine de 2 517 personnes agées de 6 ans et plus ont mis en
évidence la présence du BPA dans I'urine de 93% des individus (Calafat et al. 2008). Cette
étude montre par ailleurs une variation des niveaux urinaires du BPA en fonction des
groupes d’age, avec des concentrations plus importantes chez I'enfant et diminuant
progressivement avec I'dge. Ainsi, la concentration moyenne du BPA pour es 95
percentiles chez des enfants de 6 a 11 ans est de 4,5 ng/ml, de 3,0 ng/ml pour les
adolescents (12 a 19 ans) et pour le groupe de 20 ans et plus de 2,5 ng/ml. Une autre étude
a décelé des niveaux urinaires du BPA 10 fois plus élevés chez les nourrissons prématurés
en soins intensifs par rapport a la population adulte (Calafat et al. 2009). Aucune différence
significative n'a pas été observée entre les sexes. Le fait que de jeunes enfants soient plus
exposés au BPA par rapport aux adultes a également été vérifiée en Allemagne, ou une
récente étude sur 599 enfants agés de 3 a 14 ans a détecté des taux élevés de BPA (3,5
ng/ml) chez les 3 a 5 ans (Becker et al. 2009).

Une condition de vie particuliere pouvant modifier les niveaux urinaires en BPA est
la grossesse. Une étude réalisée au centre de fertilité de Massachusetts a déterminé chez 45
femmes avant leur grossesse une concentration urinaire de BPA en moyenne de 1,09
ng/ml. Aprés l'installation de la grossesse, cette concentration de BPA a augmenté de 33%
chez ces mémes femmes (Mahalingaiah et al. 2008). Des concentrations élevées de BPA
chez les femmes enceintes comparées a la population générale ont été récemment
confirmées sur une cohorte de 100 femmes norvégiennes, les taux urinaires allant jusqu’'a
4,5 ng/ml (Ye et al. 2009). Ces observations sont considérées comme inquiétantes en tant

gu’indicateur d’exposition précoce au BPA pour le feetus humain.
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En se basant sur les niveaux urinaires du BPA (Calafat et al. 2008) et a I'aide de
modeles pharmacocinétiques, les dernieres estimations d’absorption journaliere du BPA
donnent pour un adulte une valeur d’exposition d’environ 50,5 ng/kg/jour, contre 67,4
ng/kg pour un enfant 4gé de 6 a 11 ans (Lakind and Naiman 2008).

Mesures dans le lait maternel et le liquide amniotique Le BPA est une
molécule lipophile qui peut étre retrouvé dans les graisses et le lait maternel. Le BPA a été
décelé dans le lait maternel a des concentrations moyennes allant de 0,61 a 1,1 ng/ml (Sun
et al. 2004; Ye et al. 2006). Des quantités plus importantes (3,41 ng/ml) ont été retrouvés
dans le colostrum, dans les trois premiers jours apres I'accouchement (Kuruto-Niwa et al.
2007), confirmant I'exposition de I'enfant par sa mére.

Le BPA a également été mesuré dans le liquide amniotigue au cours
d’amniocentéses, effectuées avant I&"2Gemaine de grossesse. Les concentrations
déectées ont varié de 0,5 a 1,96 ng/ml (Engel et al. 2006). Enfin, Ikezuki et coll. ont
détecté des niveaux trées élevés en BPA (environ 8,3 ng/ml) dans le liquide amniotique
prélevé a 15-18 semaines de grossesse, mais ces valeurs peuvent étre discutables compte

tenu de la technique utilisée (ELISA) jugée moins spécifique (Ikezuki et al. 2002).

3.4 Mécanismes d’action du Bisphénol A

Le BPA libre (ou BPA parent), de conformation chimique apparentée a I'oestradiol,
possede la capacité de se lier aux &Bt et d’activer une cascade de réactions a l'origine
d’'une perturbation de I'équilibre hormonal. Il existe en effet des relations bien définies
entre les caractéristiques structurales du BPA et son activité biologique (Perez et al. 1998).
Pour présenter des propriétés aestrogéniques, une molécule doit présenter deux
caractéristiques essentielles : un groupement aromatique hydroxyle (cycle phénolique) et
un squelette hydrophobe. Le groupement hydroxyle est fondamental pour I'activité
hormonale. Le second groupement fonctionnel a base d’oxygene (hydroxyle, cétone, ou
carbonyle) lui confére, ou du moins augmente I'activité cestrogénique. Le BPA posséde
deux groupements hydroxyles, donc les deux caractéristiques essentielles pour se fixer sur
les ERs (Figure 17). De plus, le BPA possede deux groupements méthyls qui renforcent
I'activité cestrogénique. Par ailleurs, des études ont montré que le remplacement des
groupements méthyls par des groupements hydrophiles provoque une baisse de I'activité

cestrogénique du BPA (Perez et al. 1998).
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Figure 17: Relation entre structure chimique du Bisphénol A et activité oestrogénique.

Les études de liaison ligand-récepteur ont déterminé que l'affinité relative de
liaison du BPA pour ER est de 0,05 et pour BRest de 0,33 alors que celle d’oestradiol
ed de 100 (Kuiper et al. 1997). Malgré cette faible affinité de liaison, les effets biologiques
du BPA ont été observés a des concentrations équivalentes a celles des oestrogenes. Ces
observations ont suscité des nombreux débats quand au mécanisme d’action du BPA.

Le BPA est considéré comme un SERS&lective Estrogen Receptor Modulator
Les SERM sont des molécules a activité agoniste partielle. Cette activité varie selon le
promoteur du gene étudié et selon le tissu considéré. Le BPA, par rapport a I'oestradiol,
interagit differemment avec le domaine fixateur du ligand des ERs, puis dans le
recrutement de co-activateurs, aboutissant a des différences dans la réponse
transcriptionnelle (Routledge et al. 2000; Welshons et al. 2006). Le BPA forme des
complexes BPA-ER ou BPA-ERB. Cependant, malgré une affinité de liaison 10 jphis
faible pour ER par rapport & E&® le complexe BPA-ER possede une capacité du
recrutement du coactivateur TIF2 500 fois plus importante par rapport au complexe BPA-
ERa, exacerbant le potentiel de perturbateur endocrinien sur des fonctions physiologiques
d’organes ou I'isoforme HRest la forme prédominante des ERSs.

L’activité du BPA dans chaque tissu dépend du niveau d’expression des ERs et de
la balance entre les deux types de récepteurs. Le BPA peut manifester selon les tissus des
effets agonistes, antagonistes ou des effets mixtes agonistes - antagonistes sur les ERs. De
plus, une méme dose de BPA ne présente pas la méme amplitude d’action biologique au
niveau des tissus cibles (Welshons et al. 2006), soulignant I'importance d’établir des

courbes dose - réponse pour chaque organe.
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Des études récentes suggerent que le BPA, en plus de ses effets génomiques,
pourrait avoir des effets non-génomiques rapides comme les oestrogenes. Dans le chapitre
II, nous avons vu qu’il existait deux hypothéses en ce que concernent les effets non-
génomiques, l'une impliguant des récepteurs membranaires de structure similaire aux
récepteurs nucléaires, mais localisés a la membrane, l'autre utilisant un récepteur
transmembranaire couplé a la protéine G (GPR30). Par exemple, le BPA a des doses trés
faibles (10* M) induit rapidement (en moins d’'une minute) 'augmentation de calcium
intracellulaire, puis la sécrétion de prolactine dans la lignée pituitaire GH3/B6 (Watson et
al. 2007). L'inhibition de ces effets par I'antagoniste des ERs classiques (ICl 182,780)
combinée au constat de la rapidité du ICI pour inhiber ces effets ont déterminé les auteurs a
attribuer le réle aux ERs membranaires. Cependant, cette hypothése ne permet pas
d’expliquer les effets a de trés faibles doses, car il est supposé que le BPA posséde une
affinité pour les récepteurs membranaires similaire a celle pour les récepteurs nucléaires
classiques.

La deuxieme hypothése présente le récepteur transmembranaire GPR30 comme
médiateur des effets rapides du BPA, d’autant que le BPA possede une bonne affinité de
liaison pour ce récepteur (Thomas and Dong 2006). Sur des lignées cellulaires humaines de
testicules JKT-1, le BPA stimule la prolifération cellulaire a des concentrations trés faibles
(de 10° to 10* M) (Bouskine et al. 2009). Dans cette étude, ni le ICI 182,780, ni méme
I'oestradiol n'ont été capables de reproduire ces effets, alors que le complexe oestradiol-
BSA (qui ne traverse pas la membrane cellulaire) a mimé cette activité. Dans cette étude,
I'administration de I'antagoniste de GRP30 a bloqué les effets rapides du BPA, démontrant

I'implication de ce récepteur transmembranaire couplé a la protéine G.

Autres mécanismes d’action du BPA
Le BPA possede la capacité de se lier a d’autres récepteurs nucléaires, tels que les
récepteurs aux hormones thyroides et aux androgénes. Le BPA empéche la fixation a son
récepteur de I'hormone thyroidienne T3 (triiodothyronine) et recrute des co-répresseurs,
entrainant l'inhibition de I'activité transcriptionelle dés®D(Moriyama et al. 2002). Le
BPA inhibe I'action de la T3 avec une constante d'inhibitiét) @’environ 10* M
(Moriyama et al. 2002).

Le BPA possede également un effet antagoniste sur les récepteurs nucléaires aux

androgénes, comme la testostérone. L'activité anti-androgénique du BPA est de I'ordre de
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10° & 10'M (Sohoni and Sumpter 1998; Vandenberg et al. 2009). Le mécanisme par
lequel le BPA exerce son activité antagoniste implique linhibition de la liaison des
androgéenes aux récepteurs, la diminution de la translocation de 'AR vers le noyau et la
réduction de l'interaction des AR avec ses co-régulateurs (Lee et al. 2003), aboutissant a
I'inhibition de 'activité transcriptionnelle.

Enfin, une étude trés récente met en évidence la capacité du BPA a se fixer aux
récepteurs des glucocorticoides (Prasanth et al. 2010), une activité agoniste comparable a

celles du cortisol et de la dexaméthasone.

3.5 Métabolisme du Bisphénol A

Le métabolisme du BPA est un facteur essentiel a I'évaluation de la toxicité du
xénoestrogene chez 'homme et pour discuter de possibles transpositions des effets
observés chez I'animal a I'espece humaine. Le métabolisme du BPA est étroitement lié a la
voie d’exposition. Par voie orale, le BPA est pris en charge par les enzymes du cycle
entérohépatique pour sa conjugaison et sa détoxication. La voie métabolique principale du
BPA dans toute espéce est la glucuronidation par [l'uridine diphosphate
glucuronyltransférase (UDPGT) hépatique, conduisant a la formation du métabolite
majeure, le conjugué BPA-glucuronide, qui ne posséde pas d’activité oestrogénique
(Pottenger et al. 2000; Volkel et al. 2002), une forme considérée comme rapidement
éliminée dans les urines.

Chez les rats le métabolisme du BPA est différent. Aprés la glucuronidation du
BPA au niveau hépatique, le conjugué est excrété dans la bile et retourne a l'intestin ou il
est dissocié par la flore bactérienne, retourne ainsi a I'état libre (donc actif), capable de
nouveau de se fixer sur les ERs par voie systémique une fois réabsorbé (Sakamoto et al.
2002; Inoue et al. 2003). Des données similaires ne sont pas connues chez I’lhommme,
mais la possibilité d’'une dissociation du BPA-glucuronidé au niveau de plusieurs tissus
périphériques ne peut étre exclue, car du BPA libre est retrouvé dans les urines. En effet,
'enzyme B-glucuronidase, responsable de la déconjugaison BA-dhucuronidé est
présente dans la plupart des tissus humains, en particulier dans le placenta et le foie fcetal
(Ginsberg and Rice 2009).
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La sulfatation est une voie secondaire dans le métabolisme du BPA, tant chez les
rongeurs que chez ’lhomme, avec la génération du métabolite BPA-sulfate qui ne possede
pas d’activité oestrogénique. Toutefois cette voie métabolique reste peu étudiée.

Une étude trés récente sur des singes et des souris apporte des nombreux détails
dans le métabolisme du BPA et ajoute une controverse a la détoxication rapide du BPA
dans I'espece humaine (Taylor et al. 2010). Dans un premier temps, le BPA n’apparait pas
métabolisé rapidement au niveau hépatique, car des niveaux plasmatiques élevés du
monomere libre (donc actif au plan hormonal) ont été détectés a 8 et 12 heures aprés
I'administration orale chez le singe. De plus, I'activité de I'enzyme UGT chez les souris
nouveau-nées est 4 fois inférieure a celle des adultes, témoignant d’'une exposition
postnatale au BPA actif plus important qu’'a I'age I'adulte. Dans un deuxieme temps, le
métabolisme chez le rongeur apparait comparable a celui du primate sur la base des
données pharmacocinétique, notamment une clearance du BPA libre pendant 24 heures
similaire entre le singe et la souris, et similaire aux valeurs mesurées chez 'homme. Enfin,
les auteurs suggerent que la population humaine est exposée a des doses tres supérieures a
celles connues a présent, supposée le résultat de I'additivité des sources d’exposition, en

plus de la voie orale.

3.6 Bisphénol A et période périnatale : une fenétre critique

d’exposition

Il existe aujourd’hui un consensus pour présenter la période périnatale comme
pé&iode a risque en ce que concerne l'exposition aux perturbateurs endocriniens, en
particulier au BPA. La présence du BPA dans le liquide amniotique et les tissus foetaux
confirme la capacité du BPA a traverser la barriere placentaire (Zalko et al. 2003),
autorisant une exposition tres précoce au xéenoestrogene. Cependant, le foetus ne posseéde
pas I'équipement enzymatique nécessaire pour neutraliser le contaminant, les enzymes
responsables de la conjugaison du BPA (glucuronidase) n’étant suffisamment exprimées
dans les microsomes hépatiques humains avant la naissance (Coughtrie et al. 1988; Ring et
al. 1999). Une grande partie des enzymes de la glucuronidation n’apparait qu’aprés la
naissance, tout en restant a des niveaux d’expression moins élevés que chez Il'adulte
(Coughtrie et al. 1988; Taylor et al. 2010). Ainsi I'exposition foetale au BPA est considérée
comme facteur du risque dés les faibles doses.
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Certaines études montrent qu’en période périnatale la voie métaboligue majeure
pour le feetus est la sulfatation, ce qui permettrait une premiere étape de neutralisation du
BPA en l'absence d'une activité suffisante de glucuronidation (Strolin Benedetti and
Baltes 2003; EFSA 2008). Malgré la présence de cette voie de transformation, le foetus ne
serait pas pour autant protégé d’une perturbation hormonale, en raison de la présence de
'enzyme arylsulfatase-C, largement répandue dans les tissus oestrogéno-sensibles, et
capable de générer du BPA libre, donc actif dans I'organisme en développement (Ginsberg
and Rice 2009). De plus, en période fcetale puis dans les premiers jours du nouveau-né,
I'organisme est protégé de l'action des cestrogénes maternels grace a la présence de I
foetoprotéine. Comme vu plus haut, cette protéine a pour réle de fixer les cestrogénes pour
bloquer, voire tamponner leurs effets biologiques non désirables a cette période. Or le BPA
n'est pas complexé pamtfoetoprotéine humaine, et reste donc efficace podurter le
systeme endocrinien foetal (Milligan et al. 1998).

3.7 Bisphénol A et risques sanitaires

3.7.1 Etudes animales

En toxicologie, les études sur I'animal de laboratoire permettent de déterminer
I'effet d’'une molécule dans un organisme entier, fonction par fonction, selon différentes
voies d’exposition déterminées par la voie primaire de contamination par le produit (orale,
cutanée, respiratoire), dans différentes périodes de vie (exposition pré-, péri- ou
postnatale). En toxicologie réglementaire, la sélection des valeurs toxicologiques de
référence d’'un produit (dose journaliére admissible (DJA) pour 'homme) est obtenue sur
la base de la dose expérimentale sans effet nocif constaté chez I'adon@lbgerved
Adverse Effect Levelou NOAEL), aprés application d'un facteur d’incertitude
(généralement 100) tenant compte de la variabilité inter-individuelle et de la différence
interespece. Pour le BPA, la NOAEL constatée sur des fonctions sensibles a I'oestradiol
(reproduction) a été fixée par les agences sanitaires européennes a 5 mg/kg/j, pour une
DJA établie a 50g/kg/].

Les études les plus récentes alertent cependant les autorités sanitaires sur des effets
du BPA observés a des doses égales et inférieures aux doses références.
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3.7.1.1 Effets sur la reproduction et le développement

L’exposition prénatale au BPA (i.e. pendant la vie feetale) s’accompagne, deés la
naissance et jusqu'a I'age adulte, de troubles de la fonction de reproduction et du
développement des organes génitaux. Des souris males exposées pendant la gestation au
BPA (2-20 pg/kgl/jour p.o. chez la mére) présentent un développement anormal de la
prostate, caractérisé par une augmentation du nombre et de la taille des canaux
prostatiques, du volume total de la prostate, ainsi qu’une malformation de l'urétre (Timms
et al. 2005), ou encore une diminution du poids des épididymes et de la production
spermatique journaliere (vom Saal et al. 1998).

Pour la descendance femelle, une expositiontero chez la souris (de 1 a 1 000
ug/kg/jour s.c.) provoque des lésions au niveau des ovaires et de 'utérus, telles que des
kystes ovariens, une hyperplasie atypique de I'utérus et des polypes utérins (Newbold et al.
2009). Une autre étude toujours chez la souris (0,025 et 0,25 pg/kg/jour s.c.) rapporte des
altérations de la morphologie ovarienne, une diminution du volume de I'endométre, une
hyperprolifération cellulaire de I'épithélium glandulaire de I'utérus et une expression plus
importante des récepteurs &Rt a la progestérone dans I'épithélium utérin (Mgrit al.

2005). Aux doses plus importantes (0,25, 25 et 250 mg/kg/jour, s.c.), le BPA en période
prénatale induit dans la descendance femelle des modifications morphologiques de la
glande mammaire, caractérisées au niveau stromal par une maturation précoce du coussinet
adipeux et une altération de la localisation du collagéne, tandis qu’au niveau épithélial les
auteurs ont observé une diminution de la taille cellulaire et un retard dans la formation de
la lumiére (Markey et al. 2001; Vandenberg et al. 2007b). Ces souris présentent aussi des
modifications de I'expression génique, caractérisées par une altération du ratio de la
synthese d’ADN entre I'épithélium et le stroma, suggérant le début d'un processus

néoplasique.

L’exposition en période périnatale (4-400 mg/kg/jour administrés aux meres
gestantes et allaitantes) induit chez le male adulte un déséquilibre dans 'homéostasie de la
testostérone, traduit par une augmentation significative de sa concentration plasmatique
(Watanabe et al. 2003). L'exposition périnatale aux doses plus faibles (20 et 200
ug/kg/jour p.o.) provoque chez les rats adultes une diminution du poids de I'épididyme,
ainsi qu’une diminution du nombre des spermatozoides (Howdeshell et al. 2008).
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Pour la descendance femelle, I'exposition périnatale au BPA chez la souris (0,5 a
10 mg/kg/jour s.c.) s'accompagne de pubertés précoce (Nikaido et al. 2004) ou induit des
perturbations du cycle oestral et une diminution des niveaux plasmatiques de LH (1,2
mg/kg/jour p.o.) (Rubin et al. 2001). Dans cette méme espéce, le BPA administré aux
meéres (0,01 & 1 mg/kg/j s.c.) est également responsable de modifications dans la
morphologie ovarienne et utérine, caractérisées par des lésions bénignes dans l'oviducte et
des hyperplasies kystiques de I'endometre. Les pathologies les plus séveres se traduisent
par des adénomyomes et |éiomyomes, des hyperproliférations et hyperplasies atypiques.
D’autres travaux montrent que ces effets perturbateurs du BPA résultent d’altérations au
niveau génomique. En effet, le traitement BPA (0,05 et 20 mg/kg/jour s.c.) en période
périnatale peut inhiber I'expression de geHex dans l'utérus des rongeurs (Varayoud et
al. 2008). Les genes Hox sont des morphogénes impligués dans le développement de
l'utérus et associés a des processus endocriniens, tels que la prolifération de I'endométre et

la différenciation dans l'utérus des adultes.

Enfin 'exposition directe al'age adulte (i.e. exposition postnatale) se traduit par
une diminution de la biosynthése des androgenes par les cellules de Leydig (2,4 ug/kg/j)
(Akingbemi et al. 2004). Cette déficience hormonale s’accompagne d’une diminution de la
production de spermatozoides et d’'une hypertrophie de la prostate ventrale, associée a une
augmentation du facteur de croissance IGF1 (3 mg/kg/j, s.c.), suggérant encore une
implication du xénoestrogene dans des processus néoplasigues (Herath et al. 2004).

3.7.1.2 Effets sur le développement du systeme nerveux et le comportement

L’exposition au BPA pendant le développement est capable d’induire des
modifications d’expression de certains récepteurs au niveau du systeme nerveux, en
particulier les ERs. Ainsi, aux doses de 25 et 250 pg/kg/jour (s.c.), le BPA induit chez les
rats males une surexpression de '’ARNm codant poup H&nhs l'aire préoptique de
I”hypothalamus (Ramos et al. 2003), les femelles n'ayant par contre pas été examinées
dans cette étude. Cependant, d’autres travaux rapportent qu’'une dose équivalente de BPA
(40 pg/kgl/jour, p.o.) pendant la période du développement induit chez les femelles a I'age
adulte une surexpression de &E&ans les neurones de I'aire préoptique de I'hypathas
(Ceccarelli et al. 2007), sans savoir s'il s’agit Ia d’'un dimorphisme d’effet lié au sexe. A ce

sujet, I'exposition périnatale au BPA (0,03 et 1,5 mg/kg/j, p.0o) induit une augmentation du

-70 -



Chapitre Il : Bisphénol A — xénoestrogene et perturbateur endocrinien

volume dulocus coeruleushez les males, contre une diminution chez les femelles (Kubo
et al. 2003), sans savoir si ces altérations sont liées a un déséquilibre du cdBERER
dans le cerveau.

Récemment, une étude sur les primates a montré que I'exposition a I'adge adulte au
BPA (50ug/kgl/jour, s.c) bloquait la synaptogenése induite par l'oestradiol dans
I'hippocampe et le cortex préfrontal (Leranth et al. 2008), un effet susceptible d’avoir des
conséquences en termes de comportement. Les études sur le comportement font appel a
différents tests : nage forcée, planche a trous, labyrinthe surélevé. On sait par exemple que
I'exposition au BPA induit chez le rongeur des modifications de l'activité locomotrice et
exploratoire, ou encore de I'apprentissage. L’'exposition au BPA pendant la gestation induit
des modifications du comportement maternel et de la réponse a la douleur, du
comportement impulsif dans les deux sexes, synonyme d’anxiété (Aloisi et al. 2002;
Richter et al. 2007).

3.7.1.3 Effets sur le métabolisme

De plus en plus d’études mettent en évidence un lien entre obésité et exposition au
BPA. L'équipe d’Ana Soto a été parmi les premiéres a rapporter cet effet obésogéne,
montrant que I'exposition périnatale au BPA (0,1 mg/kg/jour et 1,2 mg/kg /jour p.o.)
augmentait la masse corporelle des rats femelles et males a I'adge adulte (Rubin et al. 2001).
Curieusement, ces effets du BPA ont été plus marqués a la dose la plus faible, une notion
gue l'on retrouve dans de nombreuses études (effet dose-réponse « non monotone ») et
passée inapercue dans les études de toxicologie réglementaire, autre source de
controverses. L'exposition périnatale au BPA (1 pg/ml et 10 pg/ml dans I'eau de boisson
des meres) s’accompagne également d’'une accumulation de tissu adipeux et de niveaux
plasmatiques élevés de leptine et de cholestérol total dans la descendance (Miyawaki et al.
2007). Ces effets s’accompagnent d’'une hypertrophie des adipocytes, ainsi que d’une
surexpression des genes de la lipogenese (LPL- lipoprotéine lipase, FAS —acide gras
synthase, SCD-1c —sterol regulatory element binding prote)n(&a&mm et al. 2009).

