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RESUME

lL.es perturbateurs endocriniens (EDs) présents
dans I'environnement sont de plus en plus mis en
cause pour expliquer les modifications de la fonc-
tion de reproduction male, y compris chez I’hom-
me. Cependant, leurs mécanismes d’action sur la
fonction de reproduction sont peu connus et le lien
de causalitée chez 'homme n’est pas démontré.
Parmi les nombreuses études expérimentales rap-
portées, les conditions d’exposition sont le plus
souvent trés éloignées de la situation environne-
mentale (doses élevées, courtes périodes d’exposi-
ton, une seule molécule). Le but de ce projet est
d’étudier les effets d’une exposition a deux EDs
isolés et associés : la génistéine, phyto-oestrogéne
et la vinclozoline, fongicide a activité antiandrogé-
nique sur la fonction de reproduction du rat Wistar
male. Pour chaque molécule, 2 doses ont été choi-
sies : une dose élevée et une dose faible compati-
ble avec des expositions environnementales, avec
une administration par gavage de la conception a
I'age adulte. Le protocole prévoyait le sacrifice
d’une partie des ratons au sevrage et des rats adul-
tes aprés accouplement, et les examens suivants :
pesée des animaux et des organes, réserves sper-
matiques, histologie des organes de la reproduc-
tion et dosage des hormones sexuelles. De plus,
une identification plus fine des effets reposera sur
la morphométrie testiculaire, I’évaluation de la qua-
lité nucléaire, du mouvement et du degré de frag-
mentation de I’ADN des spermatozoides. A la
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recherche des mécanismes possiblement en
cause, il est prévu d’analyser les récepteurs hor-
monaux aux oestrogénes, androgénes, progestéro-
ne et FSH et d’étudier des modifications de I'apop-
tose des cellules germinales.

L’élevage des animaux a pu étre mené a bien et les
premiers résultats ont été :

1. la mise en évidence d’anomalies du développe-
ment testiculaire, des vésicuies séminales, des épi-
didymes et du pénis observées aprés exposition a
de faible dose pour les composés testés et/ou leur
combinaison ;

2. une diminution de la mobilité progressive et
d’autres parameétres cinétiques observée deés les
faibles doses pour les molécules isolées ou asso-
ciées ;

3. une diminution des capacités de reproduction,
surtout pour les males exposés a la faible dose de
vinclozoline et a la combinaison avec la génistéine.

Ces résultats originaux nous incitent maintenant a
préciser les effets au niveau tissulaire et cellulaire
et a étudier certains des mécanismes possiblement
en cause.

Correspondance :

Dr Florence Eustache - CECOS Necker, Hépital Necker-
Enfants Malades, 149, rue de Sévres, 75015 Paris - Tel
01.44.49.46.52 - Fax 01.44.49.25.50 - Email florence.eusta-
che@nck.ap-hop-paris.fr




Mots clés : perturbateurs endocriniens, faible dose,
association, appareil génital male, fertilité, spermatozoi-
des

