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RESUME 

Les per turbateurs  endocr in iens (EDs) prdsents 
dans renvironnement sont de plus en plus mis en 
cause pour expliquer les modifications de la fonc- 
tion de reproduction m~le, y compris chez I'hom- 
me. Cependant, leurs mdcanismes d'action sur la 
fonction de reproduction sont peu connus et le lien 
de causal i te chez I 'homme n'est pas d(~montr~. 
Parmi les nombreuses dtudes experimentales rap- 
portees, les condi t ions d'exposit ion sont le plus 
souvent trds (;.Ioigndes de la situation environne- 
mentale (doses dlevdes, courtes pdriodes d'exposi- 
ton, une seule moldcule). Le but de ce projet est 
d'dtudier les effets d'une exposit ion a deux EDs 
isoles et associds : la g(~nistdine, phyto-oestrogdne 
et la vinclozoline, fongicide ~ activite antiandrogd- 
nique sur la fonction de reproduction du rat W i s t a r  

male. Pour chaque moldcule, 2 doses ont etd choi- 
sies : une dose (~lev~e et une dose faible compati- 
ble avec des exposit ions environnementales, avec 
une administration par gavage de la conception 
I'~ge adulte. Le protocole prdvoyait  le sacri f ice 
d'une partie des ratons au sevrage et des rats adul- 
tes apres accouplement, et les examens suivants : 
pesde des animaux et des organes, rdserves 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 morphom(~trie testiculaire, I'evaluation de la qua- 
litd nucleaire, du mouvement et du degr(~ de frag- 
menta t ion  de I 'ADN des spermatozo ' ides.  A la 

recherche  des m d c a n i s m e s  p o s s i b l e m e n t  en 
cause, il est pr(~vu d'analyser les r(~cepteurs hor- 
monaux aux oestrogdnes, androgenes, progestdro- 
ne et FSH et d'dtudier des modifications de I'apop- 
tose des cellules germinales. 

L'dlevage des animaux a pu dtre mend ~ bien et les 
premiers resultats ont dtd : 

1. la mise en 0vidence d'anomalies du developpe- 
ment testiculaire, des vdsicules sdminales, des dpi- 
didymes et du pdnis observdes apres exposition 
de faible dose pour les composes test(~s et/ou leur 
combinaison ; 

2. une d iminut ion de la mobi l i td progress ive et 
d'autres paramdtres cin(~tiques observ(~e des les 
faibles doses pour les moldcules isoldes ou asso- 
cides ; 

3. une diminution des capacitds de reproduction, 
surtout pour les m~les exposds a la faible dose de 
vinclozoline et ~ la combinaison avec la genist(Hne. 

Ces rdsultats originaux nous incitent maintenant 
prdciser les effets au niveau tissulaire et cellulaire 
et ~ etudier certains des mdcanismes possiblement 
i n  cause. 
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I. C O N T E X T E  

Au tours des derni~res dEcennies, la dEtErioration crois- 
sante de la fonction de reproduction mille a Et6 rapportEe 
dans de nombreuses espEccs mammifEres ou non (ambi- 
guYtE sexuelle, perturbations du sex-ratio, anomalies 
congEnitales de la sphere gEnitale, retard pubertaire, dEs- 
6quilibre hormonal . . . .  ) [38, I!]. Chez I'homme et dans la 
plupart des pays industrialisEs, on observe une incidence 
Elevde du cancer du testicule, qui n'a fait que cro~tre aux 
cours des 20 derni~res annEes 11] ainsi qu'une augmenta- 
tion de I'incidence de l'hypospadias [26] et une possible 
augmentation de l'incidence de la cryptorchidie [39]. De 
plus, une baisse significative de la production sperrnatique 
a EtE rapportEe [9, 4, 36]. On ne connait pas les causes prE- 
cises et probablement multiples de ces diffErentes observa- 
tions qui 6voquent le r61e probable de facteurs environne- 
mentaux. En effet, chez le mille et pour de nombreuses 
esp~ces, la tbnction de reproduction est trEs vulnerable aux 
facteurs environnementaux, qu'ils soient physiques ou chi- 
miques. Parmi tousles  composes chimiques susceptibles 
d'avoir une toxicit6 sur la fonction de reproduction, un cer- 
tain nombre d'entre eux, qualifies de xEnohormones ou de 
perturbateurs endocriniens (EDs, scion la terminologie 
anglo-saxonne) car iis sont capables de simuler, favoriser 
ou inhiber Faction des hormones, sont plus suspects que 
d'autres car ils peuvent en thEorie modifier les processus 
physiologiques soumis ~ une regulation endocrinienne et, 
en particulier, les fonctions de reproduction [3]. En rEalit6, 
il existe deux grandes categories d'EDs : des composes 
synthEtiques issus de l'industrie ou de l'agriculture prE- 
sents dans I'environnement, comme certains agents plasti- 
fiants ou de nombreux pesticides, et, des molecules d'ori- 
gine naturelle prEsentes dans les plantes (phyto-oestrog~- 
nes) ou les esp~ces fongiques (myco-estrog~nes). 