L’exposition directe de souris adultes pendant 4 jours au BPA (10 pg/kg/jour, s.c.)
augmente le contenu des cellulgpancréatiques en insuline des le deuxieme jour de
traitement, perturbant ainsi le métabolisme glucidiqgue (Alonso-Magdalena et al. 2006).
Puis ces animaux développent une hyper-insulinémie chronique, accompagnée d’'une

insulino-résistance périphérique, caractéristique du diabéte de type Il.
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3.7.2 Etudes épidémiologiques

Rares sont les études épidémiologiques ayant cherché a déterminer I'impact du
BPA sur la santé humaine, basées sur une corrélation entre l'incidence croissante de
pathologies d’origine multifactorielle (diabéete, obésité, maladies cardio-vasculaires) et
I'exposition au monomere. Les plus récentes et importantes études ont été réalisées par le
NHANES (National Health and Nutrition Examination Suryeyr une cohorte de 1455 et
1493 sujets couvrant les périodes de 2003-2004 et 2005-2006 (Lang et al. 2008; Melzer et
al. 2010). Ces deux études réalisées sur une population agée de 18 a 74 ans ont corrélé le
constat de maladies chroniques aux concentrations urinaires de BPA total, ainsi que
certains marqueurs plasmatiques de la fonction hépatique, de 'homéostasie glucidique et
du métabolisme lipidique. Dans les deux cohortes, les études ont conclu a des
concentrations urinaires plus élevées en BPA chez les patients atteints de maladies
cardiovasculaires (maladie coronarienne, infarctus du myocarde et angine pectorale)
(Figure 18). Des taux urinaires élevés de BPA sont également retrouveés chez les individus
obéses (index de masse corporelle supérieur a 35) par rapport aux individus normo-
pondéraux (6,93vs 3,91 ng/ml, respectivement), tout en soulignant une tendance
importante mais non significative dans la corrélation positive entre le BPA total dans
I'urine et la fréequence du diabéte de type Il (Lang et al. 2008). Dans ces deux études, des
concentrations urinaires élevées en BPA accompagnent une augmentation des
concentrations plasmatiques gglutamyl transférase, alcaline phosphatase et aatéa
déshydrogénase, témoignant d’un dysfonctionnement hépatique.

D’autres études épidémiologiques, effectuées toutefois sur des populations moins
importantes, rapportent une corrélation entre I'exposition au BPA et un déséquilibre dans
la fonction de reproduction, masculine et féminine. Takeuchi et collaborateurs ont observé
chez les femmes souffrant du syndrome d'ovaire polykystigues des concentrations
plasmatiques élevées de BPA par rapport a la population normale (1,05£1,01 ng/ml vs
0,71+0,09 ng/ml, respectivement) (Takeuchi et al. 2004). Les auteurs ont également
constaté une association entre les taux sériques de BPA et la concentration en hormones
androgénes (testostérone, androstenedione et DHEA). Une étude effectuée dans une
clinigue des Massachusetts sur 167 hommes a montré que des concentrations élevées du
BPA étaient associées a une augmentation des taux plasmatiques de FSH et une diminution
des taux d’inhibine B (marqueur de I'activité des cellules de Sertoli impliquées dans la

spermatogenése), ainis qu’'une réduction du ratio oestradiol/testostérone (marqueur de

-72-



Chapitre Il : Bisphénol A — xénoestrogene et perturbateur endocrinien

I'activité aromatase) (Meeker et al. 2010). Trés récemment, une étude chinoise sur 164
travailleurs exposés au BPA a révelé un dysfonctionnement de la fonction sexuelle
parallele aux taux élevés de BPA urinaire, caractérisé par une diminution de la libido, des

fonctions érectiles et de la puissance d’éjaculation (Li et al. 2010).

Pathologie
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Maladics cardio-vasculaires A ot
. E [ .
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Figure 18 : La corrélation entre les concentrations urinaires de Bisphénol A et la présence de certaines
pathologies.
(Lang et al. 2008)

Cet ensemble de données épidémiologiques ne permet pas d’établir définitivement
un lien causal entre I'exposition populationnelle au BPA et I'étiologie de maladies
chroniques pour ’'homme. Par contre, le constat que ces mémes pathologies, entre autres,
apparaissent chez l'animal exposé trés tbt dans la vie aux faibles doses de BPA est a
I'origine du débat scientifigue et politigue actuel, conduisant aujourd’hui les autorités

sanitaires a reconsidérer les grilles d’évaluation toxicologique dans le domaine des

perturbateurs endocriniens.
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3.8 Position des autorités réglementaires et politiques

L'utilisation a I'échelle mondiale du BPA dans [eadaging alimentaire, sa
capacité de migration vers l'aliment et boissons et la présence d’effets délétéres sur
certaines fonctions de l'organisme a déterminé limplication de I'Etat, de I'Union
Européenne ou d’'ONG dans I'évaluation du risque sanitaire. La NOAEL est la dose de

référence en toxicologie, considérée comme sans effet des fonctions biologiques.

3.8.1 Législation européenne

Les premiéres évaluations sur la dangerosité du BPA au niveau européen ont été
effectuées en 1986 par le comité scientifique de I'alimentation humaine (CSAH ou SCF en
anglais). A cette période, le CSAH avait établi une DJA de 0,05 mg/kg/jour (European
Commission 2002). Ces estimations étaient basées sur des études effectuées chez des
rongeurs exposeés pendant 90 jours au BPA par voie orale. Ces études ont déterminé une
NOAEL sur le poids corporel chez les rongeurs (paramétre pris en compte a cette période)
de 25 mg/kg/jour. A partir de cette dose, un facteur d’'incertitude de 500 a été appliqué
pour établir une DJA d&0 pg/kg/jour. Une réévaluation du BPA a été effectuée par le
CSAH en 2002, pour l'utilisation de matériaux plastiques et d’articles destinés a entrer en
contact avec les aliments. L’apparition d’études plus compléetes sur la reproduction portant
sur 3 générations chez le rat a permis de ré-évaluer la NOAEL pour la diminuer a 5
mg/kg/jour et obtenir une nouvelle DJA de 1@kg/jour (EuropeanCommission 2002).

En janvier 2002 a été créée I'Autorité Européenne de Seécurité des Aliments
(European Food Safety Authorigu EFSA) a la suite d’'une série de crises liées a la
sécurité des aliments survenues a la fin des années 1990. Le rble de 'EFSA est d’évaluer
et d’assurer la sécurité de la chaine alimentaire dans I'Union Européenne. De sa création,
le dossier BPA a été pris en charge par I'organisme européen. Le groupe scientifique a
réactualisé la base de données sur les effets du BPA sur la reproduction et le
développement de la génération descendante (réduction du poids corporel au sevrage,
hypoplasie des tubules séminiferes, ou enbypospadiasgt cryptorchidie) pour fixer la
valeur NOAEL a 5 mg/kg/jour et, en réduisant le facteur d’'incertitude a 100, porter la DJA

totale a 5Qg/kg/jour (EFSA 2006) toujours en vigueur aujourd’hui.
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En 2008, le groupe scientifique de I'EFSA a été sollicité pour réévaluer le risque
d’exposition au BPA en fonction de I'age, en particulier pour les fcetus et nouveau-nés.
Cette demande est apparue suite a I'interdiction au Canada des biberons en polycarbonate
qui contiennent du BPA et un rapport de I'Endocrine Society aux Etats-Unis, concluant a
la dangerosité du contaminant sur le développement foetal et des nourrissons. Dans son
rapport, le groupe scientifique de 'EFSA a cependant jugé que I'exposition foetale était
négligeable, compte tenu des capacités maternelles de métabolisme et d’élimination du
produit supérieures a celle des rats (EFSA 2008). En conclusion 'EFSA n’a pas considéré
pertinent de réévaluer la dose journaliére tolérable pour ’lhomme en fonction de I'age.

Compte tenu du nombre croissant d’études montrant des effets du BPA a de tres
faibles doses (inférieures a la DJA), en octobre 2009, 'EFSA a été sollicitée par la
Commission Européenne pour évaluer les nouvelles preuves scientifiques susceptibles
d’avoir un impact sur les précédentes estimations des doses de références. En attendant
l'avis final, 'EFSA a refusé la demande de la Commission Européenne de convertir la
DJA en DJA temporaire, mais a identifié des domaines d’études qui doivent étre mieux
examinés. L'avis définitif a été rendu en septembre 2010, et maintient la DJA & sa valeur
actuelle de 50g/kg/].

Le Norvege a été le premier pays a avoir interdit des 2007 I'importation des
biberons a base du BPA.

Le Danemark a annoncé une interdiction temporaire sur les matériaux en contact
avec l'alimentation a base de BPA et destinés aux enfants de moins de trois ans. Cette
interdiction a pris effet le®1Juillet 2010.

D’autres pays, commeAllemagne la Suede etla Belgique recommandent de
limiter I'utilisation du BPA afin de protéger la santé publique et envisage l'interdiction de
certains matériaux.

En France, en février 2010, 'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments
(AFSSA) a rendu un dernier avis sur le BPA. Dans ce rapport, ’TAFSSA remet en question
la méthodologie utilisée dans le cas particulier des perturbateurs endocriniens. L’AFSSA
rapporte: « constater des « effets subtils » sur de jeunes rats, ce qui I'incite a poursuivre
son travail d’expertise pour comprendre ces signaux d’alertes ». Dans sa saisine, I'agence
conseille donc de ne pas « chauffer trop fort » les aliments ou biberons aux micro-ondes

(AFSSA 2010b), tout en reconnaissant que la période qui s’étend depuis I'expipsition
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utero (via la mere) jusqu’a 'age de 3 ans représente la période critique d’exposition au
BPA (AFSSA 2010a). En mars 2010, le Sénat a adopté a I'unanimité une proposition de loi
destinée a suspendre la commercialisation des biberons en polycarbonate. En juin, le
parlement a interdit par un ultime vote consensuel a ’Assemblée nationale « la fabrication,
I'importation, I'exportation et la mise sur le marché a titre gratuit ou onéreux de biberons

produits & base de bisphénol A ». Cette suspension prendra effetdavier 2011.

3.8.2 Législation REACH

REACH (en anglais Registration, evaluation and authorisation of chemirast un
reglement du Parlement européen et du Conseil de I'Union européenne entré en vigueur le
1*" juin 2007. REACH rationalise et améliore I'ancien cadre réglementaire de I'Union
européenne sur les produits chimigues. Les principaux objectifs de REACH sont de
construire un systeme d’information sur les substances chimiques particulierement
préoccupantes, et a terme, mieux encadrer leur utilisation. REACH s’appuie sur quatre
piliers :

- Evaluation : consiste a déterminer par les autorités compétentes la nécessité

d’effectuer un examen plus approfondi d’une substance.

- Enregistrement: est nécessaire pour tous les fabricants et importateurs de
substances chimiques produiteplus d’'une tonne par an. Cette procédure consiste
dans un premier temps a rassembler toutes les données concernant les propriétés de
la substance, les effets sur la santé et I'environnement, les risques et le possible
danger sanitaire. Ensuite la procédure consiste a assembler le dossier technique,
effectuer une évaluation de la sécurité chimique et la documenter dans un Rapport
de Sécurité Chimique. Ce dernier est obligatoire pour les substances produites ou
importées a une quantité de plus de 10 tonnes par an, comme pour le BPA. Une fois
ces procédures accomplies, la substance chimique est enregistrée dans une base de
données gérée par I’Agence Européenne des Produits Chimiques (AEPC). A partir
des informations fournies par les industriels, 'AEPC classe les substances
chimiques en fonction des risques. L’AEPC identifie en particulier les substances
qui présentent les propriétés les plus dangereuses, dites «substances extrémement
préoccupantes». |l s’agit des substances persistantes (non biodégradables),

bioaccumulables, cancérigénes, mutagénes et reprotoxiques.
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- Autorisation pour les «substances extrémement préoccupantes» : les industriels
qui souhaitent utiliser des substances «extrémement préoccupantes» devront obtenir
une autorisation de I'AEPC. Pour 'obtenir, les industriels doivent démontrer que
les risques posés par ces substances sont valablement maitrisés, ou que les
avantages socio-économiques découlant de leur utilisation I'emportent sur les
risques. Le but est de remplacer progressivement ces substances par des solutions
de remplacement appropriées techniquement et économiquement viables.

- Restriction pour gérer les risques de substances préoccupante€’est un filet
de sécurité du systeme qui permet de gérer les risques non couverts par ailleurs. La
restriction peut permettre linterdiction pure et simple d'une substance sur le

marché européen quel que soit son usage.

En ce que concerne le BPA, jusqu'a présent ce monomeére était exempté
d’enregistrement. En raison des quantités produites et du nombre croissant d'études
rapportant des effets toxiques du BPA sur I'organisme animal, la législation REACH a
imposé son enregistrement comme substance a risque® adécembre 2010. Les
principaux fabricants de BPA se sont unis afin de préparer un dossier d’enregistrement

complet et ont créé le consortium BPA REACH.

3.8.3 Législation au plan mondial

Le Canada a été le premier pays au monde a prendre des mesures a I'égard du
BPA, en décidant des 2008 d’appliquer le principe de précaution a I'échelle du pays pour
protéger les populations sensibles, comme les nourrissons et les jeunes enfants. Ainsi le
gouvernement canadien a classé le BPA comme substance «toxique» pour la santé
humaine et 'environnement, tout en interdisant I'utilisation, la production et la distribution
de biberons, et de tout type de vaisselle pour les enfants fabriqués a base e BPA. En ce que
concerne la population adulte, le gouvernement canadien a conclu que la dose d’exposition
journaliére du BPA ne présentait pas d’'inquiétude et n’a pas considéré pertinent de prendre

des mesures de précaution particulieres.

Aux Etats-Unis, I'utilisation du BPA dans les produits en contact avec les aliments
a été approuvée dans les années 1960. Les premiéres études scientifiques montrant des

effets adverses du BPA ont déterminé I'administration américaine des denrées alimentaires
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et des médicaments (FDAFeod and Drug Administration) a établir une dose maximale
admissible chez 'hnomme (RfD Reference Dose) équivalente a la DJA européenne. Ces
doses restant critiquées par la communauté scientifique, le Centre National de la Recherche
toxicologique de la FDA en collaboration avec le programme national de toxicologie (NTP

— National Toxicology Prograjna lancé des études approfondies. Dans le premier rapport
rendu en 2008, la FDA a conclu que le BPA présent dans les emballages alimentaires
n'était pas dangereux pour la santé humaine et a rassuré les consommateurs sur les valeurs
seuils en vigueur (NTP 2008).

Malgré I'avis rassurant de la FDA, des 2009, des reglements limitant ou interdisant
I'utilisation du BPA dans les biberons ont été adoptés dans plusieurs états ou ville
(Minnesota, Connecticut, Chicago). Dans la méme année, la FDA a annoncé sa décision de
revoir les niveaux de sécurité et dans son rapport préliminaire de janvier 2010, la FDA
s'est déclarée favorable pour prendre les mesures nécessaires afin de réduire I'exposition
des nourrissons au BPwia I'alimentation (NTP 2010). En outre, la FDA se propose de
collaborer avec les industries pour minimiser ou remplacer le BPA des plastiques
alimentaires. La FDA reconnait également que les nourrissons représentent une population
potentiellement sensible au BPA en raison du développement des systémes nerveux et
endocriniens, et de I'immaturité de leur systeme hépatique de détoxication et d’élimination

de substances telles que le BPA.
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|. Oestradiol decreases colonic permeability through
oestrogen recepto-mediated up-regulation of occludin

and junctional adhesion molecule-A in epithelial cells

Dans I'endothélium vasculaire et I'épithélium vaginal, I'oestradiol est capable de
moduler la perméabilité paracellulaire et I'expression des protéines de jonctions serrées.
Toutefois la capacité des hormones ovariennes a moduler la voie de transport paracellulaire
au niveau de la barriere intestinale n’a pas regu d’attention. Des récepteurs aux oestrogenes
(ERs) sont exprimés dans les cellules épithéliales intestinales ou les oestrogénes participent
au contrdle de la prolifération et de la différentiation de I'épithélium.

L'objectif de cette étude a été de déterminer chez la femelle linfluence des
hormones ovariennes au cours du cycle sexuel, en particulier les oestrogenes, sur la
perméabilité paracellulaire basale dans le c6lon de rate adulte, puis de vérifier sur des
lignées cellulaires humaines coliques (Caco?2) la sensibilité épithéliale aux hormones.

Méthodologie : Dans un premier temps, nous avons évalué chez des rates adultes la
perméabilité paracellulaire coliqgue au cours du cycle oestral en utilisant deux approches :
1/in vivo — par la mesure du passage paracellulaire d’'une macromolécule martji@e, le
EDTA administré par gavage orale, de la lumiére intestinale vers la circulation sanguine, et
2/ ex vivo— par la mesure en chambres de Ussing du passage d’'une macromolécule
fluorescente (FITC-dextran 4 kDa) du pdle muquex vers le pble séreux de la paroi colique.

Dans un second temps, nous avons mesuré la perméabilité intestinale en chambres
de Ussing sur des segments de cblon des rates ovariectomisées puis traitées une semaine
avec des implants Silastis sous-cutanés (s.c.) contenant de la progestérone, de l'oestradiol
ou vides (contrdles), en présence ou en absence de I'antagoniste des ERs (ICl 182,780).
D’autres segments de colon obtenus de rates ovariectomisées et traitées par des injections
s.c. d’'un agoniste de ERpropyl pyrazole triol — PPT) ofi (diarylpropionitrile — DPN)
ont été utilisées pour détérminer I'implication de chaque type de ERs dans cette fonction.

Enfin, nous avons étudié dans le cblon I'expression des protéines de jonctions
serrées montrées sensibles aux oestrogenes dans d'autres systemes épithéliaux non-
digestifs.

En utilisant des approches de biologie moléculaire (RT-PCR et Western blotting) et

d'immunocytochimie, nous avons étudié I'expression des protéines transmembranaires
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(occludine et JAM-A) et cytoplasmique (ZO-1) de jonctions serrées dans le cblon sous
différents conditions de traitement par I'oestradiol ou ses agonisep, en présence et
en fabsence de ICI 182,780, et sur la lignée Caco-2.

Résultats : Les observations montrent qlee perméabilité paracellulaire colique
chez la femelle n’est pas statique en conditions basales, mais varie au cours du cycle
sexuel, avec une diminution d’approximativement de 40% du flux paracellulaire aux
macromolécules chez la rate en oestrus (phase folliculaire sous dominance oestrogénique)
par rapport aux animaux en dioestrus (phase lutéale sous-dominance de la progésterone).
Ces effets sont essentiellement dus aux variations plasmatiques en oestrogenes, une
sensibilité veérifiée chez les rates ovariectomisées et traitées aux hormones ovariennes. En
effet, 'administration de la progestérone n’a eu aucune influence sur la perméabilité
intestinale, tandis d’un traitement s.c. de 5 jours avec l'oestradiol a diminué la perméabilité
coligue de maniére dose-dépendante. L'administration de l'antagoniste ICI 182,780 a
bloqué completement les effets de I'oestradiol, démontrant un effet médié par les ERs. De
plus, ces effets sont reproduits par le DPN, non par le PPT, concluant en I'implication
seule de la voie de signalisation [ERans le contrdle cestrogénique de la perméabilité
paracellulaire colique chez la rate.

Les effets de [loestradiol passent par une surexpression des protéines
transmembranaires de jonctions serrées, occludine et JAM-A, un effet reproduit par le seul
traitement au DPN dans le cblon de rat, comme dans la lignée cellulaire Caco-2, et bloqué
en présence de ICI 182,780, confirmant I'implication de la voip. BRcun traitement ne
S est avéré capable de moduler I'expression de la protéine cytoplasmique ZO-1.

Conclusion : Ces résultats montrent pour la premiere fois que I'oestradiol renforce
la barriere épithéliale par une voie [EBépendante aub cours du cycle sexuel, un effet
congquent de la surexpression des protéines transmembranaires, occludine et JAM-A. Ces
observations mettent en évidence lI'importance de la voie de signalisatpouldeR les
variations cycliques du transport paracellulaire colique chez la femelle, une voie d’échange
impliquée dans le transport d’ions et d’eau nécessaires a I’homéostasie de la muqueuse

intestinale et I'équilibre hydrique de I'organisme.
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Oestradiol decreases colonic permeability through
oestrogen receptor g-mediated up-regulation of occludin
and junctional adhesion molecule-A in epithelial cells

Viorica Braniste, Mathilde Leveque, Claire Buisson-Brenac, Lionel Bueno, Jean Fioramonti
and Eric Houdeau

Unité de Neuro-Gastroentérologie ¢ Nutrition, UMR1054, INRA, Toulouse, France

Oestradiol modulates paracellular permeability and tight junction (T]) function in endothelia
and reproductive tissues, but whether the ovarian hormones and cycle affect the paracellular
pathway in the intestinal epithelium remains unclear. Oestrogen receptors (ERs) are expressed in
intestinal epithelial cells, and oestradiol regulates epithelium formation. We examined the effects
of oestrous cycle stage, oestradiol benzoate (EB), and progesterone (P) on colonic paracellular
permeability (CPP) in the female rat, and whether EB affects expression of the TJ proteins in
the rat colon and the human colon cell line Caco-2. In cyclic rats, CPP was determined through
lumen-to-blood >! Cr-labelled EDTA clearance, and in Ussing chambers for dextran permeability.
CPP was also examined in ovariectomized (OVX) rats treated with P or EB, with and without
the ER antagonist ICI 182,780, or with the selective agonists for ERa (propyl pyrazole triol;
PPT) or ERf (diarylpropionitrile; DPN). In oestrus rats, CPP was reduced (P < 0.01) relative
to dioestrus. In OVX rats, EB dose-dependently decreased CPP, an effect mimicked by DPN
and blocked by ICI 182,780, whereas P had no effect. Oestradiol increased occludin mRNA and
protein in the colon (P < 0.05), but not zona occludens (ZO)-1. Further, EB and DPN enhanced
occludin and junctional adhesion molecule (JAM)-A expression in Caco-2 cells without change
in ZO-1, an effect blocked by ICI 182,780. These data show that oestrogen reinforces intestinal
epithelial barrier through ER 8-mediated up-regulation of the transmembrane proteins occludin
and JAM-A determining paracellular spaces. These findings highlight the importance of the ER 8
pathway in the control of colonic paracellular transport and mucosal homeostasis.
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Abbreviations CPP, colonic paracellular permeability; DPN, diarylpropionitrile; EB, oestradiol benzoate; ER, oestrogen
receptor; JAM-A, junctional adhesion molecule-A; OVX, ovariectomized; P, progesterone; PPT, propyl pyrazole triol;
TJ, tight junction; ZO-1, zona occludens.

One critical function of intestinal epithelium is to provide
a protective barrier of the internal milieu against adverse
luminal factors. This physical barrier is restricted by
the integrity of the apical intercellular tight junctions
(TJs) sealing paracellular spaces between epithelial cells
(Turner, 2006). Increased paracellular permeability has
been implicated in the pathogenesis of chronic mucosal
inflammation in animals and humans (Meddings, 1997;
Cenac et al. 2004; Resta-Lenert et al. 2005; Shen
& Turner, 2006; Moriez et al. 2007). However, the
intestinal epithelial barrier is not impermeable in normal
conditions, permitting fluid transport (Masyuk et al. 2002)
and communication between the mucosal immune system
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and the commensal flora, the latter playing a major role in
antigen sampling and the development of tolerance (Artis,
2008). Although there is growing evidence that oestrogens
play a role in the architectural maintenance of intestinal
epithelium, driving cell differentiation and proliferation
(Wada-Hiraike et al. 20064), the influence of the changing
hormonal milieu during the ovarian cycle on paracellular
permeability has received no attention. Of note, Homma
et al. (2005) pointed out an improved epithelial barrier
function in pro-oestrus rats compared with males, and
a decreased intestinal permeability in males following
oestradiol supplementation. This suggested a mechanistic
link between the absolute levels of plasma oestrogens and
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the regulation of paracellular spaces, which remains to be
explored.