I. CONTEXTE

Au cours des derniéres décennics, la détérioration crois-
sante de la fonction de reproduction mile a été rapportée
dans de nombreuses espéces mammiféres ou non (ambi-
guité scxuelle, perturbations du sex-ratio, anomalies
congénitales de la sphere génitale, retard pubertaire, dés-
équilibre hormonal. ...) [38, 11]. Chez I’homme et dans la
plupart des pays industrialisés. on observe une incidence
élevée du cancer du testicule, qui n’a fait que croitre aux
cours des 20 dernieres années [ 1] ainsi qu'une augmenta-
tion de I'incidence de I’hypospadias [26] et une possible
augmentation de I’incidence de la cryptorchidie [39]. De
plus, une baisse significative de la production spermatique
a été rapportée [9, 4, 36]. On ne connait pas les causes pré-
cises et probablement multiples de ces différentes observa-
tions qui évoquent le role probable de facteurs environne-
mentaux. En effet. chez le mile et pour de nombreuses
especes. la fonction de reproduction est trés vuinérable aux
facteurs environnementaux. qu’ils soient physiques ou chi-
miques. Parmi tous les composés chimiques susceptibles
d’avoir une toxicité sur la fonction de reproduction, un cer-
tain nombre d’entre eux, qualifiés de xénohormones ou de
perturbateurs endocriniens (EDs, selon la terminologie
anglo-saxonne) car ils sont capables de simuler, favoriser
ou inhiber I’action des hormones, sont plus suspects que
d’autres car ils peuvent en théorie modifier les processus
physiologiques soumis a une régulation endocrinienne et,
en particulier, les fonctions de reproduction [3]. En réalité,
il existe deux grandes catégories d’EDs : des composés
synthétiques issus de I’industrie ou de I’agriculture pré-
sents dans I’environnement, comme certains agents plasti-
fiants ou de nombreux pesticides, et, des molécules d’ori-
gine naturelle présentes dans les plantes (phyto-oestroge-
nes) ou les espéces fongiques (myco-estrogénes).

Aprés une exposition, généralement a des doses élevées
d’EDs, au cours de la gestation et/ou en période néonatale,
essentiellement chez le rat et la souris, des effets déléteres
variés sur I’appareil génital et la fonction de reproduction
des petits, males et femelles sont objectivés [10]. Chez
I"homme, a I’exception de rares études, par exemple les
anomalies de la reproduction observées aprés exposition in
utero au diethylstilbestrol, DES [15, 22], un lien causal
entre une exposition environnementale a3 un composé chi-
mique spécifique agissant via une perturbation endocri-
nienne et des effets pathologiques n’est pas clairement éta-
bli [32].

Les modalités et les mécanismes précis des effets déléteres
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des EDs sur la fonction de reproduction méle ne sont que
partiellement connus. Les EDs agiraient: 1) pendant la vic
feetale [17], 2) a la fin de la vie feetale et en période néona-
tale sur la mise en place et la multiplication des cellules de
Sertoli [31]. 3) pendant la période néonatale et péripuber-
taire [37] et. 4) pendant la vie adulte avec une altération de
la production, de la morphologie et de la mobilité sperma-
tique [7, 25. 16]. De plus, a tous les stades du développe-
ment, des modifications hormonales ont pu étre observées
[31,24,41].

Les altérations hormonales induites par les EDs peuvent
concerner des modifications des taux d’hormones tissulai-
res, des modifications de I'expression des récepteurs et des
actions diverses au niveau des récepteurs (agoniste. anta-
goniste,...). La littérature récente indique que le niveau
d’expression des récepteurs aux oestrogenes (ERa) aux
androgénes (AR), et a la progestérone (PR) peut étre
modulé en fonction de la présence ou non d"EDs [20, 43].

L’altération de la mise en place et de la multiplication des
cellules de Sertoli pourrait étre responsable d’une baisse de
la production spermatique & I’age adulte [31]. mais cette
derni¢re pourrait aussi dépendre d’autres phénoménes. En
effet. plusieurs études expérimentales récentes chez la sou-
ris et chez le rat adulte ont montré que des modifications
hormonales comme I’inhibition de la GnRH ou de la tes-
tostérone, I'immuno-neutralisation de la FSH et de la LH
ou encore I’exposition a des EDs provoquaient une aug-
mentation de I’apoptose des cellules germinales testiculai-
res [6, 33, 35, 13]. Finalement, des travaux récents ont
indiqué que certains EDs pouvaient exercer des effets délé-
teres par de nombreux autres mécanismes n’impliquant pas
les récepteurs hormonaux [2, 29, 23].

Pour une majorité d’études, les conditions d’exposition
aux EDs sont trés éloignées de la situation environnemen-
tale et ne permettent pas une évaluation objective du risque
: périodes courtes d’exposition, principalement pendant la
période de gestation et/ou néonatale, administration d’EDs
souvent par injection, doses élevées, et trés rares études
faisant état de I’effet d’un mélange d’EDs.