Apr~s une exposition, gEndralement h des doses ElevEes 
d'EDs, au cours de la gestation et/ou en pEriode nEonatale, 
essentiellement chez le rat et la souris, des effets dElEt~res 
varies sur I'appareil genital et la fonction de reproduction 
des petits, m~les et femelles sont objectives [10]. Chez 
l 'homme, h l'exception de rares Etudes, par exemple les 
anomalies de la reproduction observEes apr~s exposition in 

utero au diethylstilbestrol, DES [15, 22], un lien causal 
entre une exposition environnementale h un compose chi- 
mique spEcifique agissant via une perturbation endocri- 
nienne et des effets pathoiogiques n'est pas clairement 6ta- 
bli [32]. 

Les modalitEs et les mEcanismes precis des effets dEIEt~res 

des EDs sur la tbnction de reproduction m~.le ne sont que 
partiellement connus. Les EDs agiraient: I) pendant la vie 
foetale [17], 2)/l la fin de la vie fcetale et en pEriode nEona- 
tale sur la mise en place et la multiplication des cellules de 
Sertoli [31]. 3) pendant la pEriode ndonatale et pdripuber- 
taire [37] et, 4) pendant la vie adulte avec une alteration de 
la production, de la morphologie et de la mobilit6 sperma- 
tique [7, 25. 16]. De plus, ~ tousles stades du dEveloppe- 
ment, des modifications hormonales ont pu fitre observdes 
[31,24,411. 

Les alterations hormonales induites par les EDs peuvent 
concerner des modifications des taux d'hormones tissulai- 
res, des modifications de l'expression des rEcepteurs et des 
actions diverses au niveau des rEcepteurs (agoniste, anta- 
goniste .... ). La littfirature rEcente indique que le niveau 
d'expression des rdcepteurs aux oestrog~nes (ERa) aux 
androg~nes (AR), et ~ la progesterone (PR) peut fitre 
module en fonction de la presence ou non d'EDs [20, 43]. 

L'altdration de la mise en place et de la multiplication des 
cellules de Sertoli pourrait &re responsable d'une baisse de 
la production spermatique h l'ilge adulte [31]. mais cette 
derniEre pourrait aussi dEpendre d'autres phEnomEnes. En 
effet, plusieurs Etudes exp~rimentales rEcentes chez la sou- 
ris et chez ie rat adulte ont montr6 que des modifications 
hormonales comme I'inhibition de la GnRH ou de la tes- 
tosterone, l'immuno-neutralisation de la FSH et de la LH 
ou encore l'exposition h des EDs provoquaient une aug- 
mentation de i'apoptose des cellules germinales testiculai- 
res [6, 33, 35, 13]. Finalement, des travaux rEcents ont 
indiquE que certains EDs pouvaient exercer des effets dEIE- 
t~res par de nombreux autres mEcanismes n'impliquant pas 
les rEcepteurs hormonaux [2, 29, 23]. 

Pour une majorit6 d'Etudes, les conditions d'exposition 
aux EDs sont trEs EloignEes de la situation environnemen- 
tale et ne permettent pas une Evaluation objective du risque 
: pEriodes courtes d'exposition, principalement pendant la 
pEriode de gestation et/ou nEonatale, administration d'EDs 
souvent par injection, doses 61evEes, et trEs rares Etudes 
faisant 6tat de l'effet d'un melange d'EDs. 