Both ER « and B are expressed in the gastrointestinal
tract (Enmark et al. 1997; Campbell-Thompson et al.
2001; Konstantinopoulos et al. 2003; Kawano et al. 2004),
with ERf as the predominant ER in the colon, mainly
located in epithelial cells (Konstantinopoulos et al. 2003).
Recent studies in ERB—/— mice showed an irregular and
abnormal shape of the lateral surface contacts between
colonic epithelial cells, underlying changes in the standard
features of TJs (Wada-Hiraike et al. 2006a,b). These
results suggest that oestrogen affects colonic permeability
through regulation of TJ integrity. Tight junctions are
composed of transmembrane proteins, claudins, occludin
and junctional adhesion molecules (JAMs), interacting
with cytoplasmic proteins such as ZO-1 to maintain
dynamic structures with the cell cytoskeleton, thus
determining paracellular spaces. In human endothelial
and ectocervical epithelial cells, oestradiol has been shown
to regulate paracellular permeability through modulation
of occludin expression (Ye et al. 2003; Kang et al. 2006;
Gorodeski, 2007). In the colon, no information is available
about the interactions between oestrogens and TJ proteins
in regulating the epithelial barrier permeability.

The present in vivo and in vitro studies were designed
to investigate the influence of the oestrous cycle on
basal paracellular permeability in the rat colon. We also
examined the effects of oestradiol and progesterone, an
ER antagonist and stimulation by specific ERe and S
agonists on colonic paracellular permeability (CPP) in
ovariectomized (OVX) rats. We show that CPP varied
during the sexual cycle, decreasing under plasma oestrogen
dominance in the follicular phase, an effect mimicked
by ERS agonist in OVX rats. To address the question of
whether oestrogens affect expression of key TJs proteins,
we examined occludin and ZO-1 expression in the
colon of oestradiol-treated OVX rats. We demonstrated
a link between oestrogen-mediated decrease in CPP and
modulation of occludin mRNA and protein in the colon.
In further support of the notion that epithelial cells are
targeted by oestradiol, we found that ERS stimulation
of the human cell line Caco-2 cells up-regulated the
transmembrane proteins occludin and JAM-A, both
have pivotal functions in the control of paracellular
permeability.

Methods
Animals and treatments

Adult female Wistar rats (Janvier, Le Genest St Isle, France)
were housed in cages with free access to food and water
under a 12:12h light-dark cycle. All protocols were
approved by the local Institutional Animal Care and Use
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Committee in compliance with the European laws on the
protection of animals (86/609/EEC).

Ina first series of experiments, oestrous cycle stages were
assessed through daily vaginal smears. Two groups of rats
were used for in vivo comparison of CPP for 24 h during
the follicular and the luteal phase of the sexual cycle, that is,
from pro-oestrus to oestrus (n = 14), and from metoestrus
todioestrus (n = 11), respectively. Two other groups of rats
were killed by decapitation in oestrus (n = 13) or dioestrus
(n=29), and used for in vitro evaluation of CPP in Ussing
chambers.

In a second series of experiments, Dbilateral
ovariectomies (OVX) or sham operations were performed
on rats anaesthetized with a single intraperitoneal
bolus dose of ketamine hydrochloride (150 mgkg™!,
Imalgene 500, Rhone Mérieux, Lyon, France). After
a 6day recovery period for complete depletion
of endogenous sex hormones, OVX rats were
re-anaesthetized and Silastic implants (medical grade
tubing; Dow Corning, Midland, MI, USA) filled
with oestradiol benzoate (EB) (1,3,5[10]-estratriene-3,
17B-diol-3-benzoate; Sigma, St Louis, MO, USA),
progesterone (P) (4-pregnen-3,20-dione; Sigma) or empty
implants (controls) were positioned under the skin of the
neck for 5 days as already described (Houdeau et al. 2007).
According to Vongher and Frye (1999), the wall thickness
and length of the implants (EB: 1.57 mm 1.D./3.18 mm
O.D., 24 mm; P: 3.36 mm 1.D./4.65 mm O.D., 10 mm)
determined physiological plasma levels of oestradiol and
progesterone. Animals were assigned to the following
groups: (1) untreated sham operated females killed in
oestrus (sham oestrus, n=3), (2) control OVX with
empty implants (OVX, n=16), (3) OVX rats with EB
implants (OVX+EB, n=14), (4) OVX rats with P
implants (OVX+P, n=14), and (5) OVX rats with
EB implants receiving daily subcutaneous injections of
the pure ER antagonist ICI 182,780 (2mg (kg body
weight (BW))~!/day in olive oil; Tocris, Bristol, England)
(OVX+4+EB+ICI, n=5). At the end of treatment, rats were
killed by decapitation, and distal colons were dissected,
washed in Krebs—Henseleit solution (Sigma) and used for
CPP measurements in Ussing chambers. Additional tissue
segments were simultaneously frozen in liquid nitrogen
until protein extraction for Western blot analyses.

In a dose-dependent experiment, OVX rats were
given daily for 5 days a subcutaneous (s.C.) injection of
EB (0.001, 0.005, 0.05, 0.5, or 5mg (kg BW)™! day™')
dissolved in olive oil (n=5-8 per group) for CPP
measurements in Ussing chambers. For the effects of
ER selective agonists, 21 OVX rats were divided into
three groups, and used for CPP measurements in Ussing
chambers: each group was s.c. treated for 5 days with
10% DMSO in olive oil (vehicle), propylpyrazole triol
(PPT, an ERa-specific agonist; 4 mg (kg BW) ™! day™;
Tocris), or diarylpropionitrile (DPN, an ERpS-specific
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agonist; 4 mg (kg BW) ! day™!; Tocris). The selective
ligand activity of these compounds has been previously
described using competitive binding and transcription
assays (Stauffer e al. 2000; Meyers et al. 2001). The dose
used herein for PPT was as effective as EB stimulation
to elicit a full uterotrophic response as already reported
(Harris et al. 2002; Frasor et al. 2003), while DPN at
the daily dose used was appropriate to investigate ERS
activities in vivo (Lee et al. 2005; Weiser et al. 2009),
and did not evoke uterotrophic activity in the present
study. Additionally, to determine a genomic activity for
EB, a last group of OVX rats received a single injection
of EB (5mg(kgBW)™!, s.c.; n=6), with or without
ICI 182,780 (2 mg (kg BW)™!, s.c.; n=15). Control rats
received the vehicle, olive oil (Ve, n = 6). Eight hours after
treatment, rats were killed, and colons subjected to RNA
extraction.

In vivo measurement of colonic paracellular
permeability

Lumen to blood clearance for 24h of >'Cr-labelled
ethylenediamine tetra-acetic acid (*'Cr-EDTA; Perkin
Elmer Life Sciences, Paris, France) was used to assess
CPP during the sexual cycle. Animals were anaesthetized
as above, and surgically equipped with an intracolonic
catheter 1week before experimentation, as previously
described (Ait-Belgnaoui et al. 2005), then placed in
individual metabolic cages 24h before intracolonic
injection of > Cr-EDTA (0.7 1 Ci) diluted in 250 ul saline.
Faeces and urine were collected separately for 24 h, and
total radioactivity found in urine was measured with a
gamma counter (Cobra II, Packard, Meriden, CT, USA).
Colonic permeability to °'Cr-EDTA was expressed as the
percentage of total administered radioactivity recovered
in urine.

Ussing chamber experiments

Immediately after killing, distal colons were removed
and cut along the mesenteric border, and three colonic
strips from each rat were mounted in Ussing chambers
(Easymount, Hamden, CT, USA) having a flux area
of 0.5cm?. Both sides of each colonic sheet were
bathed in 5 ml of circulating oxygenated Krebs—Henseleit
solution (Sigma), and maintained at 37°C. Colonic
paracellular permeability was assessed by measuring
mucosal-to-serosal flux of fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled 4 kDa dextran (Sigma) across the colonic
strip. In brief, after a 20 min equilibrium period, 500 ul
of buffer solution on the mucosal side was replaced by
500 ul solution of FITC-dextran (2.2mgml~' as final
concentration). After 1h, fluorescence was measured in
the serosal buffer with a fluorimeter (Tecan Infinite
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M200, Austria). Results were expressed as the flux of
FITC-dextran crossing 1cm? of epithelium per hour
(nmolcm™2h™!), and are the means of measurements
done in triplicates. Trans-epithelial resistance (TER), an
indicator of tissue viability and paracellular ion exchange,
was expressed as Ohm cm?.

Cell culture and treatments

Caco-2 cells were grown at 37°C in 5% CO, humidified
atmosphere in phenol-red free Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM; MidiMed, Boussens, France),
with 100 U ml™! penicillin, 100 £g ml~! streptomycin and
non-essential amino acids (MidiMed), and augmented
with 10% fetal bovine calf serum (FCS; MidiMed)
pretreated with dextran coated charcoal. Charcoal stripped
FCS was prepared by mixing 500ml FCS with 10g
activated charcoal (Sigma) overnight at 4°C. Following
centrifugation to remove charcoal, the FCS was filtered at
0.22 pum, then added to the DMEM. Cells were plated in
a 24-well plate coated with collagen type 1 (5 ug cm?; BD
Biosciences, Le Pont de Claix, France) or on collagen type
1-coated round glass coverslips at a density of 5 x 10* cells
per cm? for 3 days, then exposed in triplicate to EB (10 nm),
PPT (100 nM) and DPN (100nM) for 8h in charcoal
stripped FCS. For treatment with the ER antagonist, ICI
182,780 (10 uM) was added in the medium 1h before
EB or DPN treatment. All chemicals were pre-dissolved
in 100% ethanol at a concentration of 10 uM, then
diluted with the medium to bring the final concentration,
while control cells were exposed to vehicle ethanol (final
dilution < 0.1%).

Immunofluorescence labelling

Caco-2 monolayers on coverslips were fixed and
permeabilized in methanol-acetic acid (95/5%) for
20min at —20°C, then blocked for 30min with
phosphate-buffered saline (PBS)-0.1% bovine serum
albumin (BSA) at room temperature (RT). Cells were
incubated overnight at 4°C with rabbit anti-occludin
polyclonal antibody (Zymed Laboratories, South San
Francisco, CA, USA), diluted 1:100 in PBS, or rabbit
anti-JAM-A (Zymed Laboratories), diluted 1:25 in
PBS. After washing, secondary detection was performed
using Alexa fluor 488-conjugated IgG donkey anti-rabbit
(1:2000 in PBS; Molecular Probes/Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) for 30 min. Caco-2 monolayers were
washed and mounted in Prolong mounting medium
(Invitrogen), and the labelling was examined under a
Nikon 90i fluorescence microscope. The z-axial images
were collected using an Olympus FV5-101 confocal laser
scanning, and Fluoview software (Olympus).
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Protein extraction and Western blot

Total proteins were extracted from colons and Caco-2 cells
in RIPA buffer containing 1% Igepal, 0.5% deoxycholic
acid, 0.1% sodium dodecyl sulphate in Tris-buffered
saline (TBS) 1x, and a complete protease inhibitor
cocktail (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany),
before clarification at 10 000 g for 10 min (4°C). Protein
concentrations were measured using the BC Assay Uptima
kit (Interchim, France). Equal amounts of protein per
lane were separated by SDS-PAGE, then transferred
onto nitrocellulose membranes (Optitran, Schleicher
1 Schuell Biosciences, Dassel, Germany). Membranes
were blocked with 5% dry milk in 0.1% tween in
TBS (TBST) for 2h at RT, and then incubated over-
night at 4°C with primary antibodies. Immunoblotting
was performed using polyclonal rabbit anti-occludin
antibody (Zymed Laboratories) diluted 1:500 in 5% dry
milk in TBST, and polyclonal rabbit anti-ZO-1 (Zymed
Laboratories) or anti-JAM-A (Abcam, Cambridge, UK)
diluted 1:1000 and 1:500 in 3% BSA in TBST,
respectively. After washing in TBST-milk, membranes
were incubated for 1h at RT with horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (Visualizer
Detection Kit, Upstate, Lake Placid, NY, USA) diluted
1:20000 in TBST, and washed. Bands were identified
using SuperSignal West Femto (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA). Relative values of the band density
were estimated using ImageJ software (NIH, Bethesda,
MD, USA), and are presented as the mean of blot
determination in 5 to 7 animals.

RNA extraction and RT-PCR

Total RNA was prepared from colons or Caco-2 cells
with QIAzol (Qiagen, Courtaboeuf France) by standard
isopropanol—chloroform precipitation. The resulting RNA
pellets were washed with 75% ethanol and resuspended
in RNase free water. RNA quality was confirmed by
analysis of the 260:280nm absorbance ratio. cDNA
was synthesized from 1pg RNA using an Omniscript
RT kit (Qiagen) and 5pumoll™! random primers
(Invitrogen, France) according to the manufacturer’s
instructions on an automated Applied Biosystems 9700
PCR System. cDNA was diluted 5 times before PCR
amplification. Primer sets were as follows: for rat occludin
(forward 5 GCT-CAG-GGA-ATA-TCC-ACC-TAT-CA3,
reverse 5’CAC-AAA-GTT-TTA-ACT-TCC-CAG-ACG3),
annealing temperature 62°C; human occludin (forward
5'TCA-GGG-AAT-ATC-CAC-CTA-TCA-CTT-CAG3/,

reverse  5'CAT-CAG-CAG-CAG-CCA-TGT-ACT-CTT-
CAC3’), annealing temperature 53°C; rat ZO-1 (forward
5 CGG-AAC-TAT-GAC-CAT-CGC-CAT-C3/, reverse
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5'GCC-TGT-ACC-TGT-TGT-GCA-CC3'), annealing
temperature 62°C; human ZO-1 (forward 5 CGG-
TCC-TCT-GAG-CCT-GTA-AG3/, reverse 5 GGA-TCT-
ACA-TGC-GAC-GAC-AA3’'), annealing temperature
46°C; human JAM-A (forward 5 GGT-CAA-GGT-
CAA-GCT-CAT?, reverse 5’CTG-AGT-AAG-GCA-AAT-
GCA-G3’), annealing temperature 48°C; rat GAPDH

(forward 5'ATC-ACC-ATC-TTC-CAG-GAG-CG3/,
reverse 5TTC-TGA-GTG-GCA-GTG-AGG-GC3'),
annealing temperature 50°C; human GAPDH
(forward 5 TTC-ATT-GAC-CTC-AAC-TAC-AT3,
reverse 5 GTG-GCA-GTG-ATG-GCA-AGG-AC3?),

annealing temperature 48°C. The 50 ul PCR reaction
mixtures contained 2.5 units of HotStarTaq DNA poly-
merase (QIAgen), 0.2 uM of each primer, 200 uM of each
dNTP and cDNA corresponding to 1 ug of total RNA.
The PCR products (10 ul of each PCR reaction) were
separated on a 2% agarose gel and were visualized by
SYBR Gold staining under UV light. Control experiments
were also performed in which RNA was omitted from the
reverse transcription reactions. Under these conditions,
no bands were seen on agarose gels for any of the genes
studied (data not shown).

Statistical analysis

All data are presented as means 4 S.E.M. Statistical
significance was assessed by Student’s t-test or one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test for multiple
comparisons where appropriate. Analyses were performed
by running Prism 4 software (GraphPad, San Diego, CA,
USA). P < 0.05 was considered significant.

Results

Oestrous cycle-dependent variations of colonic
paracellular permeability

The initial study focused on determining the in vivo
parameters of CPP to intracolonic *'Cr-EDTA in cyclic
rats. In animals in follicular phase, CPP, expressed as the
percentage of °' Cr-EDTA that crosses the colonic barrier,
showed a significant decrease compared with rats in luteal
phase (—44%, 1.0 £ 0.1 vs. 1.8 4+ 0.2% of total >' Cr-EDTA
recovered in urine, respectively; P <0.01) (Fig.1A).
Similar differences in paracellular fluxes were observed
in Ussing chambers, as assessed by a decreased CPP
to FITC-dextran in colonic segments from oestrus rats
compared with those of dioestrus rats (—38%, 1.0 £ 0.1
vs. 1.6+0.lnmolcm™>h™!, respectively; P <0.001)
(Fig. 1B), associated with an increased baseline TER
(Table 1).
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Table 1. Colonic trans-epithelial resistance (TER) in cyclic rats, and
OVX rats with or without oestradiol benzoate, progesterone and
ICI 182,780

Animals TER (2 cm?) n
Cyclic
Dioestrus 845+5.5 4
Oestrus
114.0 £ 10.9* 4
ovX
Ve 90.3+2.8 9
EB 109.3 £5.52 10
P 75.6 £ 4.7 5
EB+ICI 95.6 +9.6™

Data are means & s.e.M. of triplicate measurements in Ussing
chambers. *P < 0.05 vs. dioestrus rats; 2P < 0.05, and ns (not
significant) vs. control Ve.

Effects of ovariectomy, progesterone, oestradiol
and ER specific ligands on colonic paracellular
permeability

Compared to sham oestrus rats, bilateral ovariectomy
induced a marked increase in CPP monitored in Ussing
chambers (0.36+0.05 vs. 0.64+0.02nmolcm2h~},
respectively; P < 0.01) (Fig. 2). Treatment with P did
not change CPP and TER (Fig. 2 and Table 1).
In contrast, EB replacement elicited a 49% decrease
of FITC-dextran fluxes compared to OVX controls
(0.33 £0.03 vs. 0.64 £ 0.02 nmol cm™2 h™!, respectively;
P <0.001) (Fig. 2), correlated with a significant increase
in TER (P <0.05), reaching baseline values observed
in oestrus rats (Table 1). When the ER antagonist, ICI
182,780, was co-administered with EB in OVX rats, both
CPP and TER returned to baseline values similar to those
observed in OVX controls (Fig. 2 and Table 1). We also
examined the effects of various doses of EB injected daily

Figure 1. Effect of oestrous cycle on paracellular permeability
A, in vivo >'Cr-EDTA recovery in urine 24 h after injection into the
colon of rats in follicular and luteal phase. B, in vitro paracellular
FITC-dextran flux measured for 1 h in Ussing chambers in colon
segments from oestrus and dioestrus rats. Bars are means =+ s.E.M.
Statistical significance was assessed by Student’s t-test.
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for 5days (10 ug to 5mg (kg BW) ' day™') on CPP to
FITC-dextran. As shown in Fig.3A, a dose-dependent
decrease of dextran flux throughout colonic strips was
observed (P < 0.05), with a median effective dose (ED5)
of 72 ug (kg BW) ! day!, and maximal inhibition at
5mg (kg BW) ! day .

To determine the ER subtype mediating oestradiol
regulation of CPP, OVX rats were treated with DPN (a
selective ERB agonist), PPT (a selective ERx agonist)
or vehicle (controls) for 5days. In Ussing chambers,
the flux of FITC-dextran was reduced by 36% in
DPN treated rats compared with controls (0.47 4 0.03
vs. 0.734+0.06 nmolcm™2h™!, respectively; P < 0.05),
whereas no significant changes were observed following
PPT stimulation (Fig. 3B).

Oestradiol stimulates occludin expression but not
Z0-1 in the rat colon

We further analysed whether oestradiol-induced decrease
in CPP resulted from changes in the in vivo expression of
the tight junction proteins, occludin and ZO-1. OVX rats
were treated for 5 days with either vehicle (olive oil) or EB
at the dose (5 mg (kg BW)! day™!) producing maximal
inhibition on CPP as observed in the prior dose-response
study. As shown in Fig.4A, there was no significant

Figure 2. Effect of ovariectomy, progesterone, oestradiol and
ICl 182,780 on paracellular permeability

FITC-dextran flux measurements for 1 h in Ussing chambers in colon
segments from sham operated rats (sham oestrus), and
ovariectomized rats treated for 5 days with empty s.c. implants (OVX)
or with implants filled with P (OVX+P) or EB (OVX+EB) or EB with daily
s.c. injection of the ER antagonist ICI 182,780 (2 mg (kg BW)~" day~")
(OVX4EB-+ICI). Bars are means + s.e.M. P < 0.001, ANOVA;

*P < 0.05, **P < 0.01 vs. sham oestrus, P < 0.001 vs. OVX or P
group of rats; ns: not significant (Bonferroni post hoc test).
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difference in the ZO-1 protein expression compared to
control OVX, whereas EB treatment induced a sharp
increase in occludin protein expression (+49%, P < 0.05).
To further examine the signalling mechanisms by which
EB increases occludin amount, OVX rats were treated
with a single injection of EB (5 mg (kg BW) ! day ') and
killed at 8 h after treatment, a time point compatible with
a genomic effect of EB on occludin expression in other
epithelia (Kang et al. 2006). Colons from animals treated
with EB alone exhibited a marked increase in occludin
mRNA, blocked by ICI 182,780, whereas no change was
observed for ZO-1 mRNA (Fig. 4B).

Figure 3. Dose effect of oestradiol on paracellular permeability
in OVX rats and involvement of ERx and ERfB

A, dose-response study of oestradiol benzoate (EB, 1 ug to

5 mg (kg BW)~" day~" for 5 days, s.c.) on paracellular FITC-dextran
flux measured for 1 h in colon segments mounted in Ussing chambers.
Values are means =+ s.t.m. of triplicate measurements in 5-8 rats per
group (P < 0.05, ANOVA). B, effects of a 5 day treatment with the
selective ligand agonist for ERa (PPT, 4 mg (kg BW)~! day~', s.c.), ERB
(DPN, 4 mg (kg BW)~" day~", s.c.) on colonic paracellular permeability
in Ussing chambers. OVX rats treated with vehicle DMSO in olive oil
(Ve) were used as controls. Values are means =+ s.e.M. of triplicate
measurements in 7 rats per group. **P < 0.01 and ns (not significant)
vs. Ve.

V. Braniste and others

J Physiol 587.13

Effects of oestradiol, PPT and DPN on occludin, JAM-A
and ZO-1 expression in Caco-2 cells

To evaluate whether the EB-mediated increase in
occludin expression specifically involved ERB expressed
by epithelial cells, and whether it could affect other
transmembrane proteins involved in TJ function, we
assessed occludin and JAM-A mRNA and protein levels
in human Caco-2 cell line stimulated with EB, PPT
or DPN, with or without the ER antagonist ICI
182,780. We found that DPN, like EB, up-regulated
occludin (4+43%; P < 0.05) and JAM-A (4+58%; P < 0.05)
protein expression by Caco-2 cells, while PPT had no
significant effect (Fig. 5A and B). Pre-treatment of EB- or
DPN-stimulated Caco-2 cells with ICI 182,780 resulted in
reducing occludin as well as JAM-A protein amount to an
extent comparable to that observed in controls (Fig. 5A
and B). At the transcription level, Caco-2 cells showed a
significant increase in occludin mRNA when treated with
EB (P < 0.01) or DPN (P < 0.05), and these effects were
blocked by the pre-treatment with ICI 182,780 (Fig. 5A).
Similar EB and DPN effects were found for JAM-A mRNA
(Fig. 5B). Compared to control cells, no significant change
in both occludin and JAM-A mRNA levels was observed
following PPT stimulation (Fig.5A and B). Further, as
observed in the rat colon (Fig. 4), no EB-related changes
could be discerned on mRNA and protein level of ZO-1
(Fig. 5C).

To test whether EB and DPN affect the architecture
of TJs, Caco-2 monolayers were immunostained by
fluorescent antibodies to occludin and JAM-A. In control
cells, occludin and JAM-A immunofluorescence were
distributed as distinct continuous bands along the cell
borders, and cell morphology did not differ among
treatment groups (Fig. 6). In EB- and DPN-treated
monolayers, immunostaining for occludin was markedly
increased at the TJ level, whereas no change was detected
after PPT treatment compared to control cells (Fig. 6A).
Similar DPN effect was observed for JAM-A staining at
the apical cell-to-cell contact (Fig.6B), while PPT had
no effect (not shown). Pretreatment with ICI 182,780
prevented the DPN-induced increase in occludin and
JAM-A immunostaining (Fig. 6).

Discussion

A major route of transport in gut epithelia is the
paracellular pathway, regulated by TJs that form part
of the apical junctional complex between epithelial
cells (Turner, 2006). In the absence of pathological
disorders, epithelial cells are not totally sealed and allow
transport of water and solutes, as well as microbial
sampling for maintaining intestinal immune hoemostasis
(Masyuk et al. 2002; Shen & Turner, 2006; Artis,
2008). The present study in female rats shows that
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colonic paracellular permeability was not static in basal
conditions, but fluctuated depending on stages of the
oestrous cycle. Here we present evidence of a physiological
link between cycle-dependent permeability changes,
circulating oestrogens and ERB-mediated increase in
expression of occludin and JAM-A, two TJ transmembrane
proteins with pivotal functions in the maintenance of
epithelial intercellular spaces.