C’est pourquoi, les directives les plus récentes des institu-
tions nationales et intergouvernementales (EPA, OMS,
OCDE, Communauté Européenne,...) ont recommandé de
s’attacher a étudier, maintenant et de maniére urgente par
des approches diversifiées, les effets potentiels des EDs
dans des situations plus proches des situations d’exposition
environnementale.

Nous avons initié la présente étude dans cette perspective.
Ses objectifs principaux étaient :

1. le développement d’un modéle animal d’exposition a
des EDs en adéquation avec les expositions environne-
mentales humaines (voie orale, faibles niveaux d’expo-




sition, périodes d’exposition touchant tous les stades du
développement, combinaisons d’EDs) :

2. I'étude des effets produits sur la fonction de reproduc-
tion des animaux cxposés ainsi que celle des mécanis-
mes cellulaires et moléculaires possiblement en cause.

Le présent article résume le protocole d’exposition mis en
ceuvre, les axes de recherche envisagés et rapporte les pre-
miers résultats obtenus.

II. PROTOCOLE
1. Choix des molécules et doses

Le choix des deux molécules étudiées a été fait notamment
en fonction des donnéces scientifiques déja acquises, de la
pertinence par rapport aux données d’exposition naturelle
et cnvironnementale ainsi que des priorités d’études
recommandc¢es par les institutions intergouvernementales.
C’est ainsi que notre choix s’est porté sur la vinclozoline et
la génistéine. La vinclozoline est un fongicide ayant des
propriétés antiandrogéniques, c’cst a dire un «potentiel
démasculinisant» |19, 20]. Récemment. ce composé a été
retrouvé a des concentrations allant de 0.5% jusqu’a 75%
dans 92 produits alimentaires en Italie [28]. L effet anti-
androgénique de la vinclozoline est di principalement a la
formation de deux métabolites actifs capables de se lier au
récepteur aux androgenes. Certains stadcs du développe-
ment cmbryonnaire des organes hormono-dépendants sont
particuliérement sensibles aux effets de la vinclozoline,
comme 1’ont bien montré lcs travaux de Gray ct collabora-
teurs [18] et le récent article de Wolf et al. [42]). La génis-
téine est un isollavonoide notablement oestrogénique [8] et
donc «potentiellement téminisant». Cette molécule est sur-
tout abondante dans les légumineuses (soja. pois, lentilles,
féve,...). En Europe, ’homme y est plus fortement exposé
lors d’une alimentation a base de produits dérivés du soja
(0,1-3mg/kg/jour). Les laits de soja de plus en plus
employés dans I'alimentation des nourrissons représentent
des expositions plus élevées encore (2-Smg/kg/jour) [5].
Si les effets de la génistéine sur ’appareil endocrinien et la
protection qu’clle assure dans le cas de cancers hormo-
naux-dépendants ont été trés ¢tudiés, seuls de rares travaux
ont indiqué un effet délétere sur la fonction de reproduc-
tion mile [40. 30, 12]. Il est a noter : 1) que la génistéine
est métabolisée en equol, puissant composé oestrogénique,
et 2) que I’exposition néonatale a la génisteine diminuc
I'expression des récepteurs ERa et AR dans les testicules
de souris adultes [34]. Ainsi, la présence d’une telle sub-
stance dans J’alimentation pourrait interagir avec d’autres
EDs.

S’inspirant de la littérature. une dose faible ¢t unc dosc
forte ont été déterminées pour les 2 molécules. Ces doses
ont été appliquées soit de maniére isolée soit en association

de faibles doses et de fortes doses avec un témoin négatif
(véhicule seul) et un témoin positif pour la génistéine
(cthynyl cestradiol & 0,1pg/kg/j). Les doses élevées étaient
30 mg/kg/jour et 10 mg/kg/jour, pour la vinclozoline (V) ct
la génistéine (G) respectivement, et les doses faibles
étaient 1mg/kg/jour pour la vinclozoline (v) et la génistéi-
ne (g).