C'est pourquoi, les directives les plus rEcentes des institu- 
tions nationales et intergouvernementales (EPA, OMS, 
OCDE, Communaut6 EuropEenne .... ) ont recommandE de 
s'attacher ~ 6tudier, maintenant et de maniEre urgente par 
des approches diversifiEes, les effets potentiels des EDs 
dans des situations plus proches des situations d'exposition 
environnementale. 

Nous avons initi6 la pr6sente Etude dans cette perspective. 
Ses objectifs principaux Etaient : 

1. le dEveloppement d'un modEle animal d'exposition 
des EDs en adEquation avec les expositions environne- 
mentales humaines (voie orale, faibles niveaux d'expo- 
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sition, pEriodes d 'exposit ion touchant tousles  stades du 
dEveloppcmcnt, combinaisons d 'EDs)  " 

2. l'Etude des effets produits sur la fonction de reproduc- 
tion des animaux exposes ainsi que cellc des mEcanis- 
rues cellulaires et molEculaires possiblement en cause. 

Le present article resume le protocole d'exposition mis en 
oeuvre, les axes de recherche envisag6s et rapportc les pre- 
miers rEsultats obtenus. 

I I .  P R O T O C O L E  

1. Choix des molt~cules et doses 

Le choix des deux mol6cules Etudi6es a EtE fait notamment 
en fonction des donnEcs scientifiques dEjh acquises, de la 
pertinence par rapport aux donnEes d 'exposit ion naturellc 
et e n v i r o n n e m e n t a l e  ainsi que des pr ior i t6s  d 'Etudes  
recommand6es par les institutions intergouvernementales. 
C 'es t  ainsi que notre choix s 'est porte sur la vinclozoline et 
la gEnistEinc. La vinclozoline est un fongicide ayant des 
propriEtEs antiandrog6niques,  c ' e s t  h dire un ,,potentiel 
dEmasculinisant,> [19, 20]. REcemment. ce compose a EtE 
retrouvE "a. des concentrations allant de 0,5% jusqu'h 75% 
dans 92 produits alimentaires en Italie [28]. L'effet anti- 
androgEnique de la vinclozoline est dfi principalement "a la 
tk~rmation de deux mEtabolites actifs capables de se lier au 
rEcepteur aux androg6nes. Certains stadcs du dEveloppe- 
merit embryonnaire des organes hormono-dEpendants sont 
part iculi6rement sensibles aux effets de la vinclozoline,  
comme Font bien montrE les travaux de Gray et collabora- 
teurs [18] et le recent article de Wolf et al. [42]. La gEnis- 
tdine est un isoflavono'ide notablement oestrogEnique [8] et 
doric ,,potentiellement tEminisant,~. Cette molecule est sur- 
tout abondante dans ies lEgumineuses (soja, pois, lentilles, 
f6ve .... ). En Europe, I 'homme y est plus fortement expose 
Iors d 'une alimentation h base de produits dErivEs du soja 
(O ,1 -3mg/kg / jou r ) .  Les lairs de soja  de plus  en plus 
employ6s dans I'alimcntation des nourrissons reprEsentcnt 
des expositions plus Elev6es encore (2-5mg/kg/jour)  [51. 
Si les effets de la gEnistEine sur l 'appareil endocrinien et la 
protection qu 'e l le  assure darts le cas de cancers hormo- 
naux-dEpendants ont 6rE tr6s EtudiEs, seuls de rares travaux 
ont indiqu6 un effet dEIEt~re sur la fonction de reproduc- 
tion mille [40, 30. 12]. II est "~ no te r :  1) que la gEnistEine 
est mEtabolis6e en equol, puissant compose oestrogEnique, 
et 2) que I 'exposit ion nEonatale "a la gEnisteine diminue 
I 'expression des rEcepteurs ERa et AR darts les testicules 
de souris adultes [341. Ainsi, la pr6sence d 'une telle sub- 
stance darts l 'alimentation pourrait interagir avec d'autres 
EDs. 