There is growing evidence that sex steroids influence gut
physiology. Both oestrogen and progesterone receptors are
expressed in the GI tract under normal conditions (i.e.
without tumour formation or developing inflammation)
(Enmark et al. 1997; Campbell-Thompson et al. 2001;
Konstantinopoulos et al. 2003; Kawano et al. 2004; Xiao
et al. 2005), and sex steroids have been shown to influence
gastric motility (Giinal et al. 2004), colonic transit time
(Xiao et al. 2005; Cong et al. 2007), chloride ion secretion
(Condliffe et al. 2001; O’Mahony et al. 2007), and
epithelium formation (Wada-Hiraike et al. 2006a). In
contrast, the literature is less abundant regarding influence
of the natural cyclic shift from oestrogen to progesterone
plasma dominance on gut function. Our data in cyclic
rats show, first, that paracellular permeability was lower
in oestrus (i.e. oestrogen dominance) than in dioestrus
(progesterone dominance); second, that the decrease of
paracellular permeability under oestrogen dominance
appeared concomitant to an increase in TER, suggesting
the reinforcement of TJ function during the follicular
phase, an effect which is lost in the subsequent luteal
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phase. Our statement that these variations occurred in
relation to changes in plasma oestrogen is supported by the
following findings. First, progesterone did not influence
epithelial permeability in OVX rats, while oestradiol
evoked an increase in TER, and a dose-related decrease
in paracellular flux. Similarly, Mullick et al. (2001) also
documented a reduced permeability following oestradiol
treatment, but not progesterone, in rat carotid arteries.
Second, the oestradiol effects on colonic paracellular
flux and TER were blocked by the ER antagonist ICI
182,780, demonstrating that these responses are mediated
by ERs. These findings reinforce the hypothesis that
oestradiol is able to limit TJ opening in the colon during
the reproductive cycle, thus able to limit the passage
of potentially harmful luminal components. Consistent
with this suggestion, Homma et al. (2005) demonstrated
sexual dimorphism in rat ileal permeability, with a female
gut in pro-oestrus stage (i.e. oestrogen peak) better
preserved than the male intestine under hypoxia and
acidosis, a sex difference abrogated by oestradiol
pretreatment in males. A protective role of oestradiol in
decreasing paracellular permeability enlarges its beneficial
effects on intestinal barrier function, since oestradiol was
thought to have primarily anti-inflammatory activities in
the gut, by decreasing neutrophil infiltration and cytokine
production in colitis (Verdu et al. 2002; Giinal et al. 2003;
Harnish et al. 2004; Houdeau et al. 2007).

Gut epithelial cells contain functional ERs (Thomas
et al. 1993), and oestrous cycle-related changes in

Figure 4. Effects of oestradiol on occludin and ZO-1 expression in the colon of OVX rats

A, representative Western blot lanes for occludin and ZO-1 from the same protein extract, and quantitative
representation of corresponding protein contents from 7 independent experiments. Note that EB significantly
increased occludin protein without change in ZO-1 amount. B, RT-PCR results for occludin, ZO-1, and GAPDH
mRNA using total RNA from colon lysates of 6 independent experiments. In OVX rats 8 h after a single EB injection
(5 mg kg™"), EB significantly increased occludin mRNA, blocked by ICI 182,780 (EB+ICI), without change in the
expression of mRNA for ZO-1. Values are means =+ s.e.m. Ve: control vehicle. *P < 0.05 vs. corresponding control

(Ve).
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ER expression have been reported in the mouse
intestine (Kawano et al. 2004). Our findings emphasize
a multifaceted role of oestrogen in the physiological
control of intestinal epithelium. For instance, oestradiol
appeared to inhibit chloride ion exchange in distal
colonic cells, an anti-secretory response also found to be
oestrous cycle-dependent (O’Mahony & Harvey, 2008).
These authors postulated that the anti-secretory effect
of oestradiol may enhance salt and water retention in
females, as commonly observed in oral contraceptive users
with high oestrogen dosage, or during natural periods
of elevated plasma oestrogen (Oelkers, 1996; Fruzzetti
et al. 2007). Because water molecules can be driven
passively by paracellular flux additional to the transcellular
pathway (Masyuk et al. 2002), our data support the
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hypothesis that the oestrogen-mediated decrease of
paracellular permeability may act in combination with
inhibition of chloride ion channels to modulate fluid
movement throughout the intestinal epithelium. Such a
mechanism may compensate the natriuretic and blood
pressure lowering effect of endogenous progesterone
during the luteal phase, thus contributing to body water
homeostasis throughout the menstrual cycle (Oelkers,
1996). According to O’Mahony & Harvey (2008), the
body fluid-retaining effects of oestrogen during the
reproductive cycle may allow for volume expansion of
the uterus in preparation for embryo implantation, a
water transport also leading to reduction in viscosity of
the uterine luminal fluid (Jablonski et al. 2003; Richard
et al. 2003).

Figure 5. Effects of oestradiol, ERe and B agonists, and ICl 182,780 on occludin, JAM-A and ZO-1

expression in Caco-2 cells

The expression of occludin (A), JAM-A (B), and ZO-1 (C) proteins and mRNA were examined by Western blotting
(upper panels) and RT-PCR (lower panels), with representative band images and corresponding densitometric
analysis. Caco-2 cells were treated for 8 h with ethanol vehicle (C), or with EB (10 nm), DPN (100 nm) or PPT
(100 nm), in the presence or absence of ER antagonist ICl 182,780 (ICl, 10 um). Note that EB like DPN, but not PPT,
significantly increased mRNA and protein levels of occludin (A) and JAM-A (B), without effect on ZO-1 expression
(C). Both EB and DPN effects on occludin and JAM-A expression were blocked by ICI. Each bar represents
mean =+ s.e.M. from 6 to 7 independent experiments. P =0.01, ANOVA; **P < 0.001, *P < 0.05, and ns (not

significant) (Bonferroni post hoc test) vs. control cells (C).
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Oestrogens interact with at least two receptors ERa
and ERB (Heldring et al. 2007). Herein we report that
the EB-mediated decrease in epithelial permeability was
mimicked by the ERB agonist DPN, but not by the
ERo agonist PPT. Although both ERs were expressed in
the colon, ERB predominates in normal colonic mucosa
(Campbell-Thompson et al. 2001), consistent with the
effect observed only through DPN stimulation in the
present study. It is of note that DPN acts as an agonist
on both ERs, but in support of the present data, DPN has
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a 70-fold higher binding affinity and a 170-fold higher
potency in transcription assays with ERS than with ER«
(Meyers et al. 2001), and appeared as effective as EB
stimulation to decrease intestinal permeability in our
study, in contrast to PPT, thus confirming this effect only
attributed to ER B activation. In the colon, ERS was mainly
found in epithelial cells (Konstantinopoulos ef al. 2003),
suggesting that these cells are the main targets for the
oestrogen-induced decrease in paracellular permeability.
To address this question, we compared the effect of

Figure 6. Immunofluorescence detection of occludin and JAM-A in Caco-2 cells

Cell monolayers were exposed for 8 h to ethanol vehicle (Control), EB (10 nm), DPN (100 nm), or PPT (100 nm), in
the presence or absence of ER antagonist ICI 182,780 (ICl, 10 uM). A, occludin: note that DPN like EB, but not PPT,
increases occludin staining at the level of epithelial cell membranes, and ICl added 1 h before EB or DPN treatment
blocked this effect. In confocal images in the x-z plane, note that DPN enhances occludin immunostaining at
the apical cell-to-cell contact of epithelial cells compared to control cells, and this effect was abrogated in the
presence of ICl 182,780. B, JAM-A, representative images of immunostaining with or without DPN treatment and
ICI 182,780, and x—z plane confocal images showing modulation of epithelial JAM-A staining at apical sites. Scale

bars = 25 um.
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oestradiol in the rat colon and in a human intestinal
cell line on the expression of T] proteins that control the
intercellular spaces. Tight junction proteins are composed
of cytoplasmic and transmembrane proteins. Among
them, occludin and ZO-1 contribute to the rate-limiting
step for paracellular passage in intestinal epithelium
(Turner, 2006). In human endothelial cell lines, it has been
shown that the amount of occludin is inversely correlated
to paracellular permeability, the latter being decreased
when occludin expression is increased, a modulation
mediated by oestradiol (Ye et al. 2003; Kang et al. 2006;
Sumanasekera et al. 2007). In the rat colon, we report
here that EB stimulation is associated with an increase
of occludin protein, without changes in the amount of
ZO-1. In addition, consistent with a transcription activity,
the mechanisms involved an increase in occludin mRNA,
an effect blocked by the ER antagonist ICI 182,780. A
similar activation of occludin by oestradiol has been
described in the mouse brain, where oestrogens also
participate in the control of paracellular diffusion in the
blood-brain barrier (Kang et al. 2006). Furthermore,
the effect of EB was reproduced on cultured Caco2
cells in the present study, demonstrating that EB acts
directly on epithelial cells to enhance occludin protein
and mRNA. As reported in the colon, ERe and 8 were
co-expressed in the human cell line Caco-2, with ERp the
predominant subtype (Campbell-Thompson et al. 2001),
and our data using the selective agonist DPN confirm that
the ERB pathway is the intrinsic mechanism regulating
occludin expression in colonic epithelial cells. To further
explore the effects of oestradiol and DPN on Caco-2 cells,
we also found increased expression levels of JAM-A, a
transmembrane protein apically positioned at TJs with
occludin in the colon (Vetrano et al. 2008). Several
studies have implicated JAM-A in the regulation of
intestinal barrier function. For instance, JAM-A deficiency
in mice resulted in enhanced intestinal permeability to
FITC-dextran and decreased TER (Laukoetter et al. 2007),
and silencing of JAM-A in Caco-2 cells also resulted in
increased epithelial permeability (Vetrano et al. 2008).
Consistently, Vetrano et al. (2008) showed a dramatic loss
of epithelial JAM-A that correlates with epithelial barrier
defect in Crohn’s disease and ulcerative colitis, the two
major forms of inflammatory bowel disorders in humans.
Interestingly, it has been proposed that JAM-A plays a
pivotal role in the assembly of the TJ protein complex,
by interacting with ZO-1 and stabilizing occludin at the
junctions (Bazzoni et al. 2000). Hence, it is likely that
an increased amount of epithelial JAM-A together with
occludin ameliorates TJ integrity, thus improving the
epithelial barrier function under oestrogen dominance.
However, we cannot exclude that oestradiol may also target
other proteins involved in the epithelial T] complex, and
not investigated in the present study, mainly the claudins, a
large family of intercellular adhesion molecules (Van Itallie
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& Anderson, 2006), of which up-regulation by various
factors, for instance solutes and nutrients, has been shown
to enhance paracellular sealing in the colon (Li ef al. 2004;
Amasheh et al. 2009; Suzuki & Hara, 2009).

In conclusion, the ERB-mediated increase of occludin
and JAM-A expression in epithelial cells has been
identified as the molecular mechanism for the oestrogen
modulation of paracellular permeability in the colon. This
is in support of the hypothesis that high plasma oestrogen
level during the follicular phase of the reproductive
cycle limits T] opening in the normal colon, through
up-regulation of transmembrane proteins leading to the
reinforcement of the structural integrity of TJs, an effect
suppressed during the luteal phase. Because impaired
paracellular permeability is a trigger for inflammatory
bowel disorders and chronic inflammation in humans
(Meddings, 1997; Shen & Turner, 2006), the ERS pathway
may represent a novel target to prevent or limit the
epithelial barrier defect in these diseases.
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Résultats expérimentaux

ll. Impact of oral bisphenol A at reference doses on
intestinal barrier function and sex differences after

perinatal exposure in rats

Le Bisphénol A (BPA) est un xénoestrogéne, monomere des plastiques
polycarbonate et de résines époxy (Bisphénol A Diglycidyl Ether ou BADGE) au contacte
des aliments et boissons. Le BPA est utilisé a grande échelle dans l'industrie des
emballages alimentaires, notamment pour la fabrication de biberons et dans les résines de
protection intérieure des canettes de boisson et boites de conserves. Le BPA, classé comme
perturbateur endocrinien, est retrouvé dans les liquides de I'organisme a des concentrations
de 0,1 & 10 nM (sang, urines), dans le lait maternel, le liquide amniotique et les tissus
faetaux. Des nombreuses études mettent en évidence des effets du BPA a de faibles doses,
suscitant des nombreux débats sur le risque sanitaire pour I'hnomme.

Sur la base de nos premiers résultats montrant la sensibilité de la barriére intestinale
face aux oestrogenes circulants, et compte tenu des propriétés oestrogéno-mimeétiques du
BPA, 'objectif premier de cette étude a été d’évaluer I'impact d’'une exposition chronique
par voie orale au BPA (doses de références NOAEL, DJA et inférieures) chez la rate adulte
sur la fonction de barriere intestinale. Les oestrogenes ayant des propriétés modulatrices
dabs la réponse inflammatoire et sensibilité viscérale, les effets du BPA ont également été
évalué sur ces deux composantes impliquées dans les maladies inflammatoires de I'intestin
et les troubles fonctionnels digestifs. Dans un deuxieme temps, I'objectif de notre étude a
éte de déterminer les conséquences d’une exposition en période périnatale au BPA — une
période jugée critique pour le développement de I'organisme et jamais évalué dans les
études de toxicologie réglementaire — sur la fonction de la barriére intestinale a I'adge adulte
(perméabilité et la réponse immunitaire).

Méthodologie : Pour évaluer l'effet propre du BPA sur la fonction de barriere
intestinale, des rates adultes ont été ovariectomisées pour éliminer les sources endogenes
en hormones ovariennes. Les animaux ont ensuite recu par voie orale le BPA aux doses de
références — NOAEL ou DJA pendant 15 jours. A la fin de cette période d’exposition, nous
avons évalué l'impact oral a été évalué sur trois parametres: 1/ la permeéabilité
paracellulaire colique au dextran-FITC 4kDa en chambres de Ussing; 2/ la réponse

inflammatoire dans une colite expérimentale 24h aprés I'administration intra-rectale d’
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acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS), par I'évaluation de l'activité de I'enzyme
myeloperoxidase (MPO, un marqueur d’infiltration neutrophilaire) et I'expression de la
cytokine proinflammatoire MIF (par Western blotting), et 3/ la sensibilité viscérale en
réponse a une distension colorectale (nombre de contractions abdominales évaluées en
électromyographie en réponse a des volumes de distension douloureux). Dans un dernier
groupe de rates OVX exposéesr osau BPAoaeL, des injections sous-cutanées de ICI
182.780 ont été reéalisées pendant les 5 derniers jours de traitement au BPA pour
déterminer I'implication des ERs dans les effets du contaminant sur ces trois paramétres.
En utilisant, le méme modele pharmacologique de rates OVX, nous avons étudié I'effet du
BPA oral sur I'expression des protéines transmembranaire oestrogéno-sensibles de
jonctions serrées (occludine et JAM-A) et apprécié I'effet dose-réponse du contaminant sur
la perméabilité paracellulaire colique.

Dans un deuxiéme temps, des rates gestantes ont été exposéesnaneBPa
voie orale de la mi-gestation (G15) et jusqu’au sevrage des nouveau-nés (J21 post-natal).
Dans la descendance F1, I'impact de I'exposition périnatale colique au BPA (exposition
foetale puis pendant l'allaitement) sur la permeéabilité colique basale et la réponse
inflammatoire dans une colite au TNBS a été apprécié a I'age adulte (10 semaine post-
natales) dans les deux sexes. Les conséquences sur la balance d’expressianat@saER
égdement été évalué par gPCR dans les muqueuses coliqgues des descendants males et
femelles.

Enfin, nous avons étudié les conséquences d’'une exposition de 24h au BPA sur
I'expression des protéines occludine et JAM-A dans la lignée cellulaire humaine Caco?2.

Résultats :L’exposition chronique au BPA chez 'adulte est capable de diminuer la
perméabilité paracellulaire colique aux deux doses de références NOAEL et DJA, un effet
similaire a celui de I'oestradiol administré également par voie orale. Cette diminution de la
perméabilité intestinale est dose-dépendante, avec un ED50 de 5,2 pg/kg/jour, dix fois
inférieure a la DJA, et un effet maximal observé a 0,5 mg/kg/jour. Comme pour
I'oestradiol, I'effet du BPA sur la perméabilité intestinale est di a une surexpression des
protéines transmembranaires des jonctions serrées, occludine et JAM-A.

Dans les conditions d’'une colite aigué au TNBS, un traitement oral de 15 jours au
BPAnoaeL S’est accompagné d’une réduction des lésions tissulaires macroscopiques dans
le cblon inflammé , d’'une diminution de l'activité de 'enzyme MPO et de I'expression de

la cytokine pro-inflammatoire oestrogéno-sensible Mifa¢rophage Migration Inhibitory
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Factor). Le BPAy;a a été sans effet sur ces mémes parametres. Enfin, en condition basales
(hors inflammation), la sensibilité viscérale en réponse a une distension colorectale chez la
rate OVX a été exacerbée apres exposition auBRA, sans effet de la dose DJA. L'effet
du BPANoaEL SUr la réponse a la douleur a été similaire a celui produit par I’'hormone mére
oestradiol.

Chez l'adulte OVX, les effets du BPA sur les trois parametres mesurés ont été
bloqués par l'administration préalable de [I'antagoniste ICI 182,780 confirmant

I'implication des ERs.

Exposition périnatale au BPAoaeL : Un dimorphisme sexuel a été observé dans
les effets du BPA sur la perméabilité intestinale et la colite expérimentale dans la
descendance F1 exposée au BE##. pendant la gestation et I'allaitement. En effet, une
diminution de la perméabilité intestinale de 47% a été mise en évidence chez les femelles
adultes de la génération F1, indépendamment de I'effet propre du cycle oestral car plus
appuyées en oestrus du cycle (pour rappel, une baisse de perméabilité a été observée en
phase folliculaire du cycle, dépendant des oestrogénes circulants). Concernant les
parametres inflammatoires, I'exposition périnatale aux BPA s’est révélée sans
conséquences chez le male F1, mais délétére pour les femelles. Une augmentation
importante de Il'activité MPO et de I'expression de la cytokine MIF a été observée 24
heures apres linstillation intra-rectale de TNBS chez les femelles exposées au BPA par
rapport au groupe contréle non-exposeé.

Le niveau d’expression des ERs au niveau de la muqueuse colique a révelé une
diminution de l'expression de BRchez les males exposés au BPA, sans effet sur
I’expression de ER un déséquilibre pouvant expliquer le dimorphismeusk le BPA
ayant une activité oestrogénique essentiellement médié par [gsd&®R le cdlon. A
I'inverse, I'expression de ERs est restée intacte chez les femelles exposées en période
périnatale au BPA.

Les études sur la lignée cellulaire Caco-2 exposée 24h au BPA, a confirmé les
résultats observés sur la muqueuse colique des rats, au moins sur la surexpression des
protéines occludine et JAM-A dans les cellules épithéliales. La concentration de BPA
utilisé pour cette expérienae vitro a été equivalente aux concentrations détectées dans les
fluides humains (10nM).
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Conclusion : Cette étude est la premiere a présenter l'intestin comme une cible du
xénoestrogene BPA. Alors que la voie orale est la principale voie de contamination pour
'homme par le BPA, lintestin n'a jusqu’ici été considéré que comme une voie
d’absorption du produit avant sa distribution systémique vers les autres organes et
fonctions naturellement sensibles aux hormones sexuelles (tractus génital, cerveau...).
L’intérét de cette étude a été de montrer que le BPA, aux doses de référence, est efficace
pour moduler deux compartiments cellulaires oestrogéno-sensibles et impliqués dans la
fonction de la barriére intestinale (réponse immunitaires et perméabilité), ainsi que la
nociception intestinale a des stimuli périphériques. En particulier, nous révélons la trés
grande sensibilité de I'épithélium colique au BPA, avec un ED50 10 fois inférieur a la DJA
en vigueur.

Par ailleurs, afin délargir la notion de la période critique d’exposition aux
perturbateurs endocriniens, cette études révele des conséquences déléteres du BPA dans le
développement de l'intestin, se traduisant par une fragilité du systéme immunitaire a I'age
adulte, rendant les muqueuses coliques des femelles plus vulnérables face a un stimulus

inflammatoire.
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Bisphenol A (BPA), a chemical estrogen widely used in the food-
packaging industry and baby bottles, is recovered in human fluids
(0.1-10 nM). Recent studies have reported that BPA is hormonally
active at low doses, emphasizing the debate of a risk for human
health. Estrogen receptors are expressed in the colon, and although
the major route of BPA exposure is food, the effects on gut have
received no attention. We first examined the endocrine disrupting
potency of BPA on colonic paracellular permeability (CPP), experi-
mental colitis, and visceral sensitivity in ovariectomized rats orally
exposed to 5 mg/kg/d BPA (i.e., the no observed adverse effect level),
50 ng/kg/d BPA (i.e., tolerable daily intake), or lower doses. BPA dose-
dependently decreased basal CPP, with a half-maximal inhibitory
dose of 5.2 ng/kg/d, 10-fold below the tolerable daily intake. This
correlated with an increase in epithelial tight junction sealing, also
observedin Caco-2 cells exposed to 10 nM BPA. When ovariectomized
rats were fed with BPA at the no observed adverse effect level, the
severity of colitis was reduced, whereas the same dose increased pain
sensitivity to colorectal stimuli. We then examined the impact of
perinatal exposure to BPA on intestinal permeability and inflamma-
tory response in the offspring. In female rats, but not in male rats,
perinatal BPA evoked a decrease of CPP in adulthood, whereas the
proinflammatory response of colonic mucosa was strengthened. This
study first demonstrates that the xenoestrogen BPA at reference
doses influences intestinal barrier function and gut nociception.
Moreover, perinatal exposure promotes the development of severe
inflammation in adult female offspring only.

endocrine disruptor | gut permeability | inflammation | pain | estrogen

he xenoestrogen bisphenol A (BPA), a food contaminant with

endocrine disruptor activity, is the monomer widely used to
manufacture polycarbonate plastics including baby bottles, infant
feeding containers or tableware (plates and mugs), and epoxy resin
lining food and beverage cans (1, 2). Significant exposure of humans
through diet is evidenced by the presence of BPA in urine, blood,
fetal tissues, and amniotic fluid (3, 4). BPA leaches from the poly-
mers into food and water under normal conditions, and exposure to
elevated temperatures (boiling, heating) greatly increases its rate of
migration (5, 6). There is a global concern for human health as BPA
binds to estrogen receptors (ERs) (7), and can interfere with normal
sex hormone balance. As a protective measure the US Environ-
mental Protection Agency and European Food Safety Agency have
established a tolerable daily intake (TDI) of 50 pg/kg/d, applying an
uncertainty factor of 100 to the no observed adverse effect level
(NOAEL) of 5 mg/kg/d. However, recent studies revealed that
chronic exposure to these reference doses alters some biological
endpoints (8, 9), warranting a request for reevaluation of human
safe daily intake limits (4, 10). To date, most studies examining the
estrogenic impact of BPA have focused on reproductive function
(11-13) and, more recently, on brain development (14, 15). In
contrast, although the gut is in direct contact with orally absorbed
BPA, the endocrine impact on the intestinal barrier function re-
mains an unexplored endpoint.

448-453 | PNAS | January 5,2010 | vol. 107 | no.1

The intestinal barrier is a highly dynamic interface between
external and internal environment of the body, playing an
important role in maintaining mucosal immune homeostasis.
Mainly dedicated to the absorption of nutrients and water (16, 17),
the intestinal epithelium also provides a physical barrier designed
to restrict the passage of a broad spectrum of noxious and im-
munogenic substances from the lumen (18). This is of particular
importance in the colon, where the complex microbial composi-
tion provides an abundant source of potentially detrimental li-
gands and antigens that may cause chronic mucosal injury.
Maturation of the intestinal barrier function occurs early in life,
prenatally and postnatally, and is linked to increased intestinal
permeability stimulating the development of the mucosal immune
system (19-21). In recent years, several lines of clinical and ex-
perimental evidence have reported that estrogens are involved in
the development and regulation of the gut barrier. Altogether, a
sex difference in intestinal permeability and inflammation (22),
the prevalence of irritable bowel syndrome in women (23), the
fluctuations of irritable bowel syndrome-associated abdominal
painin women during their menstrual cycle (24), as well as the wide
expression of estrogen receptors (ERs) in human fetal and adult
colonic mucosa (25, 26) suggest that estrogens play a key role. In
animal studies, estrogen action on intestinal permeability, in-
flammation, and viscerosensitivity are controlled by ERs in gut
epithelial cells and sensory neurons, the latter conveying periph-
eral information to the central nervous system (27-29). Therefore,
we assumed that BPA may target these receptors.