2. Animaux et protocole d’exposition

L’'élevage et I’exposition par gavage ont éié faits chez le
rat Wistar a3 I’'INRA de Dijon et le protocole développé
(Figurc 1) s’inspirait des directives les plus récentes de
I’OCDE cn matiere de nombre d’animaux étudiés, de
méthodologic de suivi et de tests de toxicologie de la
reproduction a fairc. Il est & noter que 1'alimentation était
dépourvue de tout EDs.

3. Etude des effets produits et axes de recherche

Les examens et les gestes au moment des sacrifices étaient
ccux habituellement employés en toxicologic dc la repro-
duction : pesée des animaux, inspection générale et de la
sphere génitale, pesée des organes tels que testicules, épi-
didymes, vésicules séminales, prostate ct d’un organe de
référence comme lc foie, fixation d’une partie d’entre cux
dans du formaldéhyde a 1% et congélation du reste a -
80°C.

Concernant 1'exploration des effets produits, I’éwude pré-
voyait tout d’abord des tests classiques en toxicologie de la
reproduction, essentiellement la mesure des réserves sper-
matiques, I'histologic conventionnelle des organes de la
reproduction et lc dosage des hormones scxuelles. L’éva-
luation des réserves spermatiques testiculaires et épididy-
maires est réalisée a partir de prélévements conservés a -
80°C, apres broyat cellulaire, sonication, comptage des
spermatozoides par hémocytométric et mesure par CASA
(computer assisted sperm analysis. coloration des noyaux
par le bisbenzimide). I.’cxamen histologique des testicules,
des épididymes, des vésicules séminales et de la prostate
cst fait en microsocopic conventionnelle aprés coloration a
I’Hemalun Eosine Safran (HES). La mesure des concentra-
tions plasmatiques des hormones régulant la fonction de
reproduction male (FSH, LH, testosteronc) et de I'inhibine
B. marqueur de la fonction sertolicnne, est faite a partir de
prélevements sanguins au niveau de I’aorte intra-abdomi-
nale sur chaque animal au moment du sacrifice (a J25 et
J80).

Les autres examens prévus pour juger des effets des cxpo-
sitions sur la sphére génitale des rats males sont 1'analysc
de fa morphométrie du testicule, de la qualité nucléaire et
du mouvement des spermatozoides. La morphométrie testi-
culaire par analysc d’image semi-automatique sur systéme
SAMBA doit permettre de quantifier par exemple le nomb-
re de cellules de Sertoli ou encore le diametre des tubules.
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Figure 1 : Protocole d’exposition.

Elle peut aussi permettre le comptage des différents types
de ccliules germinales cn fonction de la ploidie, également
par analyse d’image sur coupes en paraffine aprés colora-
tion de Feulgen [21]. Nous avons développé une méthode
d’analyse morphométrique et texturale des tétes des sper-
matozoides de rat par analyse d’image sur systéme
SAMBA (publication en cours). Cette méthode est donc
applicable pour étudier les spermatozotdes dans la présente
étude (frottis faits a partir de spermatozoides prélevés au
nivcau du canal déférent et colorés par le bisbenzimide).
Enfin, il était prévu d’étudier la mobilité ct les paramctres
du mouvement des spermatozoides par CASA immédiate-
ment aprés le sacrifice et la dissection des canaux défé-
rents. 11 était de plus envisagé d’étudier si les expositions
ont une incidence sur le degré de fragmentation de I'ADN
des spermatozoides par la technique TUNEL.