S ' inspirant  de la litt6rature, une dose faible ct une dose 
forte ont ErE d6terminEes pour les 2 molecules. Ces doses 
ont EtE appliquEes soil de mani6re isolEe soit en association 

de faibles doses et de fortes doses avec un tdmoin n6gatif 
(v6hicule seul) et un t6moin posi t i f  pour  la g6nist6ine 
(ethynyl 0estradiol h O, Ilag/kg/j). Les doses 61ev6es 6talent 
30 mg/kg/jour et 10 mg/kg/jour, pour la vinclozoline (V) et 
la g6nist6ine (G) r e spec t i vemen t ,  et les doses  faibles 
6taient l mg/kg/jour pour la vinclozoline (v) et la g6nist6i- 
ne (g). 

2. Animaux et protocole &exposition 

L'61evage et l 'exposition par gavage ont 6t6 faits chez lc 
rat Wistar h I ' INRA de Dijon et le protocole dEvelopp6 
(Figure !) s ' inspirait  des directives les plus rEcentes de 
I ' O C D E  en mati6re de nombre  d ' an im au x  6tudiEs, de 
mEthodologie  de suivi et de tests de toxicologie  de la 
reproduction h faire. II est h noter que I'alimentation 6tait 
dEpourvue de tout EDs. 

3. Etude des effets produits et axes de recherche 

Les examens et les gestcs au moment des sacrifices Etaient 
ccux habituellement cmployEs en toxicologic de la repro- 
duction : pesEe des animaux, inspection g6nErale et de la 
sph6re gEnitale, pesEc des organes tels que testicules, Epi- 
didymes, vEsicules s6minales, prostate et d 'un organe de 
rEfErence comme lc foie, fixation d 'une pattie d'entre cux 
dans du tormaldEhyde "~ 1% et congElation du reste h - 
80~ 

Concernant I 'exploration des effets produits, 1'6tude prE- 
voyait tout d 'abord des tests classiques en toxicologie de la 
reproduction, essentiellement la mcsure des reserves sper- 
matiques, l 'histologie conventionnel le  des organes de la 
reproduction et le dosage des hormones sexuelles. L'Eva- 
luation des reserves spermatiques testiculaires et Epididy- 
maires est r6alisEe ~ partir de prEl6vements conserves ~ - 
80~ apr~s broyat  cellulaire,  sonication, comptagc des 
spermatozo'fdes par h6mocytomEtrie et mesure par CASA 
(computer assisted sperm analysis, coloration des noyaux 
par le bisbenzimide). L 'cxamen histologiquc des testicules, 
des 6pididymes, des v6sicules sEminales et de la prostate 
cst fait en microsocopic conventionnelle apr6s coloration b. 
I 'Hemalun Eosine Safran (HES). La mesure des concentra- 
tions plasmatiques des hormones rEgulant la fonction de 
reproduction mille (FSH, LH, testosterone) et de I'inhibine 
B, marqueur de la fonction sertolienne, est faite "h partir de 
prE16vements sanguins au niveau de l 'aorte intra-abdomi- 
nale sur chaque animal au moment  du sacrifice (~ J25 et 
J80). 

Les autres examens prEvus pour juger des effets des expo- 
sitions sur la sphbre gEnitale des rats raffles sont I'analysc 
de la morphomEtrie du testicule, de la qualitE nuclEaire et 
du mouvement  des spermatozo'fdes. La morphomEtrie testi- 
culaire par analyse d ' image semi-automatique sur syst~me 
SAMBA doit permettre de quantifier par exemple le homb- 
re de cellules de Sertoli ou encore le diam~tre des tubules. 
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Accouplement 
(4*_T x 1 0 l t )  et 
D~but de I'exposition 

Apr~s le sevrage, l e r  sacrifice 
~ (J25) ' 5 _1~ par groupe 

Apres la naissance, 
3~me sacrifice : 
tous les animaux 

M 
rxposition jusqu'~ J80 
pour 20_~f et 20It par groupe 

A J80 : Ar r~ t  de  I 'exposi t ion,  
Accouplement et 
2 c~me sacr i f ice  

Accouplement pour chaque groupe : 
6,1,~ exposes x 6ll"expo~es 
6_~ non exposes x 6~Texpos~es 
6_~ exposes x 6$?non exposees 
6_~f non exposes x 6&1'non expos~es 

Figure I : Protocole d'exposition. 