Accordingly, the present study aimed at comparing the impact
of oral exposures to BPA and estradiol benzoate (EB) on the
intestinal barrier function. In ovariectomized (OVX) rats exposed
for 15 d to the NOAEL or the predicted safe dose TDI, we first
examined colonic paracellular permeability under basal con-
ditions (i.e., without inflammation), then inflammatory response
through determination of neutrophil infiltration and colonic
content of macrophage migration inhibitory factor (MIF), a
proinflammatory cytokine targeted by estradiol in colitis (28).
Second, we tested the hypothesis that daily oral exposure to BPA
may impact pain perception in a model of visceral sensitivity in
response to colorectal distension. Third, as low doses of BPA
decreased intestinal permeability, which could adversely interfere
with the maturing process of the gut, we also evaluated the effects
of a perinatal exposure to BPA on intestinal barrier function in
the offspring.
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Results

Low Doses of BPA Decrease Intestinal Permeability in the OVX Rat.
Estradiol affects colonic paracellular permeability (CPP) through
ERs in epithelial cells (27). OVX rats were used for complete de-
pletion of endogenous sex hormones, and the influence of a daily
oral exposure to BPA was examined on CPP in Ussing chambers.
Relative to the vehicle-treated OVX controls, BPA caused a dose-
dependent decrease of CPP (Fig. 14), with a half-maximal in-
hibitory dose of 5.2 pg/kg/d (95% CI, 0.8-32 pg/kg/d), which is
below the human TDI, and maximal inhibition at 0.5 mg/kg/d. To
determine whether the decrease in CPP was related to the estro-
genicity of BPA, the reference doses were tested in the presence
versus the absence of the ER antagonist ICI 182.780, and compared
with the effect of EB. As shown in Fig. 1B, the NOAEL and TDI of
BPA significantly decreased the paracellular flux to dextran FITC
by 55% and 46%, respectively, compared with vehicle-treated
OVX controls (P < 0.01). The decrease in CPP was similar to the
one observed in EB-treated rats (0.33 + 0.03 vs. 0.71 nmol-cm>h~!
+ 0.09 in controls; P < 0.01), and both BPA and EB effects were
prevented in the presence of ICI 182.780 (Fig. 1B).

Effect of BPA on Tight Junction Proteins and ER Expression in the
Colon. Estradiol enhances the expression of occludin and junc-
tional adhesion molecule (JAM)-A, two transmembrane proteins
that sealed intercellular spaces at apical tight junctions (TJs) (27).
A dose-related increase in occludin and JAM-A protein levels was
observed in the colon of OVX rats exposed to BPA, reaching
statistical significance at NOAEL, and this effect was blocked by
ICI 182.780 (Fig. 24). Colonic mucosa analyzed for expression
levels of ERa and ERp mRNA showed predominant expression of
ERp, and BPA at NOAEL did not affect the expression levels of
both ERs compared with OVX controls (Fig. 2B).

To further investigate whether BPA also affects paracellular
sealing in human colonic cells, Caco-2 monolayers were immu-
nostained for occludin and JAM-A. In control cells, labeling
occurred as distinct continuous bands lining cell borders (Fig. 3).
In BPA-exposed cells (10 nM), occludin and JAM-A staining
were markedly increased at TJ level, and ICI 182.780 completely
prevented this effect (Fig. 3).

Effects of BPA on the Inflammatory Response in the OVX Rat. Using
the rat model of trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced
colitis, the neutrophil infiltration was assessed in the colon of OVX
rats receiving EB, BPA, or the vehicle corn oil for 15 d before in-

Fig. 1. Comparative effects of BPA and estradiol on intestinal permeability in
OVX rats. (A) Dose effect of BPA (0.5 ug to 5 mg/kg/d for 15 d by mouth) on
colonic paracellular permeability (six to eight rats per group; P < 0.05, one-way
ANOVA). (B) Effects of 15-d treatment with corn oil (control), BPA NOAEL or
TDI, or EB with or without ICI 182.780 (/C/) on paracellular dextran flux (5-13
rats per group). **P < 0.01 vs. controls; ns, not significant on one-way ANOVA.
Bars are means + SEM of triplicate measurements.
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Fig. 2. Effects of BPA on TJ proteins and ER expression in OVX rats. (A) Repre-
sentative Western blot lanes for occludin and JAM-A and corresponding densi-
tometric analysis of protein levels in the colon of rats fed with BPA at NOAEL, TDI,
or vehicle (control), with or without ICI 182.780. Note a dose-related increase of
occludin and JAM-A in BPA-treated OVX rats. (B) Relative expression levels of ERa
and ERB mRNA in the colon of OVX rats treated with vehicle (control, set to 1) or
BPA NOAEL. Using the same threshold for both ERs, ERf exponential PCR ampli-
fication occurred at4.2 + 0.2 cycle thresholds earlier compared with ERa, consistent
with predominant ER( expression. Bars are means + SEM of duplicate measure-
ments (8-10 rats per group). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle controls (t test).

flammation. Compared with noninflamed rats, a sharp increase in
colonic myeloperoxidase activity (MPO) was observed in all ex-
perimental groups 24 h after induction of colitis (Fig. 44). In in-
flamed conditions, MPO activity in TDI-treated rats did not differ
from controls, whereas, similar to EB treatment, the NOAEL for
BPA significantly decreased MPO activity compared with control
inflamed rats (—43%; P < 0.05), and coadministration of ICI 182.780
prevented both BPA and EB effects (Fig. 44). In addition, a 32%
decrease in tissue MIF content was observed in BPA NOAEL-
treated rats compared with inflamed controls (P < 0.05), and ICI
182.780 blocked this effect (Fig. 4B).

BPA Induces Visceral Hypersensitivity in the OVX Rat. Colorectal
distention (CRD) induces abdominal contractions, and this viscer-
omotor response (VMR) is used to assess visceral pain. Estradiol
induces hyperalgesia in response to CRD in rats (29). To test
whether BPA affects colorectal sensitivity, we measured the VMR
to graded intensities of CRD. Fig. SA shows that the VMR in the
TDI group of rats did not differ from controls. In contrast, at the
NOAEL, BPA significantly increased the VMR to noxious stimuli
(0.8-1.2 mL) compared with controls (P < 0.001), similarly to EB
(Fig. 54). Coadministration of ICI 182.780 completely prevented
the enhanced VMR in the EB- and BPA-treated rats (Fig. 5B).

To further determine whether the enhanced VMR to noxious
stimuli resulted from change in muscle tone after EB or BPA
exposure, the colonic compliance was determined through the
measurement of the pressure-volume relationship using a
barostat. Fig. S1 shows a linear relationship between the volume
and resulting pressure in all groups of rats. This indicates that
neither BPA nor EB affect the muscular tone of colonic wall, and
the increase in VMR induced by isovolumic distension did not
result from changes in colonic compliance.

Perinatal BPA Alters Mucosal Immune Function in Female Offspring.
In rats perinatally exposed to the NOAEL of BPA, basal intes-
tinal permeability assessed in adulthood revealed a significant
decrease in the colonic dextran flux. This change was sex-specific,
observed only in female rats compared with controls assessed at
the same estrous stage (—47%; P < 0.01; Fig. 64). In contrast,
perinatal BPA resulted in a marked decrease of ERp mRNA
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levels in the colon of male offspring only, with no effects on ERa
expression (Fig. 6B).

Twenty-four hours after induction of TNBS colitis, MPO
activity significantly increased in all inflamed rats, and enhanced
MPO activity was observed in females perinatally exposed to BPA
compared with vehicle (+40%; P < 0.05), whereas no difference
occurred in male rats (Fig. 74). Similarly, MIF protein levels were
increased in inflamed female rats with perinatal BPA compared
with controls (P = 0.01), but not in male rats (Fig. 7B).

Discussion

Our study shows that the xenoestrogen BPA exerts estrogen-like
activities in the intestine of rats orally exposed to reference doses.
These effects were observed at the currently accepted NOAEL
(5 mg/kg/d) derived from toxicological studies conducted for risk-
assessment purposes. Our findings show that, similarly to estradiol,
BPA at the NOAEL decreased basal epithelial permeability in the
colon and enhanced nociceptive responses from the gut. The effect
onintestinal permeability was further observed at the reference safe
limit for human exposure (TDI, 50 pg/kg/d), demonstrating that gut
epithelial barrier is highly sensitive to low doses of BPA.

In addition to transcellular exchanges, the paracellular flux is a
major physiological component of the epithelial barrier function,
and is controlled by the integrity of the apical TJs that seal para-
cellular spaces between cells (18). In physiological conditions, the

Fig. 4. Comparative effects of BPA and estradiol on colitis in OVX rats. (A)
Colonic MPO 24 h after induction of TNBS colitis in OVX rats exposed for 15 d to
corn oil (control), EB, or BPA at NOAEL or TDI with or without ICl 182.780 (/C/).
Noninflamed (NI) controls received intracolonic saline solution. (B) Representa-
tive Western blot lanes and corresponding densitometric analysis of macro-
phage MIF in the same protein extracts. Bars are means + SEM of duplicate
measurements (5-13 rats per group). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. inflamed controls
(one-way ANOVA).
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Fig. 3. Immunofluorescence detection of occludin (A) and
JAM-A (B) in Caco-2 cells exposed for 24 h to ethanol vehicle
(control) or BPA (10 nM) with or without ICI 182.780 (10 pM).
Note that BPA increases occludin and JAM-A staining in epi-
thelial cell membranes, and ICl 182.780 added 24 h before BPA
blocked this effect. (Scale bars: 25 pm.)

intestinal barrier is not impermeable but leaky, allowing fluid
transport (17) and, at the colonic level, communication between the
mucosal immune system and the commensal flora, playing a major
role in antigen sampling and the development of tolerance (30). We
have recently shown that the basal permeability in the female colon
displays a high sensitivity to circulating estrogens, and is not static,
but fluctuates during the reproductive cycle, being decreased in
estrous stages under plasma estrogen dominance (27). Inrodents as
well as in humans, ER is the predominant ER in the colon, with
very weak expression of ERa (25, 26), and estradiol acts primarily
through ERB to enhance expression of the TJ proteins occludin and
JAM-A, thus reducing paracellular spaces (27). The present results
show that oral BPA evokes similar ERp activity, consistent with a
higher binding affinity for this receptor (7). First, oral BPA in OVX
rats did not affect the ER expression pattern in the colon, and BPA
dose-dependently decreased paracellular permeability, an effect
prevented by the ER antagonist ICI 182.780. Second, both occludin
and JAM-A were found up-regulated in the colon of NOAEL- and
TDI-treated rats, as well as in the human Caco-2 cell line exposed to
10 nM BPA [i.e., a concentration commonly found in human fluids
(3, 4)], a situation reported only in the presence of an ERp specific
ligand in such cells (27).

Of particular interest is the observation that BPA impacts
intestinal permeability at levels below the TDI, i.e., at exposure
levels usually considered as safe for humans. There is now
growing evidence showing endocrine-disrupting effects of BPA
at doses lower than the reference limits (11, 12, 31, 32). The
present dose—response study on intestinal permeability shows a
half-maximal inhibitory dose for BPA 10 fold below the TDI.

50— —— Control 50+
e EB . |~ Control
. —&— BPAvorer 404 —O— EB+ICI
04 A BPA, —— BPAnoar +1CI

[N
o

o
[=]

Number of abdominal contractions / Smin >
w
o

[=
o

T T T
0.4 0.8 1.2

=)
o
=)
»
o
=
-
[N

[=}

=)

Distension volume (ml) Distension volume (ml)

Fig. 5. Comparative effects of BPA and estradiol on VMR to colorectal
distension in OVX rats exposed for 15 d to (A) corn oil (control), EB, or BPA
NOAEL or TDI, and (B) with ICI 182.780 (/C/) (5-14 rats per group). *P < 0.05,
**%P < 0.001 vs. controls (two-way ANOVA).
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Fig. 6. (A) Intestinal permeability and (B) relative expression levels of ERa
and ERP mRNA in the colon of rats perinatally exposed to BPA NOAEL or
vehicle (Ve). For each ER, data were calibrated to male controls (set to 1).
Bars are means + SEM of duplicate measurements (4-11 rats per group).
**P < 0.01 vs. corresponding controls (t test).

Moreover, this dose is threefold lower than the maximal ex-
position level of 14.7 pg/kg/d reported by the National Toxicol-
ogy Program in children. It is thus questionable whether a daily
gut exposure to low doses of BPA may have implications for
human health. Estrogens show antiinflammatory activity in the
gut, decreasing the severity of colitis in animal models of human
inflammatory bowel diseases (28). Similarly, we showed that
BPA at NOAEL in OVX rats provides anti-inflammatory activity
at the onset of inflammation, in reducing neutrophil infiltration
and tissue level of MIF, a proinflammatory cytokine involved in
the pathogenesis of inflammatory bowel disease known as a
target for estrogen-mediated protection in the colon (28). Be-
cause the TDI BPA had no effect, these findings suggest that a
daily BPA exposure does not represent a risk factor in devel-
oping inflammation in the adult female gut. Conversely, the
water-transporting capacity of the colon is of considerable
physiological importance, particularly through its capacity to
regulate the passive water secretion through the paracellular
pathway (17, 33), and it can be assumed that BPA interferes with
this process. Indeed, plasma estrogen dominance during the
follicular period of the reproductive cycle inhibits chloride ion
secretion in the colon (33), and decreases paracellular spaces
(27), 2 mechanisms that limit the transport of water toward the
gut lumen, thus leading to body fluid retention. On this basis, the
ability of low doses of BPA to permanently decrease the para-
cellular permeability could enhance salt and water retention in
women, as commonly observed in high estrogen states associated
with the contraceptive pill or hormone replacement therapy or
during pregnancy (34, 35).

Fig. 7. (A) MPO and (B) Western blot analysis of MIF in the colon 24 h after
induction of TNBS colitis in rats perinatally exposed to BPA NOAEL or vehicle
(Ve). NI, noninflamed controls with intracolonic saline. Bars are means + SEM of
duplicate measurements (five to eight rats per group). ***P < 0.001 vs. corre-
sponding noninflamed controls; 2P < 0.05 (t test).

Braniste et al.

Abdominal pain is a recurrent syndrome in intestinal functional
disorders and sex hormones influence pain perception in women
(23). However, visceral nociception has never been considered as a
target for xenoestrogen chemicals such as BPA, although estrogens
enhance visceral sensitivity to colorectal stimuli (29). The gastro-
intestinal tract is highly innervated, and primary sensory afferents
convey information between intestine and central nervous system,
adapting nociceptive behavior. Estrogen receptors are widely ex-
pressed throughout the sensory processing pathway, including
dorsal root ganglia and spinal cord (36, 37). Our study showed that
BPA induces visceral hypersensitivity to graded intensities of col-
orectal distension, an effect blocked by ICI 182.780, thus depending
on ER binding activity. Because BPA as well as estradiol did not
change the compliance of the colon, it is concluded that the hy-
peralgesic effect is neurally mediated, and not related to changes in
the muscular tone of the colon. These data support a putative
contribution of chronic low-level exposure to chemical estrogens in
the genesis of visceral hypersensitivity states. In the present study,
visceral pain was modulated only by a NOAEL dose regimen of
BPA, and not by TDI. However, NOAEL is the reference dose in
rodents for risk-assessment purposes in classical toxicological
studies, considered without any effect in biological functions, and is
used as a base to calculate the TDI considered safe for humans.
These findings reinforce the idea that reevaluation of BPA’s
NOAEL would be necessary to better address public health issues
related to this chemical (4, 10).

Toxicological Evaluation of Perinatal Exposure to BPA. Intestinal
paracellular permeability is high at birth and mucosal immune
mechanisms are immature in neonates. A high-permeability state in
early infancy reflects the development of the gut mucosal barrier (38)
that precedes a period of epithelial TJ sealing to provide an effective
barrier against foreign agents (19, 20). BPA ingested by mothers is
present in fetal tissues (39) and human milk (40), and leakage of
BPA from polycarbonate baby bottles under real use conditions has
been demonstrated (6). As ERp is the only ER detectable in human
fetal colon (41), we speculated that a BPA-mediated alteration of
gut permeability in the perinatal period of life may have restricting
effects on the developing immune system in the colon. Indeed, the
maturing gut is highly permeable to sugars and proteins from human
milk to promote infant growth (19, 20), as well as to nucleotides that
improve infant immune status (21). Mice prenatally exposed to BPA
show immune system impairment, particularly regarding the devel-
oping T cell population (42). We showed that rats exposed in utero
and during lactation to BPA NOAEL ingested by their dams ex-
hibited intestinal barrier dysfunctions in adulthood, with sex-related
differences in gut susceptibility to BPA effects. First, we observed
decreased colonic paracellular permeability in the female offspring,
as reported herein in OVX rats fed with oral BPA at NOAEL or
TDI, but not in male offspring. Furthermore, we showed that neu-
trophil infiltration in the colon faced with inflammation was dra-
matically enhanced in female rats only. The latter correlated with an
increase in the tissue levels of MIF, a stimulating factor of proin-
flammatory cytokines in acute colitis (28). It is noteworthy that, in
contrast with the antiinflammatory effect of a direct NOAEL ex-
posure in OVX rats, the same dose administered to pregnant and
lactating mothers resulted in opposite effects in female offspring in
adulthood. It is also remarkable that this deleterious impact was
observed during estrus, i.e., at a time of the reproductive cycle when
the colon of adult females is more resistant to injury, and produces
less proinflammatory cytokines when challenged by experimental
inflammation, as a result of a protective influence of plasma estrogen
dominance (22, 28). Our results clearly show that the endocrine
disruptor effects of BPA vary depending on age of the gut, and that a
perinatal exposure has a long-term effect on mucosal immune de-
fenses that predisposes female offspring to enhanced proin-
flammatory responses in the colon. Interestingly, male offspring
perinatally exposed to BPA showed decreased ERp expression in the
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colon, an effect not observed in female offspring. This finding sup-
ports our hypothesis that a dominant expression of ERp in the de-
veloping gut barrier is critical for the endocrine disruptor activity of
BPA, and that a selective down-regulation of ERp in male offspring
contributes to sex differences, making male offspring rats less sen-
sitive to the intestinal effects of the xenoestrogen.

In summary, this study shows that the gastrointestinal tract is a
sensitive target for estrogenic food contaminants such as BPA.
Despite its weak estrogenic activity, BPA at the reference doses was
found to affect the epithelial barrier function and to enhance visceral
nociceptive response by binding to ERs. Importantly, our study
shows that the perinatal development of the intestinal barrier rep-
resents a critical window for endocrine disruptor effects of BPA in
the gut, and may represent a risk factor in female offspring for de-
veloping severe colonic inflammation in adulthood. In addition,
based on high sensitivity to BPA exposure, the colon epithelium may
serve as a valuable model for the risk evaluation of low doses of
environmental estrogens, and contribute to establish accurate ac-
ceptable human exposure levels.

Materials and Methods

Animals and Treatment. Adult female Wistar rats (Janvier) weighing 180 to
200gwere housed in cagesunder a 12:12-h light-dark cycle, maintainedat 21 +
1°C. They were fed a standard diet with free access to water. All protocols were
approved by the local institutional animal care and use committee in com-
pliance with the European laws on the protection of animals (86/609/EEC).

In afirstseries of experiments, OVXrats were treated for 15d by oralgavage as
follows: (i) corn oil as vehicle (control), (i/) BPA (Sigma) 5 mg/kg/d (BPA NOAEL),
(iif) BPA 50 ug/kg/d (BPA TDI), (iv) EB (Sigma) 0.6 mg/kg/d. Three groups of rats
receiving BPA NOAEL and 2 groups treated with EB received a daily s.c. injection
of the ER antagonist ICl 182.780 (2 mg/kg/d in olive oil; Tocris) for the last 5 d of
treatment. Rats were used for permeability assay in Ussing chambers (5-13 rats
per group), or induction of experimental colitis (5-13 rats per group), or as-
sessment of visceral pain (5-14 rats per group). In a dose-dependent experiment,
OVX rats were orally treated with BPA (0.5 ug to 5 mg/kg/d) for 15d (n = 6-8 rats
per group) then used for permeability assay.

A second series of experiments was conducted in which BPA at NOAEL or
vehicle (corn oil) was orally administered to pregnant females from d 15 of
pregnancy until weaning on day 21 postpartum. Male and female offspring
rats were then fed with standard diet until adulthood (10 weeks postpartum),
and used for permeability assay (8-10 rats per group) or induction of ex-
perimental colitis (8-13 rats per group). In female rats, sexual cycle stages
were assessed by daily vaginal smears, and only rats in estrus were used.

Ussing Chambers Experiments. Inmediately after the rats were euthanized, 3
colonic strips from each rat were used to assess paracellular permeability as
described by Braniste et al. (27). Strips were mounted in Ussing chambers
(Easymount) with a flux area of 0.5 cm? and bathed in 5 mL of oxygenated
Krebs-Henseleit solution (Sigma) at 37°C. Permeability was assessed by
measuring mucosal to serosal flux of FITC-labeled 4-kDa dextran (Sigma)
during 1 h, and expressed as the flux of dextran crossing 1 cm? of epithelium
per hour (nmol-cm~2h~"). Data are the means of triplicate measurements.

Induction of Experimental Colitis and Measurement of MPO. Under anesthesia,
colitis was induced by intracolonic administration of TNBS (80 mg/kg in 50%
ethanol; Sigma), and control rats received sterile saline solution (28). Rats
were euthanized 24 h after treatment and 0.5-cm samples of distal colon
were prepared for measurement of MPO activity, a marker of poly-
morphonuclear neutrophil primary granules (28). Tissues were suspended in
potassium phosphate buffer and homogenized on ice. After 3 cycles of
freezing and thawing, suspensions were centrifuged at 10,000 x g for 15 min
(4°C) and supernatants were discarded. Pellets were resuspended in the
detergent hexadecyltrimethylammonium bromide buffer (Sigma) to release

1. Brede C, Fjeldal P, Skjevrak I, Herikstad H (2003) Increased migration levels of
bisphenol A from polycarbonate baby bottles after dishwashing, boiling and
brushing. Food Addit Contam 20:684-689.

2. Brotons JA, Olea-Serrano MF, Villalobos M, Pedraza V, Olea N (1995) Xenoestrogens
released from lacquer coatings in food cans. Environ Health Perspect 103:608-612.

3. Calafat AM, et al. (2005) Urinary concentrations of bisphenol A and 4-nonylphenol in
a human reference population. Environ Health Perspect 113:391-395.

4. vom Saal FS, Hughes C (2005) An extensive new literature concerning low-dose effects of
bisphenol A shows the need for a new risk assessment. Environ Health Perspect 113:926-933.
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MPO from the primary granules. After sonication on ice and centrifugation
(10,000 x g, 15 min, 4°C), supernatants were assayed spectrophotometrically
for MPO activity. Results were expressed as MPO activity U/g protein.

Protein Extraction and Western Blot. Colons were homogenized in RIPA buffer
(1% Igepal, 0.5% deoxycholicacid, and 0.1% SDS in Tris buffered saline solution
1x; pH 7.4) with protease inhibitors (Roche Diagnostics), and centrifuged at
10,000 x g for 10 min (4°C). Protein concentrations were assessed using the BC
Assay Uptima kit (Interchim), and equal amounts of protein were separated by
SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes. Blocking and in-
cubation were performed as already described (27, 28) with polyclonal rabbit
anti-MIF antibody (Torrey Pines Biolabs), anti-occludin or anti-JAM-A (Zymed
Laboratories), and secondary peroxidase-labeled anti-rabbit IgG (Visualizer
Detection Kit; Upstate). Bands were visualized using SuperSignal West Femto
(Thermo Scientific). Relative values of band density were estimated using
ImageJ software (National Institutes of Health).