Selon les hypothéses de travail fondées sur les données
rapportées dans la littérature (voir Contexte). nous nous
sommes proposés d'étudier certains mécanismes cellulai-
res pouvant contribuer aux effets observés. Ainsi, nous
avons prévu de mettre en évidence et de quantifier les
récepteurs hormonaux aux oestrogenes. ERa et IERb aux
androgénes. AR. a la progestérone. PR, et & la FSH. RFSH.
grice a des techniques d" immunohistochimie sur coupe en
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paraffine ou congelée. Les anticorps spécifiques utilisés
seront des anticorps de lapin dirigés contre ERa ou ERb ou
AR ou PR ou encore RESH. La fixation scra révélée par un
deuxieme anticorps anti-IgG de lapin dans un systéme avi-
din-biotin-peroxydase [27]. Les testicules. épididymes,
vésicules séminales et la prostate seront analysés. IL.a quan-
tification des récepteurs se fera a 1" aide d’une méthode d’a-
nalyse d’image [14].

Une seconde piste dans ce travail concerne des modifica-
tions de 'apoptose physiologique des cellules germinales
ct certaines de ses voies. L'évaluation de la fragmentation
de I"’ADN des cellules germinales sera faite en utilisant la
technique TUNEL sur coupe en paratfine. Le nombre de
cellules marquées sera quantifié par unité de surface a I'ai-
de de I'analyseur d’image. La caspase 3 activée, deuxieéme
marqueur de "apoptose, sera mise en évidence a I'aide
d’une technique d’immunohistochimie en utilisant un anti-
corps anti-caspase 3 activée. La fixation sera révélée par
un deuxi¢me anticorps anti-IgG de lapin dans un systeme
avidin-biotin-peroxydase. Le nombre de cellules marquées
sera quantifié¢ par unité de surface a I'aide de 1'analyseur
d'image. L.a détection des protéines Fas et Fasl. sur coupes
testiculaires se fera en utilisant des techniques d immuno-
histochimie & 1"aide d anticorps anti-Fas ¢t anti-Fasl.. La



fixation sera révélée par un deuxi¢me anticorps anti-IgG
de lapin dans un systéme avidin-biotin-peroxydase. Le
nombre de cellules marquées sera quantifié par unité de
surface a I’aide de I’analyseur d’image.

IV. PREMIERS RESULTATS

(Abbréviations utilisées : g : génistéine faible dose, G :
génistéine forte dose, v : vinclozoline faible dose, V : vin-
clozoline forte dose, gv : association a faible dose, GV :
association a forte dose, C : témoin négatif, EE : ethynyl
estradiol ; différents effets ont été notés chez les femelles
mais nous ne rapportons dans le présent article que les
résultats relatifs aux effets observés chez les mdles ou
médiés par les mdles).

Tout d’abord, la faisabilité du modcle a été démontrée. Les
différentes modalités d’exposition n’ont pas eu de consé-
quences importantes sur 1’état général des animaux per-
mettant de mener le protocole jusqu’a son terme (mise bas
des petits de deuxieéme génération) avec un nombre d’ani-
maux compatible avec des analyses statistiques.

1. Effets des expositions in utero sur la fertilité et la
descendance (premier accouplement)

Les taux de femelles gestantes €taient comparables parmi
les témoins et les groupes exposés a un seul composé chi-
mique (de 60 a 100%) ; par contre, ces taux étaient infé-
rieurs lorsque les composés étaient associés & faible dose
(gv : | femelle sur 2 non gestantc). La taille de la portée
était similaire dans tous les cas de figure (9 a 11 petits en
moyenne). Le nombre de petits morts a la naissance était
significativement augmenté par rapport au contrble (< 1%)
pour les groupes g, 14,1% (p < 0,01) et V, 5,4% (p < 0,10).