Elle peut aussi permettre le comptage des diffdrents types 
de cellules germinales en [kmction de la plo'fdie, Egalement 
par analyse d ' image sur coupes en paraffine apres colora- 
tion de Feulgen [21]. Nous avons dEveloppd une mEthode 
d'analyse morphometrique et texturale des tetes des sper- 
matozoi"des de rat par  a n a l y s e  d ' i m a g e  sur s y s t e m e  
SAMBA (publication en cours). Cette mdthode est donc 
applicable pour 6tudier les spermatozo'fdes dans la prdsente 
Etude (frottis faits fi partir de spermatozo'ides prelevds au 
niveau du canal defErent et colords par le bisbenzimide). 
Enfin, il Etait prdvu d 'e tudier  la mobilit6 et les paramEtres 
du mouvement des spermatozofdes par CASA immediate- 
ment apres le sacrifice et la dissection des canaux ddt'6- 
rents. 11 Etait de plus envisage d'dtudier si les expositions 
ont uric incidence sur le degrd de fragmentation de I 'ADN 
des spermatozo'fdes par la technique TUNEL. 

Selon les hypotheses  de travail lkmdEes sur les donndes 
rapportdes dans la littErature (voir Contexte), nous nous 
sommes propos6s d '6tudier  terrains mecanismes cellulai- 
res pouvant contr ibuer  aux effets observes. Ainsi, nous 
avons prdvu de mettre  en evidence  et de quantif ier  les 
rdcepteurs hormonaux aux oestrogenes, ERa et l';Rb aux 
androg6nes, AR, ~ la progesterone, PR, et ~ la FSH. RFSH, 
grfice/a des techniques d ' imnmnohistochimie sur coupe en 

paraffine ou congel~c. Les anticorps specifiques utilisds 
seront des anticorps de lapin dirigds contre ERa ou ERb ou 
AR ou PR ou encore RFSH. La fixation sera revei~e par un 
deuxibme anticorps anti-lgG de lapin dans un syst~me avi- 
d in-b io t in-peroxydase  [27 I. Les testicules,  6pid idymes ,  
vdsicules sdminales et la prostate seront analyses. La quan- 
tification des recepteurs se fera '~ I'aide d 'une methode d'a- 
nalyse d image [14]. 

Une seconde piste dans ce travail concerne des modifica- 
tions de l 'apoptose physiologique des cellules germinales 
et certaines de ses voies. L'evaluation de la fragmentation 
de I 'ADN des cellules germinales sera faite en utilisant la 
technique TUNEL sur coupe en paraffine. Le nombre de 
cellules marquees sera quantifi6 par unite de surface h I'ai- 
de de I 'analyseur d ' image.  La caspase 3 activee, deuxi~me 
marqueur de l 'apoptose ,  sera mise en Evidence "5. I 'aide 
d 'une technique d ' immunohis tochimie en utilisant un anti- 
corps anti-caspase 3 activde. La fixation sera revE1de par 
un deuxieme anticorps anti-lgG de lapin dans un systeme 
avidin-biotin-peroxydase. Le nombre de cellules marquees 
sera quantifid par unitd de surface '~ I'aide de l 'analyseur  
d' image, l~a detection des protdines Fas et Fasl~ sur coupes 
testiculaires se fera en utilisant des techniques d ' immuno-  
hismchimic il I'aide d 'ant icorps anti-Fas ct anti-FasL. La 
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fixation sera r6v616e par un deuxi6me anticorps anti-IgG 
de lapin dans un syst~me avidin-biotin-peroxydase. Le 
nombre de cellules marqu6es sera quantifi6 par unit6 de 
surface '~ l'aide de I'analyseur d'image. 

IV. P R E M I E R S  R E S U L T A T S  

(Abbrgviations utilisdes : g : ggnistgine fa ible  dose, G : 

ggnistgine.forte dose, v : vinclozoline faible  dose, V : vin- 
clozoline Jbrte dose, gv : association ~ faible dose. GV : 
association ~ for te  dose, C : tgmoin n~gatif, EE : ethynyl 

cestradiol , diff~rents effets ont dt~ notds chez les femel les  
mais  nous ne rapportons clans le present  article que les 

rgsultats relati fs aux effets  observgs  chez les m~les  ou 
mddi~s par  les mdles). 