Real-Time PCR. Total RNA from stripped colonic mucosa was extracted with
TRIzol (Invitrogen) and reverse-transcribed with a high-capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems). SYBR green real-time quantitative PCR
assays (primers in Table S1) were performed on an ABI PRISM 7000 SDS
(Applied Biosystems). All data were normalized by TATA box binding protein
expression levels and were analyzed using LinRegPCR (43).

Colorectal Distension and Colonic Compliance. Five days before experiments,
rats were surgically equipped with NiCr wire electrodes implanted bilaterally
intothe abdominal external oblique muscle and exteriorized onthe back of the
neck. Rats were accustomed for 3 d to be in polypropylene tunnels (diameter,
6 cm; length, 25 cm) before CRD. The balloon (2 mm diameter, 2 cm length)
consisting of an arterial embolectomy catheter (Fogarty; Edwards) was inserted
intotherectumat 1cmfromthe anus, theninflatedfrom0to 1.2mLinincrements
of 0.4 mL, each lasting 5 min. Electromyographic signals of abdominal muscles
in response to CRD were amplified (Bio Amp; AD Instruments), filtered (high
frequency, 10 kHz; low frequency, 500 Hz), acquired by a PowerLab unit (AD
Instruments) atarate of 1,000samples persecond, thenrecorded in Chartsoftware.
The VMR was expressed as the number of abdominal contractions per 5 min. For
compliance measurement, a 4-cm-long latex balloon was connected to compu-
terized barostat (INRA). Colonic pressure and balloon volume were monitored
on a potentiometric recorder (L6514; Linseis). For isobaric distensions, balloon
was inflated from 0 to 60 mm Hg in increments of 15 mm Hg, each lasting 5 min.

Cell Culture and Immunofluorescence. Human colonic cell line Caco-2 were
routinely grown in phenol-red free DMEM (MidiMed), as previously described
(27). Cells plated on glass coverslips were exposed in triplicate to BPA (10 nM)
for24 hin charcoal stripped fetal bovine calf serum, with or without ICI 182.780
(10 pM) added 24 h before BPA. All chemicals were predissolved in 100%
ethanol, then diluted with the medium to final concentration, whereas control
cells were exposed to vehicle ethanol (final dilution <0.1%). Caco-2 monolayers
were fixed and permeabilized in methanol-acetic acid (95%/5%) for 20 min at
—20°C. Blocking and incubation were performed as described (27) with poly-
clonal rabbit anti-occludin (1:100 in PBS solution) or anti-JAM-A (1:25 in PBS
solution; Zymed Laboratories), and secondary Alexa fluor 488-conjugated
donkey anti-rabbit (1:2,000 in PBS solution; Molecular Probes/Invitrogen). Cell
monolayers were examined under a Nikon 90i fluorescence microscope.

Statistical Analysis. Results are expressed as means + SEM. Statistical sig-
nificance was assessed by Student t test or ANOVA followed by Bonferroni
post hoc test for multiple comparisons when appropriate (Prism 4 software;
GraphPad). A P value <0.05 was considered significant.
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Outre la fonction premiéere de lintestin, celle de I'absorption des nutriments et
d’eau, une deuxieme fonction intestinale toute aussi importante est celle de « barriere
biologique », principalement organisée autour d’épithélium et du systeme immunitaire de
l'intestin. La paroi de lintestin est une de plus grandes surfaces d'échange entre
I'environnement et I'organisme. Elle joue un rble important dans la protection contre les
antigeénes potentiellement nocifs et présents dans le lumen intestinal (bactéries pathogenes,
toxines et virus), tout en tolérant les bactéries de la flore commensale, un microbiote
nécessaire a la digestibilité de nos aliments, et qui participe également au renouvellement
de I'épithélium intestinal. La barriére intestinale, en conditions physiologiques, n'est pas
étanche, car tout en assurant le transport des nutriments et de solutés (Masyuk et al. 2002),
elle doit régulierement échantillonner des bactéries présentes dans la lumiere (Marchiando
et al. 2010), afin d’assurer I’homéostasie immune de I'organisme, pour ensuite adapter la
réponse inflammatoire quant un pathogene se présente. Des hombreuses études ont mis en
evidence que le disfonctionnement de la barriere intestinale associé a une perméabilité
accrue d’antigenes, des toxines et des bactéries est impliqué dans la pathogenése des
pathologies intestinales. Cependant le nombre d’études sur la physiologie de la barriére
intestinale en conditions non-inflammatoires reste limité.

Dans la vie quotidienne, la barriére intestinale est exposée a une multitude de
facteurs environnementauxa l'alimentation. Ces intrants alimentaires, potentiellement
contaminants, ne sont pas sans effet pour la barriere intestinale et I'organisme en général,
en particulier lorsque ces xénobiotiques présentent des propriétés de perturbateur
endocrinien, comme les phytoestrogenes, les phthalates et les bisphénols. Nos études ont
éte focalisées sur le bisphénol A (BPA), un monomere largement présent dans notre
environnement quotidien, dont la contamination pour ’lhomme est avérée par son dosage
dans le sang et l'urine des populations occidentales. A I'origine le BPA est un oestrogéne
de synthese capable de se lier aux récepteurs nucléaires des cestrai@n@sRo et )

(Kuiper et al. 1997). Utilisé depuis les années 50 comme monomére dans l'industrie des
plastiques alimentaires au contact des aliments et de I'eau, les propriétés structurales du
BPA le rendent capable d'activer une réponse hormonale dans l'organisme, largement
considérée comme a la source de ses effets indésirables sur I'appareil génital (vom Saal et
al. 1998; Rubin et al. 2001; Timms et al. 2005), la glande mammaire (Markey et al. 2001),
ou encore le systeme nerveux (Leranth et al. 2008). Cependant I'impact du BPA sur la

fonction de la barriére intestinale est resté non exploré jusqu’a présent. Or, en tant que
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contaminant oral, I'intestin est la premiére barriere biologique au contact du BPA ingéré,
alors que les deux récepteurs aux oestrogenes,eER sont présents des ce niveau, en
paticulier ERB fortement exprimé dans les cellules épithélialesr{zell-Thompson et

al. 2001; Konstantinopoulos et al. 2003; Kawano et al. 2004). Au cours de la derniere
décennie, un réle modulateur des oestrogenes endogenes, en particulier pour le sexe
femelle, a été mis en évidence dans le transit intestinal (Xiao et al. 2005), la formation de
I'épithélium (Wada-Hiraike et al. 2006), les échanges ioniques dans le cbélon (Condliffe et
al. 2001; O'Mahony and Harvey 2008). En revanche, un rble dans le controle de la
perméabilité paracellulaire épithéliale, acteur clé de la fonction de barriere, n’a jamais regu
d’attention, alors que des travaux récents sur des souris invalidées gowotiRnent

tres clairement I'importance de cette voie de signalisation dans la cohésion intercellulaire,
des le développement précoce du tube digestif (Wada-Hiraike et al. 2006). Dans ce travalil
de thése, un premier volet de recherche sur linfluence des cestrogenes endogénes sur la
perméabilité intestinale a constitué la base fondamentale pour ensuite appréhender la
qguestion de limpact du BPA sur la physiologie et le développement de la barriere

intestinale.

l. Influence des oestrogenes sur la permeéabilité

intestinale : implications physiopathologiques

Dans notre premiére étude, nous avons mis en évidence une variation de la
peméabilité paracellulaire dans le cblon de rate au cours du cycle sexuel, plus faible en
phase folliculaire (dominance cestrogénique) en comparaison de la phase lutéale
(dominance progestéronique). Ces fluctuations de la perméabilité paracellulaire colique
refletent essentiellement les variations plasmatiques des oestrogenes au cours du cycle
oestral, non celle de la progestérone, un constat déja rapporté au niveau de la perméabilité
endothéliale des arteres carotides chez le rat (Mullick et al. 2001). Récemment, une étude
avait mis en évidence une barriére intestinale plus résistance face a un stimulus agressif
chez la rate en proestrus par rapport au male, une protection chez la femelle supposée liée
au haut statut oestrogénique qui caractérise cette période du cycle oestral, d'autant que
I'administration d’oestradiol chez le méle effacait le dimorphisme sexuel (Homma et al.

2005). Dans notre étude, nous avons montré que cette protection chez la femelle relevait,
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au moins pour partie, d'une diminution oestrogéno-dépendante de la perméabilité
paracellulaire au niveau du coélon, un effet dose-dépendant médié par les ERs nucléaires
car bloqué par I'administration de I'antagoniste ICI 182,780. IBE#t le récepteur
domnant au niveau du cblon, essentiellement exprimé par les cellules épithéliales
(Campbell-Thompson et al. 2001; Konstantinopoulos et al. 2003). Dans notre étude, nous
avons montré que la diminution oestrogéno-dépendante de la perméabilité paracellulaire
colique était essentiellement dépendante d’'une liaison ayx €R mimé par le DPN
(diarylpropionitrile), un agoniste spécifique du réceptfurCe résultat compléete les
observations déja obtenues chez les souri§-ERou l'invalidation du géne aboutissait a

un déséquilibre architectural de la barriere épithéliale, en partie due a une immaturité dans
la formation des jonctions intercellulaires (Wada-Hiraike et al. 2006). Chez la rate, nous
avons rapporté que l'oestradiol induisait une surexpression d’occludine et JAM-A, deux
protéines transmembranaires associées au cytosquelette des cellules épithéliales au niveau
des jonctions serrées, aboutissant a une réduction des espaces paracellulaires, donc de la
perméabilité. Une influence par les oestrogenes de I'expression de I'occludine a également
été observée au niveau de I'endothélium vasculaire (Ye et al. 2003; Kang et al. 2006a) et
de I'épithélium vaginal (Gorodeski 2001). Dans notre étude, nous montrons que la
sensibilité a I'oestradiol de la barriere épithéliale colique n’est pas propre aux rongeurs, car
constatée également sur la lignée humaine de cellules épithéliales coliques Caco-2, ou les
protéines de jonctions serrées, JAM-A et occludine, apparaissent de nouveau comme cible
de l'oestradiol.

L’épithélium intestinal joue un rdle tres important dans le passage de fluides et
d’électrolytes, tant par voie transcellulaire que par voie paracellulaire. Le cblon est le
segment terminal pour la réabsorption d’eau avant son excrétion ou, dans le but de
maintenir un équilibre dans les échanges de solutés, une interaction complexe s’installe
entre les processus de seécrétion et d’absorption. Les échanges de fluides par la voie
paracellulaire y sont particulierement importants et obéissent a un gradient osmotique ou
les molécules d’eau suivent les ions' Nansportés passivement par voie paracelluléére
les jonctions serrées, pour maintenir une électroneutralité entre les compartiments
muqueux et séreux en réponse aux ionseitrétés vers la lumiére intestinale par des
canaux chlores (Geibel 2005). Dans l'organisme, il est bien admis que les hauts statuts

oestrogéniques s’'accompagnent d'une rétention des fluides, apparaissant dans certains
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stades du cycle menstruel (Michell 1981) ou encore durant la grossesse (Atherton et al.
1982). Une rétention des liquides est également observée chez les utilisatrices d’'une
contraception orale ou, chez les femmes post-ménopausées, d’'une thérapie hormonale
substitutive (Stevenson 2006). Dans I'exemple du cycle menstruel, les fluctuations des
oestrogenes au cours du cycle menstruel induisent des modifications dans la structure et la
fonction de I'appareil génital, en particulier pour I'expansion de I'environnement utérin
afin de préparer 'endometre a I'éventuelle implantation d’un blastocyste. Pour répondre a
ce besoin en eau, les oestrogénes circulants déclenchent une rétention de fluides dans le
corps, au niveau rénal par 'augmentation d’absorption du sodium (Harvey et al. 2001;
Gambling et al. 2004) et au niveau pulmonaire par une inhibition de sécrétion des ions de
chlore (Sweezey et al. 1998). Des travaux récents ont démontré que l'intestin participait a
cette rétention d’eau sous dominance oestrogénique. Chez la rate au cours du cycle, les
oestrogenes diminuent par voie non-génomique la sécrétion transcellulaire d’ions ClI
meécanisme rapide réduisant I'excrétion d'eau vers la lumiére intestinale, donc son
élimination du corps (Condliffe et al. 2001; O'Mahony et al. 2007). En appui de ces
mécanismes rapides, nos résultats montrent également que les oestrogénes au cours du
cycle sexuel sont capables de limiter I'excrétion d’eau vers la lumiére intestinale par la
voie paracellulaire, en induisant une surexpression d’occludine et de JAM-A au niveau des
jonctions serrées, une action génomique impliguant IgsdxRBrimés par les colonocytes.

Une réduction oestrogéno-dépendante du transport hydrique au travers de
I'épithélium intestinal doit aussi contribuer a la prédominance de la constipation chez la
femme (Heaton et al. 1992; Meier et al. 1995). Les périodes de constipation varient au
cours du cycle menstruel, en relation avec les fluctuations naturelles des hormones
sexuelles. Si une réduction de la motilité en phase lutéale résulte au moins d'une
augmentation d’expression des récepteurs a la progestérone, accompagnée d’anormalités
dans la contraction musculaire (Cheng et al. 2008), nous faisons également I'hnypothése
qu’une diminution de la lubrification des selles sous I'effet des oestrogenes circulants peut
contribuer a réduire le temps de transit intestinal. Un tel mécanisme pourrait expliquer la
plus forte prévalence de la forme constipée du Syndrome de I'Intestin Irritable (SII-C) chez
la femme par rapport & 'lhomme (Taub et al. 1995; Muller-Lissner et al. 2001), ainsi
gu’aux variations symptomatiques du transit chez ces patientes SII-C. En particulier chez
ces patientes (Figure 19), une aggravation de la constipation est observée aprés le pic

préovulatoire d’'oestrogénes en fin de phase folliculaire, maintenue pendant la phase lutéale
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(Heitkemper et al. 2003), probablement sous l'influence de la progestérone dominante. De
maniere intéressante, le transit intestinal ré-accélere a I'approche des regles, une fenétre
d’'imprégnation hormonale caractérisée par la chute brutale des taux plasmatiques a la fois

de progestérone et d’oestrogenes (Heitkemper et al. 2003).

Figure 19: Corrélation entre les niveaux circulants des hormones ovariennes et la constipation.
Adapté de (Heitkemper et al. 2003)

La compréhension de I'étiologie et de la maintenance des pathologies intestinales
se heurte a la méconnaissance de I'état inflammatoire des muqueuses, sous l'influence du
statut hormonal. Une barriére intestinale normale assure au cours de la vie un passage au
travers de I'épithélium de petites quantités d'antigenes, capable de maintenir un équilibre
du systétme immunitaire et ainsi préparer l'organisme a une réponse adaptée si la
stimulation se répete en plus agressif. Une altération de la structure des jonctions serrées
entraine le passage accru d’antigenes et de bactéries de la lumiere intestinale vers le
systeme immunitaire, favorisant I'apparition d’'un état inflammatoire (Turner 2006). Ainsi
'importance de I'hyperperméabilité intestinale dans la pathogenése et le maintien des
Maladies Inflammatoire Chroniques (MICI) et du Sl est aujourd’hui bien reconnue
(Barbara et al. 2002; Clayburgh et al. 2004; Mankertz and Schulzke 2007; Gecse et al.
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2008; Piche 2009). Malgré tout, dans ce contexte, le Sll est deux fois plus fréquent chez les
femmes par rapport aux hommes (Taub et al. 1995; Muller-Lissner et al. 2001), un constat
soulignant que la prédominance des oestrogenes chez la femme ne s’accompagne pas
d’'une diminution du risque de développer la maladie. Par contre, une réduction induite par
les oestrogenes du passage paracellulaire des antigénes et bactéries peut présenter une
action bénéfique envers une inflammation sévere (i.e. baisse d’activité de la pathologie), et
expliquer la variation liée au cycle menstruel dans les symptdémes associés a la réponse
inflammatoire.

Dans I'hypothese d'un effet bénéfique des oestrogeénes, une étude récente chez les
femmes post-ménopauseées et souffrants de MICI avance un role protecteur de la thérapie
hormonale substitutive lorsque la pathologie est installée, supposé di aux oestrogenes
exogenes apportés par le traitement (Kane and Reddy 2008). Outre la limitation du passage
trans-épithélial, il est bien connu que les oestrogénes possedent également des propriétés
anti-inflammatoires dans l'intestin. Les études réalisées chez le rat et la souris ont mis en
évidence la capacité de l'oestradiol a réeduire les lésions tissulaires dans une colite
expérimentale, tout en diminuant I'expression de cytokines Thl impliquées dans la réponse
inflammatoire aigie, telles que Macrophage Migration Inhibitory Facto(MIF), le
TNFa, I'IL-1B et I'IFN-y (Verdu et al. 2002; Harnish et al. 2004; Houdeaal e2007).
Comme pour le contréle de la perméabilité intestinale, les effets anti-inflammatoires des
oestrogénes impliquent la voie de signalisation HRarris et al. 2003). Il subsiste
toutefois des controverses quant a la protection apportée par la thérapie hormonale
substitutive envers les MICI, d’autres travaux présentant ces thérapies comme un facteur
de risque dans le développement de la maladie de Crohn (Garcia Rodriguez et al. 2005).
Face a ces conclusions divergentes, une hypothése repose sur l'idée que la thérapie
hormonale substitutive peut s’avérer protecteur si le traitement repose essentiellement en
un apport d'oestrogenes, par I'additivité des actions bénéfiques sur la perméabilité et le
profil cytokinique Thl, alors que I'apport simultané de progestérone en thérapie hormonale
substitutive pourrait au contraire augmenter le risque de développer une MICI. Les
données récentes du laboratoire ont conclu a un effet pro-inflammatoire puissant de la
progestérone dans une colite expérimentale (Houdeau et al. 2007). A ce sujet, il est
intéressant de noter que l'influence délétere de la progestérone sur I'intensité de la colite se

retrouve en phase lutéale du cycle sexuel (Houdeau et al. 2007), a une période ou nous
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montrons que la permeéabilité basale de lintestin est naturellement élevée, donc
permissive, en I'absence de niveaux circulants suffisant d’'oestrogenes.

Chez la patiente Sll en age de fertilité, la perception exacerbée de la douleur
abdominale en période pré-menstruelle (Figure 20) suggére que le seuil de sensibilité
viscérale est abaissé en présence de faibles niveaux circulants d'oestrogenes et de
progestérone, caracteéristiques de la fin de cycle (Heitkemper et al. 2003). Dans cette
hypothese, une concentration plasmatique a I'inverse élevée en hormones dans les autres
périodes du cycle menstruel apparait protectrice vis-a-vis de I'hypersensibilité viscérale
associée au Sl (Heitkemper and Chang 2009).

Figure 20: Corrélation entre les niveaux circulants des hormones ovariennes et la douleur abdominale
chez les femmes souffrant de SlI.
Adapté de (Heitkemper et al. 2003)

A l'approche des régles, I'idée que la chute d’oestrogenes plasmatiques puisse
contribuer a abaisser les seuils de perception de la douleur n’est cependant pas soutenue
par la littérature dans les études pharmacologiques chez I'animal castré. En effet,
I'oestradiol apparait pronociceptif chez la rate ovariectomisée sous distension colorectale
par rapport aux contrdles non traités, un effet partiellement contrebalancé par la
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progestérone lorsque I'animal recoit les deux hormones (Ji et al. 2005). Cependant, ces
mémes auteurs ont réecemment montré que des femelles intactes étaient beaucoup moins
sensibles a la distension colorectale que l'animal ovariectomisé et supplémenté en
oestradiol, montrant méme une hypoalgésie en comparaison des femelles castrées sans
stéroides (Ji et al. 2008). Pour expliquer diff@rences dans les deux modéles, les auteurs

ont conclu a un effet protecteur de la progestérone au cours du cycle oestral sur la
perception de la douleur stimulée par l'oestradiol (Ji et al. 2005; 2008). Il apparait
cependant que l'influence du statut hormonal sur la sensibilité viscérale chez la femelle ne
peut étre extrapolée depuis des observations obtenues sur modéles animaux castrés et
supplémentés. Nos plus récentes observations, développées ci-apres, appuient cette
hypothese.

Récemment, des études réalisées au laboratoire dans un modele animal de SlI ont
montré un lien entre la perméabilité intestinale et I'hypersensibilité viscérale (Ait-
Belgnaoui et al. 2005). Chez la rate, I'application d’un stress de contrainte chez les rats est
associée a une augmentation de perception de la douleur viscérale, qui apparait
consécutivement a l'augmentation de la perméabilité intestinale et non linverse (Ait-
Belgnaoui et al. 2005). En effet, les auteurs ont observé qu’'un blocage chimique des
jonctions serrées (i.e. instillation intra-rectale de triaminopyrimidine - TAP) bloquait
'augmentation de la perméabilité paracellulaire induite par le stress de contrainte et, par
conséquence, empéchait I'hypersensibilité viscérale. Les auteurs ont conclu qu'une
augmentation de la perméabilité paracellulaire intestinale favorisait le passage d’agents
indésirables vers les muqueuses, stimulant le systeme immunitaire local et libérant ainsi
des médiateurs capables d’activer et/ou de sensibiliser les terminaisons nerveuses
sensitives. Le modéle animal de stress de contrainte est un modéle accepté pour I'étude des
mécanismes sous-tendant les altérations de la sensibilité viscérale chez les patients
souffrant du Sll. Dans ce contexte, nous avons fait I'hypothése que les propriétés
inhibitrices du DPN (I'agoniste des BRsur la perméabilité paracellulaire dans le c6lon
pouvaient étre exploitées pour réduire la sensibilité a la douleur viscérale. Nos résultats
préliminaires montrent que ni I'oestradiol, ni I'agoniste spécifique des(BRT — propyl
pyrazol triol) ne modifie I'hnypersensibilité viscérale induite par le stress chez la rate en
dicestrus du cycle (Figure 21), alors que I'administration de DPN a complétement bloqué
'augmentation de la douleur viscérale en réponse aux stimuli nociceptifs (0,8 et 1,2 ml).

Ces effets anti-nociceptifs «indirects » du DPN - car passant probablement par la
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réduction de I'hyperperméabilité intestinale induite par le stress - concourent a présenter la
voie ER3 comme une cible d’intérét thérapeutique pour diminuer de fagon concomitante la
perméabilité intestinale et la douleur abdominale chez les patients SlI.

En conclusion de cette premiére partie des travaux, nos observations ont apporté de
nouveaux éléments dans la compréhension du contréle hormonal de la fonction de barriere
intestinale. Nous avons mis en évidence I'importance de la voie de signalisafiatai®R
les propriétés de barriere de I'épithélium, un effet protecteur chez I'adulte qui compléte les
propriétés anti-inflammatoires déja connus des oestrogenes. Dans un deuxieme temps, ces
résultats constituent une base d'étude pour présenter la v@dec&Rme une cible
thérapeutique potentielle dans les pathologies associées a une hyperperméabilité
intestinale, notamment dans le Sll. Enfin, ces observations nous ont apporté les bases
fondamentales nécessaires pour appréhender I'impact du BPA d’origine alimentaire sur la

fonction de barriére intestinale.

--0O-- Control Basal
1 —&— Control Stress
—&— EB Stress
404  —4— DPN Stress

—¥— PPT Stress

Nombre des contractions abdominales/5 min

0
0.0 0.4 0.8 1.2
Volume (mL)

Figure 21: L'influence des oestrogenes et des agonistes d@&Bt g sur la sensibilité viscérale
induite par un stress chez la rate adulte non castrée.