2. Anomalies du développement sexuel et génital obs-
ervées a J25 et 2 J80

A J25, un hypospadias et une ectopie testiculaire n’ont été
observés que dans le groupe V (2/5 et 1/5, respectivement)
; dans les groupes v et gv, des kystcs épididymaires ont été
objectivés (1/5 dans les 2 cas). Concernant le développe-
ment des organes génitaux externes, un pénis trés peu
développé et une ambiguité sexuelle ont été observés
respectivement dans les groupes v et GV; le stade de déve-
loppement du pénis a J25 était moins avancé pour les grou-
pes v, gv, G et EE. A J80, un hypospadias a été observé
dans les seuls groupes V, GV et EE (respectivement,
20,8%, 13,3% et 11,1%) et une ectopie testiculaire a été
trouvée dans deux groupes, G et V (15,8% et 8,3%) ; les
kystes épididymaires ont été objectivés pour le groupe gv
(18,8%) ; les autres anomalies obscrvées concernaient uni-
quement le groupe V ; il s’agissait d’agénésies déférentiel-
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les, de vésicules séminales et d’épididymes malformés et
d’un aspect ambigu des organes génitaux externes (anoma-
lie observée dans 2/24 cas).

3. Poids des animaux et poids relatifs des organes
reproducteurs et du foie a J25

Par rapport au groupe C, les animaux exposés in utero a
EE étaient significativement plus lourds (p < 0,01) et ceux
exposés in utero a v et gv, significativement moins lourds
(p < 0,05 dans les deux cas) ; les animaux des groupes g,
G, gv et GV avaient un poids significativement plus faible
(p < 0,01) que ceux exposés a EE; pour la vinclozoline, les
animaux exposés a la faible dose avaient un poids signifi-
cativement plus faible (p < 0,05) que ceux exposés a la
forte dose. Les résultats concernant les poids relatifs des
testicules épididymes, vésicules séminales et foie sont pré-
sentés dans la Figure 2.

4. Poids des animaux et poids relatifs des organes
reproducteurs et du foie a J80

Les animaux exposés a g, G, GV ct EE avaient un poids
significativement plus élevé par rapport a ceux du groupe
C (p<0,001, p <0,05, p <0,01, p < 0,05, respectivement).

En comparaison au groupe C, le poids relatif des testicules
était significativement plus élevé pour le groupe GV (p <
0,01) uniquement et les poids rclatifs des épididymes
étaient similaires dans tous les groupes. Par contre, le
poids relatif des vésicules séminales était significativement
plus bas pour les groupes V (p < 0,01), gv (p <0,05) et GV
(p < 0,05) et le poids relatif de la prostate était significati-
vement diminué pour les groupes V (p < 0,05) et GV (p <
0,05). Enfin, le poids relatif du foie n’était modifié (aug-
mentation) que pour le groupe G (p < 0,05).

5. Effets sur la mobilité et le monvement des sperma-
tozoides prélevés a J80

Des baisses significatives du pourcentage de spermatozoi-
des mobiles progressifs et des anomalies de certains para-
meétres du mouvement ont été trouvées (Figure 3).

6. Effets sur la fertilité et la descendance des ani-
maux méiles exposés in utero jusqu’a J80 (2éme
accouplement)

Le mating index (nombre de méiles ayant fécondé/ nombre
de males accouplés) était diminué pour les groupes v et gv,
la taille des portées étaient siginificativement plus petite
pour les groupes g et G et gv et GV et les pertes post-
implantatoires, {(nombre total d’implantations-nombre
d’implantations ayant donné des petits) / nombre total
d’implantations], étaient augmentées dans tous les groupes
traités (Figure 4).




S8p jiejal spiod
9+ senanss)

sep Jiejel Splod

SBJEUILISS SaIN2ISaA

syissalboad sajiqow

saplozoleuuads ap %,

(spur) dwa

(zH) 409

0,005

Figure 2 : Distribution du poids relatif des
organes a J25 dans les différents groupes.
Moyenne ; * : p < 0,05 et ** : p < 0,01 par
rapport au groupe témoin.
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Figure 3 : Distribution de la mobilité et des caractéristiques du mouvement a J80 dans les différents groupes.
Moyenne ; * : p < 0,05 et ** : p < 0,01 et *** p < 0,001 par rapport au groupe témoin.

g : génistéine faible dose ; G : génistéine forte dose ; v : vinclozoline faible dose ; V : vinclozoline forte dose ; gv : association a faible dose ;
GV : association a forte dose ; C : témoin négatif ; EE : ethynyl eestradiol ; VSL : vitesse de progression linéaire ; VAP : vitesse moyenne ;

VCL : vitesse curvilinéaire ; BCF : fréquence de croisement ; STR : rectitude de la trajectoire.
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Figure 4 : Fertilité apres croisement mile exposé x femelle non
exposée (6x6 par groupe).