Tout d'abord, la faisabilit6 du mod61e a 6t6 d6montr6e. Les 
diff6rentes modalitEs d'exposition n'ont pas eu de cons6- 
quences importantes sur l'6tat g6n6ral des animaux per- 
mettant de mener le protocole jusqu'h son terme (mise bas 
des petits de deuxi6me g6n6ration) avec un nombre d'ani- 
maux compatible avec des analyses statistiques. 

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

Les taux de femelles gestantes 6taient comparables parmi 
les t6moins et les groupes expos6s ~ un seul compos6 chi- 
mique (de 60 h 100%) ; par contre, ces taux 6taient inf6- 
rieurs lorsque ies compos6s 6taient associ6s h faible dose 
(gv : I femelle sur 2 non gestantc). La taille de la portfe 
6tait similaire dans tousles cas de figure (9 "~ 11 petits en 
moyenne). Le nombre de petits morts ~ la naissance 6tait 
significativement augment6 par rapport au contr61e (< 1%) 
pour les groupes g, 14,1% (p < 0,01) et V, 5,4% (p < 0,10). 

2. Anomalies dn d~veloppement sexuel et g~nital obs- 
erv~es ~ J25 et ~ 380 

A J25, un hypospadias et une ectopie testiculaire n'ont 6t6 
observ6s que dans le groupe V (2/5 et 1/5, respectivement) 
;dans les groupes v et gv, des kystcs 6pididymaires ont 6t6 
objectiv6s (1/5 dans les 2 cas). Concernant le d6veloppe- 
ment des organes g6nitaux externes, un p6nis tr~s peu 
d6velopp6 et une ambiguit6 sexuelle ont 6t6 observ6s 
respectivement dans les groupes ve t  GV; le stade de d6ve- 
loppement du p6nis h J25 6tait moins avanc6 pour les grou- 
pes v, gv, G e t  EE. A J80, un hypospadias a 6t6 observ6 
dans les seuls groupes V, GV et EE (respectivement, 
20,8%, 13,3% et 11,1%) et une ectopie testiculaire a 6t6 
trouv6e dans deux groupes, G e t  V (15,8% et 8,3%) ; les 
kystes ~pididymaires ont ~t~ objectiv6s pour le groupe gv 
(18,8%) ; les autres anomalies observEes concernaient uni- 
quement le groupe V ; il s'agissait d'agEnEsies dEfErentiel- 

les, de v6sicules s6minales et d'6pididymes malform6s et 
d'un aspect ambigu des organes gfnitaux extemes (anoma- 
lie observ6e dans 2/24 cas). 

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

Par rapport au groupe C, les animaux expos6s in utero 
EE 6taient significativement plus iourds (p < 0,01) et ceux 
expos6s in utero h v e t  gv, significativement moins Iourds 
(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 expos6s "~ EE; pour la vinclozoline, les 
animaux expos6s "~ la faible dose avaient un poids signifi- 
cativement plus faible (p < 0,05) que ceux expos6s h la 
forte dose. Les r6sultats concernant les poids relatifs des 
testicules 6pididymes, v6sicules s6minales et foie sont pr6- 
sent6s dans la Figure 2. 

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

Les animaux expos6s ~ g, G, GV et EE avaient un poids 
significativement plus 61ev6 par rapport ~ ceux du groupe 
C (p < 0,001, p < (I,05, p < 0,01, p < 0,05, respectivement). 

En comparaison au groupe C, le poids relatif des testicules 
6tait significativement plus 61ev6 pour le groupe GV (p < 
0,01) uniquement et les poids rclatifs des 6pididymes 
6taient similaires dans tous le s  groupes. Par contre, le 
poids relatif des v6sicules s6minalcs 6tait 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 6tait significati- 
vement diminu6 pour les groupes V (p < 0,05) et GV (p < 
0,05). Enfin, le poids relatif du title n'6tait modifi6 (aug- 
mentation) que pour le groupe G (p < 0,05). 

5. Effets sur la mobilit~ et le mouvement des sperma- 
tozoi'des pr~lev~s h J80 

Des baisses significatives du pourcentage de spermatozo'/- 
des mobiles progressifs et des anomalies de certains para- 
m~tres du mouvement ont 6t6 trouv6es (Figure 3). 