Les femelles cycliques ont été traitées pendant 5 jours par voie sous-cutanée avec de l'oestradiol (EB
0,6mg/kgl/jour), de I'agoniste ERGPPT — 4mg/kg/jour), de I'agoniste BRDPN - 4mg/kg/jour) ou de
I'huile d'olive (contrdle). A la fin du traitement les rates en dioestrus de leur cycle ont été soumises a un
stress de contrainte pendant 2 heures. La distension colorectale a été effectuée aprés la session du stress a
I'aide d’'une sonde d’embolectomie introduite & 1 cm de la marge anale. L'extrémité libre de la sonde était
connectée a une seringue remplie d'eau, permettant d’appliquer par paliers successifs de 5 minutes des
volumes de distension de 0,4ml a 1,2ml (incrément de 0,4ml). L’activité myoélectrique du muscle strié de
'abdomen, un index de sensibilité viscérale, a été enregistrée par électromyographie, pendant la session de
distension colorectale.
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ll. Bisphénol A — quel impact sur la barriére intestinale

adulte ?

by

Dans notre deuxiéeme étude, nous nous sommes intéressé a vérifier si le
contaminant alimentaire BPA pouvait induire des effets similaires aux oestrogenes au
niveau de l'intestin, plus particulierement au niveau de I'épithélium intestinal (perméabilité
basale), du systeme immunitaire local (réponse inflammatoire) ainsi qu’au niveau du
systéme nerveux associé (douleur viscérale). Nous avons montré dans le modéle
pharmacologique de la rate adulte ovariectomisée (OVX) que I'exposition par voie orale au
BPA pendant 15 jours diminuait la perméabilité paracellulaire au niveau du coélon, a
I'identiqgue de I'effet propre de l'oestradiol. Ces effets du BPA s’observent a la dose de
référence en toxicologie considérée sans effet nocif chez les rongeurs, NOWEL (
Observed Adverse Effect Levet persiste jusqu'a 0,5 pg/kg/jour. Des effets délétéres aux
faibles doses de BPA (inférieures a la NOAEL) ont été mis en évidene au niveau
d’autres tissus oestrogéno-sensibles, tels que I'appareil génital (Akingbemi et al. 2004), le
systeme nerveux (Leranth et al. 2008), le pancréas (Ropero et al. 2008). La grande majorité
des études démontrant des effets a base-doses ont cependant administré le BPA par voie
sous-cutanée, qu'il s’agisse d’injections ou a l'aide de capsules a libération continue. Or, la
population humaine est exposée au BPA principalement par voie o&alalimentation.

Ceci expligue souvent I'impossibilité d’extrapoler ces résultats a I'espece humaine pour
I’évaluation du risque par les agences sanitaires. Notre étude montre que I'administration
orale du BPA chez la femelle adulte OVX induit une diminution dose-dépendante de la
perméabilité intestinale paracellulaire, avec une dose efficace nécessaire pour produire
50% de l'effet maximal (EE) de 5,2 ug/kg/jour, une valeur dix fois inférieure a la dose
définie comme sans risque pour 'homme (DJA — Dose Journaliere Admissible ou DJT —
Dose Journaliere Tolérable). Cette réduction du passage trans-épithélial est médié par les
ERs, car bloquée complétement par I'antagoniste ICI 182, 780. Curieusement, les effets du
BPA sont tout aussi puissants que ceux de l'oestradiol administré a de plus fortes doses
(0,6 mg/kg/j), et ce malgré la trés faible affinité du BPA pour les ERs nucléaires, de 1 000
a 10 000 inférieure a celle de I'hnormone mére (Kuiper et al. 1997; Vandenberg et al.
2007a). Il est maintenant prouvé que le BPA agit comme un SES@l\dtive Estrogen
Receptor Modulatdr et, par rapport a l'oestradiol, interagit differemment avec les
domaines de fixation du ligand des ERs nucléaires et leurs co-régulateurs (Gould et al.
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1998), tout en présentant une affinité de liaison différente dans les tissus cibles selon le
type d’ER présent (Welshons et al. 2006). Ainsi, la fixation du BPA apl’'ERuit un

malleur recrutement des co-activateurs, tels que le TIR2nscriptional Intermediary

Factor2) et le SRC-laSteroid Receptor Coactivator-lajRoutledge et al. 2000),

augnentant d’un facteur de 500 la réponse génomique estimée (Welshons et al. 2006), une
particularité pouvant expliquer le fort potentiel d’effet du BPA dans les tissus sur-
exprimant EB, comme dans le cdlon.

Comme pour l'oestradiol, nous avons mis en évidence que la modulation de la
perméabilité paracellulaire colique par le BPA était due a une surexpression des protéines
transmembranaires des jonctions serrées, occludine et JAM-A. Il est intéressant de noter
gu’'une modulation par le BPA de la perméabilité paracellulaire a également été rapportée
au niveau de la barriere hémato-testiculaire, un effet passant également par une
modification d’expression de l'occludine (Fiorini et al. 2004; Li et al. 2009b). Nos
observations dans l'intestin de rates ont été validées sur des lignées humaines de cellules
épithéliales coliques (T84 et Caco-2). Dans le modéle T84, une diminution significative du
passage trans-épithélial a été observée apres seulement deux heures d’exposition au BPA,
confirmant un effet lent, probablement génomique comme chez I'animal (Figure 22). Les
effets du BPA ont été observés dés 0,1 nM, une concentration qui correspond a la quantité
minimale du BPA retrouvée dans les fluides humains (vom Saal and Hughes 2005; Calafat
et al. 2008). Comme chez les rongeurs, le renforcement de la barriere épithéliale par le
BPA dans les cellules Caco-2 est d, au moins en partie, a la surexpression des protéines

des jonctions serrées, occludine et JAM-A.
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Figure 22: Effets du BPA sur la perméabilité paracellulaire de cellules coliques humaines T84
Les monocouches des cellules épithéliales coliques T84 ont été cultivées en présence de BPA a trois
concentrations (0,1 ; 1 et 10 nM). Le flux paracellulaire du dextran-FITC a été enregistré pendant 24 heures
deés le dépbt de BPA (TO0). Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au temps initial et sont les
moyennes de 3 expériences séparées.

Comme discuté précédemment, une diminution de la perméabilité intestinale en
présence de BPA pourrait s’additionner aux effets propres des oestrogéenes, appuyant ainsi
la réduction du transport hydrique lorsque les oestrogénes circulants sont dominants. Dans
de telles conditions, il est fait I'hypothése qu'un apport chronique de BPA par
I'alimentation, méme a de faibles doses, pourrait exacerber la rétention d’eau chez la
femme, en particulier chez les utilisatrices d’'une contraception orale ou d'une thérapie
hormonale substitutive, voire méme pendant la grossesse (Oelkers 1996; Fruzzetti et al.
2007). En revanche, dans les pathologies associées a une hyperperméabilité intestinale,
telles que Sl ou MICI, on peut supposer que, comme pour 'oestradiol, le BPA pourrait
jouer un réle protecteur en réduisant le passage des antigenes et des bactéries vers les
mugueuses et I'organisme, tout en ayant le potentiel de réduire les lésions tissulaires. En
effet, nous avons mis en évidence la capacité du BPA a moduler la réponse inflammatoire
dans une colite expérimentale. Comme avec I'oestradiol, dans le modele pharmacologique
de la rate adulte OVX, I'administration orale de BPA a réduit I'expression des cytokines
pro-inflammatoires de phase aigie de type Thil, telle que le MIF et lllte€lfi en

diminuant linfiltration neutrophilaire et la sévérité des lésions macroscopiques. Ces effets
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immunomodulateurs et anti-inflammatoires du BPA ont été bloqués par I'antagoniste des
ERs, le ICI 182,780, confirmant une voie d’action oestrogénique. La question reste
cependant posée si cette action immunomodulatriceréstement protectrice pour
I'organisme sur le long terme. En effet, d’autres études chez la souris ont aussi montré un
effet immunosuppresseur du BPA au niveau splénique. Ainsi, une exposition pendant 5
jours seulement a cette molécule a réduit en conditions basales la quantité de macrophages
et de lymphocytes produits par la rate, fragilisant ainsi le systeme immunitaire rendu
incapable de se protéger d'une attaque bactérienne (Sugita-Konishi et al. 2003).

En outre, nous avions observé précédemment que la diminution de la perméabilité
intestinale paracellulaire par I'agoniste deE@®PN) s’accompagnait d’une réduction
marquée de I'hypersensibilité viscérale en réponse a une distension colorectale chez la rate
adulte non castrée. Malgré la bonne affinité du BPA pourf’ERsa capacité importante a
réduire la perméabilité paracellulaire, I'expositiper osde rates OVX au BPgyaeL (OU &
I'oestradiol utilisé comme témoin) s’est au contraire accompagnée d’'une exacerbation de
la sensibilité viscérale en conditions basales, un effet perdu a la DJA. De plus, cet effet
pro-nociceptif du BPA s’installe une fois de plus par les ERs, car bloqués par le ICI
182,780. Il convient de préciser qu'un effet hyperalgésiant de l'oestradiol chez la rate
OVX est en accord avec de précédentes études utilisant le méme modele animal (Ji et al.
2005). Comme déja abordé, les différences d’effets des oestrogenes sur la nociception sont
étroitement liés au modéle animal utilisé, intact ou gonadectomisé (Greenspan et al. 2007),
différence que nous confirmons ici. En effet, la gonadectomie modifie le systeme de
nociception de I'animal, en affectant le seuil de douleur (Sanoja and Cervero 2005; Juhl et
al. 2006) et la sensibilité aux analgésiques (Craft et al. 2004; Greenspan et al. 2007). A ce
stade de notre étude, il restera donc a confirmer ou infirmer les effets pronociceptifs du
BPA chez la femelle entiere au cours du cycle oestral. De ce fait, nos résultats actuels chez
la rate OVX ne peuvent étre extrapolés a I'espece humaine, le modéle expérimental sans
gonades n’étant pas représentatif de la population générale, d’autant que la dose efficace de
BPA (NOAEL) sur la perception de la douleur reste tres au-dessus des niveaux
d’exposition estimés chez I'homme< (10ug/kg/j). On ne peut cependant exclure
I’hypothese que le BPA a de plus faibles doses puisse avoir un effet hyperalgésiant chez
I'animal dans d’autres situations d’exposition, périnatale par exemple, et qu'’il conviendra
d’étudier pour l'intestin. En effet, dans le modele expérimental de nociception induite par

injection d’'une substance irritante au niveau de la patte (formaline), une perception plus
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importante de la douleur a été constatée chez le rat a 'dge adulte aprés exposition au BPA
pendant la vie foetale et l'allaitement (40kg/j administrées aux meéreéAloisi et al.
2002)

En premiére conclusion, et contrairement a I'épithélium, le systeme immunitaire de
la barriére intestinale et le systéme nerveux associé se sont aveérés moins sensibles aux
faibles doses de BPA chez I'adulte exposé 15 jours a la molécule par voie orale. En effet,
les propriétés anti-inflammatoires et pronociceptives du BPA n’ont été observées qu’'a la
dose NOAEL, sans effet de la DJA. Toutefois, cette étude apporte néanmoins la preuve
que la NOAEL, pour rappel la dose expérimentale de référence considérée sans effet chez
le rongeur, est au contraire tres active dans l'intestin, sur trois compartiments cellulaires
naturellement sensibles aux oestrogénes : la cellule épithéliale, le systéme nerveux sensitif
et le systéme immunitaire. Ces observations illustrent pour la premiere fois la trés grande
sensibilité de l'intestin au xénoestrogene BPA et ouvrent de nouvelles voies de recherches
sur la caractérisation et I'évaluation des effets des perturbateurs endocriniens d’origine
alimentaire. lls pourront contribuer a I'évaluation des risques et a la définition de nouveaux

seuils acceptables d’exposition pour ces molécules.
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lll. Exposition périnatale au bisphénol A et développement

de la fonction de barriere intestinale

La période périnatale est une étape primordiale dans le développement de
I'organisme, ou les propriétés anti- et/ou pro-hormonales des perturbateurs endocriniens
sont susceptibles d’avoir des effets déléteres, en raison de la tres grande sensibilité de cette
période de vie a I'effet organisationnel des stéroides sexuels (Vom Saal and Moyer 1985).
Durant cette période, il est bien admis que I'expression de certains récepteurs et co-
régulateurs, ainsi que molécules de signalisation varient considérablement en fonction des
stades du développement et selon le type cellulaire (Vandenberg et al. 2009). Ainsi il n’est
pas surprenant que les perturbateurs endocriniens puissent exercer une activité dans un
systéme aussi versatile et sensible, tout en ayant des effets différents selon l'age
d’exposition et le type tissulaire exposé. Dans ce contexte, il existe aujourd’hui un
consensus pour présenter la période périnatale comme la période a risque en ce que
concerne I'exposition au xénoestrogeB&A. Un point essentiel dans le potentiel
« perturbateur » de la molécule repose sur le métabolisme du BPA dans le foie foetal,
moins important par rapport a l'adulte en raison d'une activité réduite de I'enzyme
I'uridine diphosphate glucuronyltransférase (UDPGT) hépatique qui conduit normalement
a la formation du métabolite inactif sur les ERs, le conjugué BPA-glucuronide (BPA-Gluc)
(Taylor et al. 2010). Une étude récente montre également que le passage transplacentaire
du BPA libre est supérieur a celui du BPA-Gluc (Balakrishnan et al. 2010). De plus, le
BPA-Gluc qui traverse la barriere placentaire est, au moins pour partie, déconjugué dans
les tissus foetaux, délivrant ainsi du BPA parent actif au plan oestrogénique (Nishikawa et
al. 2010). Enfin, chez des rates aﬁ"fijbur de gestation et recevant une dose orale unique
de BPA marqué ad*C (500ug/kg), la radioactivité est retrouvée dans l'intestin des feetus,
des 24 heures apres le traitement de la mére (Kurebayashi et al. 2005). Les auteurs
montrent également qu’apres une méme dose orale de BPA-C14 chez la rate allaitante, la
plupart de la radioactivité retrouvée chez le nouveau-né apres 24 heures d’allaitement est
localisée dans l'intestin. L'intestin feetal puis du nouveau-né apparait ainsi comme une
cible privilégié du BPA d’origine maternel.

Rappelons que lintestin est un systeme complexe qui protége I'héte de I'entrée
d’antigénes bactériens indésirables, tout en assurant le transport des fluides et des
nutriments essentiels a 'lhoméostasie de I'organisme (Masyuk et al. 2002; Turner 2009).
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Cette fonction de barriére biologique et de filtre sélectif se développe trés tot dans la vie.
Elle s’organise autour d’'un épithélium trophique en renouvellement permanent, d’'une
couche protectrice du mucus et d’un systeme immunitaire qui se prépare des la naissance a
identifier et mémoriser les agents pathogenes, tout en tolérant la flore bactérienne qui
colonise progressivement le tube digestif (Wagner et al. 2008). Une dérégulation dans ces
processus d’acquisition et d’homéostasie peut favoriser le développement de maladies
inflammatoires chroniques, de troubles fonctionnels, ou encore de tumeurs (Turner 2009).
Ainsi nous avons montré que I'exposition dés la période feetale et pendant I'allaitement au
BPAnoaeL fragilisait la barriére intestinale de la descendance F1 a I'age adulte, un effet
essentiellement observé chez les femelles. Cette fragilité de la barriére intestinale s’est
traduite par une diminution significative de la perméabilité paracellulaire intestinale, mais
contrairement a I'exposition directe a I'age adulte, I'exposition dés la vie fcetale a induit un
effet délétere sur I'évolution de la colite expérimentale, en exacerbant la réponse
inflammatoire. En effet, nous avons observé une augmentation significative de I'infiltration
neutrophilaire et une surproduction de la cytokine proinflammatoire MIF chez les femelles
F1 exposées au BPA en période périnatale par rapport aux femelles F1 témoins. Cette
surproduction de MIF est a corréler a 'augmentation des niveaux tissulaires de cytokines
pro-inflammatoires IL-f et TNFo dans le colon enflammé (données non publiées ; &igur
23). Ces observations sont intéressantes a rapprocher des données de la littérature
concernant I'exposition orale aux isoflavones du soja, un autre groupe de xénoestrogenes :
une valence double est également constatée, similaire a celle observée avec le BPA, dans
les conséquences sur la colite selon la période d’exposition (Seibel et al. 2008; Seibel et al.
2009). Les isoflavones du soja contiennent en grande nb@jate génistéine et de
daidzéine, deux molécules présentant une bonne affinité pour les ERs, en particulier pour
ERB (Kuiper et al. 1997). Un régime riche en phytoestnegéadministré a des rats adultes
s’accompagne de propriétés anti-inflammatoires dans une colite au TNBS (Seibel et al.
2009). En revanche, un régime riche en phytoestrogenes pendant la période périnatale
possede un effet délétere pour la descendance, en induisant des Iésions tissulaires séveres
lorsque la colite est induite & I'dge adulte, traduites par une augmentation d’infiltration
neutrophilaire et la diminution d’expression de I'enzyme COX-2 normalement rapidement
induite dans la zone inflammeée (Seibel et al. 2008).

Dans notre étude, nous avons constaté que la barriére intestinale chez les males F1

apparaissait protégée des effets perturbateurs du BPA périnatal. En effet dans ce sexe, les
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paramétres de sévérité de la colite induite a I'age adulte ne différaient pas de ceux relevés
chez les méles F1 contréles. Un dimorphisme sexuel dans les effets du BPA a été
eégalement observé dans d’autres fonctions, extra-intestinale (Rubin et al. 2001). Au niveau
du cblon, nous avons supposé que ce dimorphisme d'effets du BPA relevait d’'une
différence dans la balance d’expression basale des ERs entre les deux sexes. Dans
I'exemple de I'espéce humaine, bien quEsdit le récepteur dominant au niveau du colon
qudgue soit le sexe, I'expression chez les hommes est approximativement deux fois moins
importante comparée aux femmes (Campbell-Thompson et al. 2001). De plus, chez le rat,
nous avons observé chez les males adultes exposés en période périnatale au BPA une
réduction d’approximativement 50% de I'expression (BE& niveau du cblon. Dans
I’ensemble, il est fait I'hnypothése qu’une expression basale réduiteRipadERapport au

sexe femelle, accompagnée d’'une réduction supplémentaire conséquente a I'exposition au
BPA a globalement protégé la barriere intestinale chez le méle des effets perturbateurs du
xénoestrogene.

Un élément qui n'avait pas été discuté dans notre article concerne des niveaux
tissulaires de la cytokine TNFFélevés dans le cblon des adultes F1 aprés I'expositi
périnatale au BPhoae.. Cette élévation a été observée en conditions basales, quel que soit
le sexe et sans modification d’autres cytokines comme (Figure 23). Il est connu que
TNFo posséde une activité pro-inflammatoire importante s premieres étapes de la
réponse inflammatoire, particulierement dans la pathogenése des MICI (Rijnierse et al.
2006). Des niveaux élevés sont retrouves tant au niveau du foyer inflammatoire qu’au
niveau plasmatique (Murch et al. 1991; Murch et al. 1993). Cependant, dans notre étude,
les niveaux plus élevés dans les mugueuses coliggesaccompagnaient pas d’une
augmentation de l'infiltration neutrophilaire, preuve qu’'un micro-terrain inflammatoire ne
s’est pas développé dans les muqueuses, ou tout du moins n’as pas été constaté sur ce seul
parametre mesuré (activité de 'enzyme myéloperoxidase). Il apparait toutefois improbable
gu'une élévation de la concentration basale de ANt prédisposé les animaux a
développer une colite plus sévere, puisque seuldsredles F1 ont répondu dans ce sens.

Par ailleurs, le recrutement des chimiokines chez les femelles est plus important par

rapport aux males, une différence due aux oestrogénes circulants (Mo et al. 2005). Cela
pourrait aussi expliquer la présence de la réponse inflammatoire seulement chez les
femelles. A ce stade de nos observations sur le dimorphisme sexuel, nous avons orienté la

suite de nos travaux sur le développement de la barriére intestinale chez la femelle.
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Figure 23 : Conséquences d’'une exposition périnatale au BRéxe. sur la réponse inflammatoire dans

le cblon des rats adultes.
Le BPAwoaeL @ été administré quotidiennement par gavage oral aux femelles gestantes dés la mi-gestation et
jusqu’a la fin de lactation. A I'age adulte, la descendance F1 a recu par instillation intra-rectale de TNBS
(acide trinitrobenzene sulfonique, conditions inflammatoires) ou sérum physiologique (NaCl, conditions
basales). Les concentrations tissulaires depll(Al) et de TNl (B) ont été mesurés par ELISA dans le
cblon prélevé 24 heures plus tard. * p<Oy@de Véhicule correspondant ; ns : non significatif ; n.d. : non
détectable.

Avec le plus grand nombre de cellules immunitaires de I'organisme et les plus
fortes concentrations d’antigenes, lintestin représente le principal site d’éducation du
systeme immunitaire. L’exposition du tractus gastro-intestinal aux antigenes d’origine
bactérienne commence des la naissance avec le passage par les voies génitales et continue
ensuite avec l'alimentation par le lait maternel (Kelly et al. 2007; Newburg and Walker
2007; Perez et al. 2007). Cette étape de la vie est caractérisée par une hyperperméabilité
intestinale, mise en évidence chez les enfants en utilisant des marqueurs de la perméabilité
intestinale (exemple : mannitol et lactulose). Ces marqueurs administrés par voie orale,
traversent la paroi épithéliale par voie paracellulaire via les jonctions serrées pour le
lactulose et par voie transcellulaire pour le mannitol, leurs concentrations étant ensuite
dosées au niveau urinaire. Ainsi le rapport lactulose/mannitol est élevé a la naissance,
témoignant d’'une perméabilité intestinale paracellulaire élevée, puis les valeurs diminuent
progressivement jusqu’a des valeurs similaires aux adultes, phénoméne connu sous le nom
de « gut closure » garant d'une maturation complete de la barriére épithéliale (Catassi et al.
1995; Colome et al. 2007). Cette hyperperméabilité intestinale en période périnatale est un
processus physiologique indispensable a I'éducation du systeme immunitaire intestinal,

présent mais naif a la naissance, et progressivestientlé par les bactéries qui colonisent
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peu a peu le tube digestif (Wagner et al. 2008). Un tel mécanisme est nécessaire pour
I'activation des cellules immunitaires, en particulier de 'immunité innée et la synthése des
cytokines, au niveau intestinal et systémique. L’hyperperméabilité intestinale joue un réle
important dans I'éducation de certaines réponses immunes, par exemple la tolérance orale,
la balance Th1/Th2, deux processus immunitaires de régulation trés importants protégeant
I'organisme de certaines pathologies, comme les allergies alimentaires et respiratoires, les
MICI et vraisemblablement un certain nombre de maladies auto-immunes (Neu 2007;
Newburg and Walker 2007). Nous avons mis en évidence que cette hyperperméabilité
intestinale s’accompagne d'une faible expression des protéines transmembranaires de
jonctions serrées qui contrdlent les espaces paracellulaires, occludine et JAM-A (Figure
24A et B). L'expression de ces deux protéines a été tres faible dés la période feetale (deux
fois moins importante par rapport a I'adulte) pour atteindre juste avant le sevrage (a 21
jours) des niveaux équivalents aux adultes. Par contre I'expression d’'une autre protéine
transmembranaire, la claudine-8, ainsi que de la protéine cytoplasmique, ZO-1, n'a pas été
modifiée de maniéere significative au cours de la maturation de la barriere intestinale
(Figure 24C et D).
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Figure 24: Evolution d'expression des protéines de jonctions serrées au cours du développement.
L'expression des protéines de jonctions serrées a été déterminée par PCR quantitative dans le cblon de rates
des 'age feetal (jour 21 de gestation — G21), pendant la lactation (les premieres 24 heures de vie (JPN 0) ainsi
gu'a 5, 10, 20 jours postnataux (JPN) et a I'age adulte. Les résultats ont été exprimés par rapport a 100%
d’expression chez I'adulte. ** p<0,01; par rapport a I'expression dans le c6lon de I'adulte correspondant. (8-
15 animaux par groupe).

Concernant I'expression des ERs, nous confirmons que dans l'intestin, les deux
récepteursu et B sont présents des le stade feetal (Takeyama et al).280tre étude
montre par ailleurs que chez le feetusERparait prédominant dans I'épithélium colique
comme chez l'adulte. De plus, nous avons observé que I'expressiors d&Riveau de
I'intestin foetal était maximale en fin de période foetale, pour ensuite diminuer
progressivement chez le nouveau-né et atteindre au sevrage (21 jours) un niveau constant
conservé tout au long de la vie (Figure 25A). En revanche les niveaux tissulaires d’ER
dans lintestin du foetus ont été similaires aux valeurs des adultes (Figure 268).
expression variable des ERs au cours du développement a également été mise en évidence

au niveau du tissu cardiaque (Jankowski et al. 2001). Ces auteurs supposent que chez les
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nouveau-nés la forte expression dfERoue un rdéle important dans la maturation

cadiaque.