*:p <0,05et**:p <001 et *** p < 0,001 par rapport au grou-
pe témoin.

g : génistéine faible dose ; G : génistéine forte dose ; v : vinclo-
zoline faible dose ; V : vinclozoline forte dose ; gv : association a
faible dose ; GV : association a forte dose ; C : témoin négatif ;
EE : ethynyl cestradiol ; matin index : nombre de mdles ayant
Jfécondé/nombre de mdles accouplés ; pourcentage de perte post-
implantatoire : nombre total d’implantations — nombre d’im-
plantations ayant donné des petits / nombre total d’implanta-
tions.

V. CONCLUSION

Ces résultats originaux nous incitent maintenant a pré-
ciser les effets au niveau tissulaire et cellulaire dans les
différents organes prélevés et a étudier certains des

mécanismes possiblement en cause.
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ABSTRACT

Reproductive effects of chronic exposure (from
conception to adulthood) to low concentrations of
genistein and vinclozolin in male Wistar rats: proto-
col and preliminary results

Florence EUSTACHE, Corinne LESAFFRE, Marie
Chantal CANNIVENC, Pierre JOUANNET, Jean Pier-
re CRAVEDI, Jacques AUGER

Current evidence indicates that endocrine disrup-
ters (EDs) can induce adverse effects on the male
reproductive tract in various mammalian species.
Recent reports indicate deterioration in male repro-
ductive health in several human populations, but
the evidence for a causal link with endocrine disrup-
tion is still weak. In addition, the experimental
conditions of most of the reported in vivo studies
are not representative of environmental exposures
(for example, high doses, short-term exposure, a
single ED) and the mechanisms by which EDs dis-
rupt the reproductive system are poorly unders-
tood. The objective of the present study is to deve-
lop an animal model to assess the reproductive
effects and study the putative cellular and molecu-
far mechanisms involved after exposure to genis-
tein (phytoestrogen) and vinclozolin (fungicide with
a known antiandrogenic potential) alone or in com-
bination. The study will be performed in male Wistar
rats, with administration of low and high doses of
the compounds from conception to adulthood and a
subset of the males in each treatment group will be
mated with unexposed females. We plan to assess
the level of sperm production, histology of the
reproductive organs, motility and morphometry of
spermatozoa and hormone levels, as well as DNA
fragmentation of spermatozoa and determination of
the number of germ cells, Sertoli cells and the dia-
meters of seminiferous tubules. Estrogen, andro-
gen, progesterone and FSH receptors will be detec-
ted and quantified and the level of testicular apopto-
sis and several apoptosis pathways will be studied
to determine the putative cellular and molecular
mechanisms involved. The preliminary results
confirmed the developmental effects previously
reported for high doses of vinclozolin. More interes-
tingly, they indicated a number of deleterious
effects for male rats exposed to low dosages alone
or mixtures of low and high dosages compared to
controls and rats exposed to high dosages alone.
For example, a number of developmental anomalies
of the genitalia were observed and a significant
decrease of sperm motility and motion and fertili-
zing ability were observed. These preliminary
results provide evidence that chronic exposure to
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environmental levels of EDs or mixtures of EDs
have a detrimental impact on the male reproductive
tract. The next step involves assessment of the ana-
tomical disorders and the study of some of the cel-
lular and molecular mechanisms possibly involved.

Key-Words: endocrine disrupters, low dosage, mixtu-
res, male fertility, reproductive tract, spermatozoa