6. Effets sur la fertilit~ et la descendance des ani- 
maux m.~les exposes in utero jusqu'h J80 (2~me 
accouplement) 

Le mating index (nombre de m~les ayant f6cond6/nombre 
de m~les accoupl6s) 6tait diminu6 pour les groupes vet  gv, 
la taille des port6es 6taient siginificativement plus petite 
pour les groupes g e t  G e t  gv et GV et les pertes post- 
implantatoires, [(nombre total d' implantations-nombre 
d'implantations ayant donn6 des petits) / no mb re  total 
d'implantations], 6talent augment6es dans tousles groupcs 
trait6s (Figure 4). 
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E~gure 2 : Dislribution du poids relati f  des 

organes ;, J25 dans les diff~rents groupes. 
Moyenne ; * : p < 0,05 et ** : p < 0,01 par  
rapport au groupe tEmoin. 
g : gEnistEine faible dose ; G : gEnistEine 
forte dose ; v : vinclozoline fa ible  dose ; V : 
vinclozoline forte  dose ; gv : association 

faible dose ; G V  : association ~ for te  dose ; 
C : t~moin nEgatif;  E E  : ethynyl ~estradiol. 
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Figure 3 : Distribution de la mobilitE et des caractEristiques du mouvement  ~ J80 dans les diffErents groupes. 
Moyenne ; * : p < 0,05 et ** : p < 0,01 et *** p < 0,001 par rapport au groupe t~moin. 
g : g~nistEinefaible dose ; G : gEnistEineforte dose ; v : vinclozolinefaible dose ; V : vinclozolineforte dose ; gv : association f i faible  dose ; 
G V  : association s for te  dose ; C : tEmoin n~gatif  ; EE  : ethynyl aestradiol ; VSL  : vitesse de progression linEaire ; VAP : vitesse moyenne ; 
VCL : vitesse curvilin~aire ; B C F  : frEquence de croisement ; S T R  : rectitude de la trajectoire. 
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Figure 4 : Fertilit~ aprbs croisement mdle expos~ x femeUe non 
expos(e (6x6 par  groupe). 
* : p < 0,05 et ** : p < 0,01 et *** p < 0,001 par rapport au grou- 
pe t~moin. 
g : g~nist~ine faible dose ; G : g~nist~ine forte dose ; v : vinclo- 
zoline faible dose ; V : vinclozoline forte dose ; gv : association 
faible  dose ; G V  : association i: forte dose ; C : t (moin n~gatif  ; 
EE : ethynyl oestradiol ; matin index : n o m b r e  de mdies ayant 
f~cond~/nombre de mdles accouplds ; pourcentage de perte post- 
implantatoire : nombre total d'implantations - nombre d'im- 
plantations ayant donn~ des petits / nombre total d'implanta. 
tions. 

V. C O N C L U S I O N  

Ces r~sultats originaux nous incitent maintenant & pr~- 
ciser les effets au niveau tissulaire et cellulaire dans les 
diffrrents organes prrlevrs et & 6tudier certains des 
mrcanismes possiblement en cause. 

R e m e r c i e m e n t s  : 

N o u s  r e m e r c i o n s  la S A L F  de son intdrdt p o u r  6'ette dtude et 

de  son  sou t i en  f i n a n c i e r  au  r e s p o n s a b l e  du p ro j e t  (FE) .  
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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 populat ions, but 
the evidence for a causal link with endocrine disrup- 
t ion is st i l l  weak. In addi t ion,  the exper imenta l  
condit ions 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 reproduct ive system are poorly unders- 
tood. The objective of the present study is to deve- 
lop an animal model to assess the reproduct ive 
effects and study the putative cellular and molecu- 
lar 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 produc t ion ,  h is to logy  of the 
reproductive organs, motil i ty 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 semini ferous 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 putat ive cel lular and molecular 
mechan i sms  invo lved.  The p re l im inary  resu l ts  
conf i rmed the developmenta l  effects prev iously  
reported for high doses of vinclozolin. More interes- 
t ing ly ,  they ind ica ted  a number  of de le te r ious  
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 genital ia were observed and a s igni f icant  
decrease of sperm motil i ty and motion and fertili- 
z ing ab i l i t y  were obse rved .  These p re l im inary  
results provide evidence that chronic exposure to 

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 
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