Figure 25: Evolution d’expression colique des récepteurs aux cestrogenes chez la femelle au cours du
développement.

L'expression de ERs a été déterminée par PCR quantitative et les résultats ont été exprimés par rapport a
100% de I'expression de ARNm au niveau du c6lon I'adulte ** p<0,01 par rapport a I'expression dans le
colon de I'adulte correspondant. (8-15 animaux par groupe).

Dans lintestin, la tres forte expression dER la naissance apparait importante a
souligner compte tenu de liaison préférentielle du BPA a ce type de récepteur. Nous avons
récemment vérifié que les ERs intestinaux étaient fonctionnels a la naissance, I'injection
sous-cutanée d'oestradioly@kg/j pendant 10 jours) étant efficace pour abaisseivo la
perméabilité paracellulaire totale chez le nouveau-né de 40% par rapport aux témoins
(Figure 26), a un niveau normalement observé chez l'adulte. Ce résultat met en évidence
pour la premiere fois la trés grande sensibilité de la barriére intestinale aux oestrogenes en
période périnatale, et conforte notre hypothése du potentiel d’effet des xénoestrogénes
possédant une bonne affinité pour ERomme le BPA (notre étude) ou la génistéine
(Seibel et al. 2008). Notre observation sera complétée par une étude dose-réponse pour
déterminer 'EGp de I'oestradiol chez le nouveau-né de 10 jours.

Cependant en conditions physiologiques, malgré la forte expression des ERs en
période périnatale, les ovaires a la naissance ne possedent pas I'équipement enzymatique
nécessaire a la production d’'oestrogénes. L’enzyme aromatase qui permet la synthése de
I'oestradiol a partir de la testostérone n’est exprimée que vers la fin de la premiére semaine

de vie chez les rongeurs, dées la maturation des premiers follicules, et ne produit que de
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faibles niveaux d’'oestradiol circulants (Weniger 1993). Une hypothése sur la maturation
épithéliale dans l'intestin est la corrélation entre la production progressive d’oestrogénes
endogenes et les niveaux croissants d’expression des protéines transmembranaires
occludine et JAM-A apres 10 jours post-nataux (Figure 24). Ainsi les oestrogenes
endogénes pourraient jouer un rble dans le processus de «fermeture » de la barriere
intestinale. En outre, de nombreuses autres hormones telles que les glucocorticoides, la
thyroxine et l'insuline sont également capables de moduler le transport intestinal en période
post-natale, malgré la présence de mécanismes de synchronisation locale (Harada et al.
1990; Hough et al. 1990; Harada and Syuto 1991). Probablement qu’'une coordination
complexe entre les oestrogenes et ces hormones est d'une importance majeure lorsque le
développement intestinal doit étre accéléré et coordonné avec les changements

développementaux dans tout I'organisme (par exemple, le sevrage) (Pacha 2000).
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Figure 26: Conséquences d'un traitement oestradiol sur la perméabilité intestinale totale chez la rate

de 10 jours

L'oestradiol (injections sous-cutanées) a été administré quotidiennement chez les jeunes femelles des la
naissance. Le £0°jour du traitement, la perméabilité paracellulaire intestinale totale a été évaluée par la
mesure du passage d'une macromolécule fluorescente, dextran-FITC 4kDa administré par gavage oral, de la
lumiéere intestinale vers la circulation sanguine (6-9 animaux par groupe).

En période périnatale, il convient de souligner guefdetoprotéine, une protéine
plasmatique de liaison des stéroides produite par le foie foetal et qui décroit en quelques
jours apres la naissance, protége le feetus des oestrogenes d’origine maternelle et d’'une
différentiation sexuelle inappropriée du cerveau de la femelle (Mannan and O'Shaughnessy
1991; Nunez 1994). En revancheg-foetoprotéine n’'est pas capable de fixer le BPA
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(Milligan et al. 1998), soulignant ainsi que I'exposition des feetus et des nouveau-nés
méme a de faibles doses peut induire des altérations pendant le développement (Nagel et
al. 1999). Ainsi au niveau du célon, tant la surexpression [I'EEde I'absence
d’oestrogenes circulants et I'incapacité pouarfbetoprotéine a bloquer la bioactivité du

BPA apparaissent favorables pour les effets perturbateurs de cette substance. Dans ce
contexte, nos plus récentes données montrent que I'exposition dés la période feetale au
BPA administré a la mere induit une réduction significative de la perméabilité intestinale
totale chez le nouveau-né femelle age de 10 jours de vie (Figure 27A) a l'identique de
I'effet propre de I'oestradiol (Figure 26). La diminution de la perméabilité paracellulaire a
également été confirmée dans le seul segment du célon (Figure 27B) comme déja observé
chez I'adulte F1, suggérant un effet persistant sur le long terme. De plus, la diminution de
perméabilité intestinale (totale et colique) a été maximale (-40%) fg&dd de
traitement maternel, soit a la dose dix fois inférieure a la DJA chez ’lhomme, confirmant la
grande sensibilité de l'intestin du nouveau-né au xénoestrogene transmis par la mere. En
conclusion, notre étude montre que l'exposition périnatale aux faibles doses de BPA
bloque I'hyperperméabilité naturelle contemporaine de la maturation de I'intestin.

tratior
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Figure 27: Conséquences d'une exposition périnatale au BPA sur la perméabilité paracellulaire

intestinale totale (A) et colique (B).

Les rates gestantes ont été exposées au BPA par voie orale de la mi-gestation jusqu’a 10 jours post-nataux.
La perméabilité intestinale a été mesurée chez les femelles de la descendance F1 en fin d’exposition. (A) La
perméabilité intestinale totale a été déterminée par la mesure du passage du dextran-FITC de la lumiéere
intestinale vers la circulation sanguine sur quatre heures. (B) La perméabilité paracellulaire colique a été
mesurée sur des segments de cbélon montés en chambre de Ussing par le passage de la macromolécule
dextran-FITC du pble muqueux vers le pble séreux. ** p<0,01 ; * p<0,05 par rapport au groupe contrble
correspondant (Véhicule) (8-11 animaux par groupe).
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Des études récentes ont suggéré que le flux de fluides au travers de I'épithélium
peut aussi jouer un réle important dans le développement du systéeme de défense intestinal
(Morris et al. 1998; Asfaha et al. 2001). Outre I'effet réducteur puissant du BPA sur le
passage paracellulaire, constaté des la naissance, un effet du perturbateur sur la voie
transcellulaire ne peut étre écarté, d’autant plus qu’au niveau intestinal cette voie joue un
réle trés important dans le transport des fluides. Le passage des fluides a travers la
membrane des cellules épithéliales est réalisé par diffusion, mais cette voie a une vitesse
relativement faible (Agre et al. 2002). L'identification récente d'une famille de canaux
membranaires intrinséques, affichant une conductivité et une sélectivité élevée pour l'eau, a
provoqué de nombreuses recherches sur l'expression et la fonction de ces protéines,
appelées aquaporines (AQPs) (Kozono et al. 2002; Benga 2009). Les AQPs sont des
protéines transmembranaires qui s’assemblent a plusieurs pour former des tunnels en
forme de sablier dont l'intérieur est hydrophile et assure le transport bidirectionnel des
fluides (Ma and Verkman 1999). Il existe des AQPs différentes selon les types cellulaires.
Certaines ne laissent passer que I'eau (AQP 1, 2, 4, 5...) alors que d’autres permettent
aussi le passage des substances hydrophiles comme le glycérol (AQP 3, 7, 9, 10),
également appelées aquaglycéroporines. Parmi les AQPs exprimées au niveau intestinal,
les AQP 1, 3, 4 et 8 jouent un r6le régulateur important dans la fonction de barriére
intestinale.

L’AQP-1 est exprimée dans cellules endothéliales des capillaires au niveau de
I'intestin et est impliquée dans le transport trans-endothélial d’eau (Matsuzaki et al. 2004).
Nous avons observé une réduction significative de I'expression de 'AQP1 (-49% par
rapport aux témoins) dans le colon des femelles exposées agoPAsans aucune
modification aux plus faibles doses (Figure 28A). Par ailleurs, 'AQP1 est impliquée dans
la plasticité cellulaire (Mobasheri and Marples 2004; Hu and Verkman 2006;
Papadopoulos et al. 2008). La déplétion de 'AQP1 réduit la migration cellulaire, empéche
I'angiogenese et retarde la cicatrisation des plaies (Saadoun et al. 2005; Papadopoulos et
al. 2008). Ces capacités sont favorables a I'organisme adulte en limitant les processus
tumoraux (Otterbach et al. 2008; Verkman 2009; Otterbach et al. 2010). En revanche,
I'inhibition de 'AQP1 a une étape du développement intestinal pourrait induire un retard
ou une maturation imparfaite de la barriére intestinale en le rendant plus vulnérable aux

stimuli agressifs.
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Figure 28: Modulation d'expression des aquaporines apres exposition périnatale au BPA.
L'expression d’ARNm des AQP 1, 3, 4 et 8 a été déterminée par PCR quantitative dans le cblon des
nouveau-nés femelles agées de 10 jours et exposées via leur mére a trois doses de BPA (NOAEL, DJA et
5ug/kglj). ** p<0,01 ; * p<0,05 par rapport au groupe contrdle correspondant (8-11 animaux par groupe).

Par ailleurs, un rdle important est joué par les AQP4 et AQP8 dans le
développement d’'une inflammation intestinale (Hardin et al. 2004). Les deux AQPs sont
exprimées au niveau des cellules épithéliales intestinales, ou 'AQP4 est présente au niveau
de la membrane baso-latérale, tandis que I'AQP8 I'est au niveau de la membrane apicale,
toutes les deux jouant un role important dans le transport trans-cellulaire d’eau (Matsuzaki
et al. 2004). Une diminution d’expression de ces deux AQPs est cependant associée a une
augmentation de l'activité de MICI (Hardin et al. 2004). Or nous avons observé une
diminution significative d’expression de 'AQP4 chez les femelles agées de 10 jours et

ayant recu le BPA des la période feetale (-33% pour sBfaéyour €t -37% pour BPAya
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comparé au groupe contrdle) (Figure 28C), en conditions basales non-inflammatoires. En
revanche, aucune modification dans I'expression de 'AQP4 n’a été relevée au niveau du
cblon de rates exposées au BBA:.. Cette observation souligne encore une fois un effet

non monotone du xénoestrogene, puissant aux faibles doses (DJA et inférieures) mais non
observé aux plus fortes (NOAEL). Malgré I'absence de modifications morphologiques au
niveau de la muqueuse coligue chez ces animaux, on peut néanmoins supposer une fragilité
de la barriére intestinale en voie de développement, pouvant prédisposer au développement
d’'une inflammation lorsqu’un stimulus agressif se présente. Contrairement a nos attentes,
I'exposition périnatale au BPA n’a pas modifié I'expression de 'AQP8, quelle que soit la
dose d’exposition (Figure 28D).

Enfin, I'exposition périnatale au BPA a induit une forte diminution de I'expression
colique de lI'aquaglycéroporine AQP3 des la dose de 5ug/kg/jour chez la rate agée de 10
jours (Figure 28B). L’AQP3 est une protéine exprimée dans les cellules épithéliales tout au
long de tractus gastro-intestinal, avec une plus forte expression au niveau du c6lon et de
I'iléon (Ramirez-Lorca et al. 1999; Silberstein et al. 1999), confirmant son réle important
dans le transport hydrique a ces niveaux. Comme précisé plus haut, en complément du
passage d’eau, 'AQP3 est aussi une voie de transport du glycérol. Cette derniere capacité
lui confére un réle important dans la plasticité cellulaire, particulierement dans la
stimulation de la prolifération et de la migration cellulaire (Hara et al. 2002; Hara-Chikuma
and Verkman 2008; Verkman 2009). L’invalidation du géne codant pour 'AQP3 chez la
souris induit un ralentissement considérable du renouvellement de I'épithélium intestinal
aprés l'induction d'une colite expérimentale au DSS (Thiagarajah et al. 2007), un
processus de dérégulation déja observé chez les patients souffrant de MICI. De plus, ces
souris KO développent une inflammation intestinale plus sévere par rapport aux souris
sauvages (Thiagarajah et al. 2007). Cette derniaractéristigue est comparable a
I'exacerbation de l'inflammation observée dans notre étude chez les rates adultes exposées
en période périnatale au BPA. Ainsi nhous pourrions supposer I'existence d’un lien entre la
réduction BPA-dépendante de I'expression de 'AQP3 dans l'intestin en développement et
la fragilité de la barriere intestinale chez la femelle, possiblement due a un défaut de
prolifération et de maturation de I'épithélium. Aprés exposition périnatale au BPA a la
dose de 5ug/kg/jour, nos résultats préliminaires témoignent en effet d’une réduction
significative de la prolifération des cellules épithéliales (-10%) parallele a I'inhibition

d’expression d’AQP3 chez le nouveau-né femelle de 10 jours (Figure 29). Par ailleurs, la
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réduction de la prolifération cellulaire intestinale induite par le BPA pourrait résulter d’'un
effet direct sur EB. En effet, les données de la littérature sur lesist® pour ER ont

mis en évidence limportance de cette voie de signalisation des oestrogenes dans le
contréle du renouvellement de [I'épithélium intestinal (Wada-Hiraike et al. 2006).
L’épithélium colique intestinal chez ces souris (ER présente un défaut de
développement et de maturation de [I'épithélium, traduit par une hyperprolifération
cellulaire, un ralentissement de la migration cellulaire le long de la crypte, une perte de la
différenciation des cellules épithéliales et une inhibition des voies apoptotiques. Ces
observations révelent le réle de frein de la voiegB ERr le renouvellement épithélial,
oppo% a l'effet proliférateur de ER(Cho et al. 2007). Pour rappel, nous avions observé
que ERB était présent dés I'age faetal dans le cblon, avetdwaau d’expression deux fois

plus important a la naissance par rapport a I'adulte. Mais cette surexpression a la naissance
n'est probablement pas délétere pour le processus de prolifération cellulaire qui prépare
l'intestin a son nouvel environnement, tenant compte de l'incapacité enzymatique de
I'ovaire foetal a produire de I'cestradiol et de I'action « tampon »cdéoBtoprotéine sur

les oestrogenes maternels. Par contre, nous avons vu que I'exposition au BPA durant cette
période vulnérable freinait la prolifération et le renouvellement des cellules coliques dans
un contexte ou la présence de cellules PCNA positives a la base de cryptes témoigne d’'une
prolifération intense a cette étape de la vie (Figure 29). Il en est de méme avec d’autres
xénoestrogenes comme la génistéine du soja. En effet chez le porcelet, 'administration dés
48 heures suivant la naissance de formules infantiles a base des protéines de soja altére
également le développement de l'intestin en exercant une activité anti-proliférative, des le
3*™ jour de traitement (Chen et al. 2005). La génistéine est un flavonoide de soja
présentant une bonne capacité de liaison aux ERs, en particulier ppyKH&Rer et al.

1997) Dans notre étude, outre son action sur les ERs, I'activité anti-proliférative du BPA
pourrait aussi résulter d’une diminution de facteurs de croissances. Des études récentes ont
en effet mis en évidence chez la truite la capacité du BPA a réduire I'expression d’'IGF
(Insulin-like Growth Factors)des la période embryonnaire (Aluru et al. 2010). Or,
I'expression d’'IGF est tres élevée dés la naissance au niveau de lintestin et suivie d’'une
diminution progressive (Young et al. 1990; Sklar et al. 1992). Cette forte expression d'IGF
chez le nouveau-né est nécessaire pour assurer le transport des aminoacides au niveau

intestinal et stimuler la prolifération cellulaire (Fholenhog et al. 1996).
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Figure 29: Conséquences d'une exposition périnatale au BPA sur la prolifération des cellules

épithéliales coliques.
La prolifération cellulaire a été évaluée par le marquage immunohistochimique des cellules PCNA

(Proliferating cell nuclear antigen Les anticorps anti-PCNA se fixent sur des protéines exprimées dans les
cellules entrées en division. Le nombre moyen de cellules totales comptées par crypte a été similaire dans
tous les groupes. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de cellules PCNA immunoreactives par
rapport au nombre total des cellules par crypte. ** p<0,01; * p<0,05 par rapport au groupe controle (4-6
animaux par groupe).
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Si la présence de récepteurs aux oestrogenes dans le tube digestif était connue
depuis le début des années 90 et les données cliniques nombreuses pour témoigner d’'une
influence du statut hormonal sur la symptomatologie intestinale, I'importance du statut
hormonal dans le contr6le de la fonction de barriere digestive reste un domaine peu étudié.
Les travaux entrepris au cours de cette these s’inscrivent dans cette thématique. lls ont
permis de mettre en évidence une modulation de la perméabilité épithéliale chez la femelle
au cours du cycle sexuel, un effet essentiellement di aux fluctuations des concentrations
circulantes d’oestrogenes. Ces derniers sont capables, par la voie de signalisftion ER
localisée au niveau des cellules épithéliales, d’'induire une surexpression des protéines
transmembranaires de jonctions serrées, s’‘accompagnant d'une diminution de la
perméabilité paracellulaire dans l'intestin. Chez la femme, un tel mécanisme pourrait
contribuer a la rétention des fluides corporels, une situation souvent observée a certains
stades du cycle menstruel ou dans les hauts statuts oestrogéniques (contraception,
traitement hormonal substitutif). En revanche, en conditions pathologiques, la modulation
de la perméabilité intestinale par les oestrogenes circulants pourrait contribuer aux
variations des symptdbmes intestinaux (ex. douleur viscérale), une symptomatologie
rapportée par les patientes Sll et MICI au cours de leur cycle menstruel. En partant de ce
constat clinique et de nos résultats expérimentaux, nous avons mis en évidence dans un
modele animal de SlI (stress aigu) que I'administration d’'un agoniste fleltg? la rate
adulte réduisait I'hypersensibilité viscérale induite par le stress. Cette observation
s’'accorde bien avec de précédentes observations obtenues chez le rat au laboratoire et
montrant que I'hyperperméabilité intestinale est responsable de l'augmentation de la
perception de la douleur viscérale. Sachant que l'altération de la barriére intestinale est un
facteur clé dans la pathogenese du SllI, une suite intéressante a notre étude serait d’évaluer
le potentiel thérapeutique des agonistes dff ERBns le renforcement de la barriere
intestinale chez les patients souffrant de SlI.

Dans un second temps, nous avons apporté la preuve que la barriére intestinale était
une cible du BPA, avec des effets difféerents selon la période d’exposition (périnatale ou
adulte) et le sexe. Le BPA est contaminant alimentaire connu comme perturbateur
endocrinien et présentant des propriétés oestrogéno-mimétiques. Si les effets du BPA sur la
barriere épithéliale chez I'adulte s’apparentent a ceux déja énonceés de I'oestradiol au cours

du cycle sexuel (réduction de perméabniig ERB), il est important de noter que l'activité
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du xénoestrogéne s’établit de fagcon chronique, contrairement aux oestrogenes endogenes
dont les concentrations circulantes, donc les effets, varient au cours du cycle. Il apparait
donc difficile d’extrapoler les propriétés bénéfiques des oestrogenes (baisse de
perméabilité = renforcement de la fonction de barriere) aux effets du BPA ingéré par la
voie orale, méme si ce dernier présente une meilleure affinité pgurBEERémoigne les
congquences d'une exposition en période périnatale aux faibles doses de BPA, qui
s’accompagnent d’'une fragilité de la fonction de barriere intestinale dans la descendance
femelle, déséquilibrant la réponse immunitaire face a un stimulus agressif. Nous avons fait
I'hnypothése qu’une réduction de la perméabilité intestinale a une période ou celle-ci est
naturellement élevée affecte la maturation du systéme immunitaire intestinal, un processus
dépendant des échanges entre les antigenes présents dans la lumiere et les cellules
immunitaires naives a la naissance. De plus, le BPA en période périnatale réduit la
prolifération cellulaire et affecte ainsi le renouvellement de I'épithélium, un effet que I'on
suspecte lié a son activité sur [ERrtement exprimé deés la période foetale. Ainsi nous
montrons que le développement de la barriére intestinale en période périnatale est une
fenétre d’exposition critique au BPA, et constitue un facteur de risque de développer une
réponse inflammatoire sévére plus tard a I'age adulte, mais non spontanée. D’autres études
sont nécessaires pour déterminer si une telle exposition prépare a un terrain propice a

développer des maladies chroniques de l'intestin, telles que les Sll ou MICI.

L’ensemble de ces travaux illustrent la tres grande sensibilité de I'intestin au BPA
et ouvrent de nouvelles voies de recherches sur la caractérisation et I'évaluation des effets
des perturbateurs endocriniens d’origine alimentaire. Ils pourront contribuer a I'évaluation
des risques et a la définition de nouveaux seuils acceptables d’exposition pour ces

molécules.
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TITRE : LA BARRIERE INTESTINALE, UNE NOUVELLE CIBLE DES OESTROGENES

ET DES XENOESTROGENES LE CAS DUBISPHENOLA

La barriére intestinale est la plus grande surface de contact entre le milieu extérieur et le
milieu intérieur. Elle est également la premiére surface exposée a tout élément ingéré par voie orale.
Outre ses fonctions d’absorption et de maintien de I'équilibre hydrique de I'organisme, elle exerce un
réle important de défense contre les agents déléteres (toxines, bactéries) contenus dans la lumiére
intestinale. En conditions physiologiques, la barriére intestinale assure une perméabilité sélective
permettant le passage de petites quantités d’antigenes afin de stimuler le systéme immunitaire et
d’empécher le développement d'une inflammation (tolérance de la flore commensale et
reconnaissance des antigénes alimentaires).

Dans un premier temps, nous avons montré une modulation de la perméabilité de la barriere
épithéliale intestinale chez la rate au cours du cycle sexuel. Plus particulierement, la dominance des
cestrogénes plasmatiques en phase folliculaire du cycle s’accompagne d'une réduction de la
perméabilité paracellulaire colique. Cette diminution oestrogéno-dépendante du transport
paracellulaire implique la voie de signalisationpfEdRins les cellules épithéliales et une surexpression
d’occludine et de JAM-A, deux protéines transmembranaires des jonctions serrées contrélant les
espaces intercellulaires. Cette propriété des oestrogénes est intéressante a considérer dans les
pathologies associées a une hyperperméabilité intestinale, telle que le Syndrome de l'Intestin Irritable
ou Maladies Inflammatoires Chronigques de I'Intestin, ou la voie de signalisatiBnpER étre
envisagée comme cible thérapeutique.

Dans un deuxiéme temps, nous avons mis en évidence que le BPA, un contaminant
oestrogéno-mimétique largement exploité dans l'industrie des emballages alimentaires, affecte la
perméabilité de I'épithélium intestinal. Cet effet observé chez I'animal et sur des lignées de cellules
épithéliales intestinales humaines passe par I'activation des ERs présents dans les cellules épithéliales.
Il en résulte une augmentation de la synthése d’'occludine et de JAM-A, donc le rétrécissement des
espaces intercellulaires, limitant les échanges naturels au niveau de la paroi du tube digestif et pouvant
favoriser la rétention d’eau dans le corps. Le BPA présente également un impact sur la réponse
inflammatoire dans le c6lon adulte et rend l'intestin plus sensible a la douleur. Nos résultats ont
également montré gu’une expositionutero et pendant I'allaitement au BPA augmentait le risque de
développer une inflammation intestinale sévere a I'dge adulte, essentiellement dans la descendance
femelle. Cette fragilité dans la fonction de barriére biologique de I'intestin serait la conséquence d’une
maturation imparfaite du systeme immunitaire associé aux muqueuses intestinales. Nos émettons
I'hypothese que I'exposition périnatale au BPA pourrait freiner le développement des défenses
immunitaires intestinales, naives a la naissance, rendant les muqueuses coliques chez la femelle plus
vulnérables face a un stimulus inflammatoire.

MOTS CLES: Barriére intestinale, épithélium, perméabilité, jonctions serrées, oestradiol,
récepteurs aux oestrogenes, xénoestrogenes, Bisphénol A.
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