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Du criblage de composés en mono-exposition .... a lI'étude de mélanges

Le testicule foetal humain: chef d’orchestre de la masculinisation
Organe complexe, hétérogene, en cours de differenciation

|:> RGPFOdUiI'e les mélanges de la « vraie vie » Autant de vrajes vies que d’ individus

Comparer avec des conditions témoins ©°mP'en de composés 7
) Quelles concentrations ?
et les composes seuls

Données de |’ exposome feetal en 2012---

:> Tester des modeles théoriques d’effets de mélanges
Comparer des modeles prédits avec des résultats d’expériences
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La science des mélanges en toxicologie

Meécanismes d’action
Et cibles disctincts

\4

Absence (Lowe 1926)

d’interaction

entre les composés Méme mécanismes d’action
Mémes cibles

(Bliss 1939)

Induction d’enzymes d’activation
Inhibition d’enzymes de détoxification

\ 4

Interactions

entre les composés

\4

Compétition au site cible

(d’aprés Heys KA et al 2016, doi.org/10.1039/C6RA05406D)
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Du concept de mélange au « Something from nothing »

Environ. Sci. Technol 2002, 36, 1751-1756

Something from “Nothing” — Eight

» Lignées cellulaires

Weak Estrogenic Chemicals animales
Combined at Concentrations below » Mollusques
NOECs Produce Significant Mixture > Poissons
Effects . Rats
ELISABETE SILVA, > Souris
NISSA "~I I'-'.‘.-"l RA]J AI?A KSE, :’i. ND
ANDREAS KORTENKAMP > Amphlblens
» Lignées cellulaires

|:> Yeast estrogen screen
Humaines

m=) Qu’en est-il de 'Homme ?
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Hypothese de travail: Addition des concentrations

d lusieuns produits chimiques présentant une activité anti-androgénique
p’codui’cont-ilb des eﬁ‘etA conjoints méme 5 'ils sont combinés a des
concentrations qui elles-mémes n'induisent pas de zéponses obserxvables ?
A 10"M = pas d’ effet A 10"M
B 10*M = pas d’ effet =) + B 10*M
4

C 10YM = pas d’ effet + C 10YM
D 102M = pas d’ effet + D 102M

= effet ???

P1 P2 Pn

EDX,ivire = + +
Xmixture (EDx1 EDx, ' EDx,

)—1 EDx mixture= effet du mélange

EDx 1= effet du composé 1
pl = proportion du compose 1

)
L Y 4
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Modele experimental: testicule foetal humain
Culture organotypique

Avortements  Collecte des Fragmentation Culture Critéres
gonades d’évaluation

Controles qualité

i Explants .
\ . & U (toxicité)
i

10 - 12 semaines de 1.5x 4 mm o Ry - Dosages
development (SD) M199, hCG 0.1 Ul/mL Milieu
(= 12-14 semaines 37°C, 95% air, 5% CO, teStOStefone
d’aménorrhée) Milieu collecté toutes les 24 h ¥ (perturbation

endocrinienne)

»} Niveaux d’hormone a 72h
normalisés par ceux a JO

1¢rjour  Jours suivants
+ DMSO ou DROGUE

» Choix des composés chimiques

» Des propriétés anti-androgéniques avérées dans des lignées cellulaires, chez I'animal
« Association entre consommation pendant la grossesse et survenue de malformations

du tractus uro-génital male.
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Stratégie expérimentale

Tests des
modeles
mathématiques
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Etape 1

Exposome

et santé publique

Validation

perimental
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Etape 1: les 27 candidats

___Growp | Chemical |
| Group | Chemical | Caffeine

Aspirin Ethanol
Clomiphene Paraxanthine (caffeine metabolite)
Ibuprofene Theobromine (caffeine metabolite)
Médicaments Indomethacine Theophylline (caffeine. metabc?lite) |
Ketoconazole 1,3,7 Trimethyluric acid (caffeine metabolite)
Paracetamol
Theophylline
i peleaa | Growp | cChemical
Atrazine
Bitertanol
DTN T | ) Chlordecone
Aniline herbicides, Glyph(?sate
Bisphenol A e, | mazli
Polluants industriels Shdienel 2 Suteapiicnypheie:
Bisphenol E Prochloraz
Bisphenol F Propiconazole
Bisphenol S
)
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Etape 1: Etablissement des courbes concentration-niveaux de
testostérone pour chaque compose

-
a
]

Testosterone production
(relative to DO&CTRL)

e
=}

-
o
ry

e
a
1

Aniline

10-8 107
Aniline (M)

Norm-androgénique

10-6 10-5

g
=}
]

-
o

-

Testosterone production
(relative to DO&CTRL)

o
=}

-
a
L

e
a
1

Theophylline

I
-
10-° 10-® 107 10 105 10
Theophylline (M)
Anti-androgénique

modéré

:> 27 composes testes,
3 types de reponses,
11 composes anti-androgeniques

Mardi 30 novembre 2021
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Testosterone production
(relative to DO&CTRL)

o
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-
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L

e
a
1

Propiconazole
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44

107 10-¢ 10-3 10-4
Propiconazole (M)

Anti-androgénique
complet
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Etape 2
)

lidation
rimentale

d
, Tests des
I8 modeles
NEES mathématiques

[ Siimsn - >
= '_ : Sélection de composés a activité anti-androgénique
— 4 modeles ajustés/ensemble de données :

e 0 Best fit 2 outils mathématiques

()
\ V4

et santé publique Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12° il !nserm anses

Exposome




Etape 2: Modélisation mathématique pour chaque composeé

Quelle concentration x d’un produit L'effet considéré y = f(x) est produit
chimique produit l'effet y = f(x) par quelle concentration de x ?
1.04— 1.04—
0.8 0.8
+ 06- Modeélisation . os-
% 0.4 g - % 0.4-
0.2- 0.2
0.0 r,—-L 0.0+

10-6 10-5 10-4 10-3 10-6 10-5 10-4 10-3
Concentration Concentration

‘ 4 modeles systematiquement testes (Logit, Weibull, Logit généralise | et 1)
)\
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Etape 2: Modélisation mathématique pour chaque composeé

Aniline Theophylline Propiconazole

c 151n=6 c  209n=11 c 20yn=6
S S S
o 3 oY o
25 35 157 35 157
2 o3 1.09 - B } e o3 e o3
[ [ o9

[a I [a (=]
o 3 I o 3 10{[ ............................................. o3 1_0{ .................................................
S S I S
3 2 05 g2 I s 2 I
2% @ %5 0.5 ? % 0.5 I
wn @ wn @ n Q
- e~ o=

0.0+ F———rrrrr—r—TTrrrrm—— T T™m 0.0+ T 0.0-4 T rrrr—rrTrTrr ™M
108 107 106 10-5 10-° 10-8 107 10-¢ 10-5 104 107 10-¢ 10-5 104
Aniline (M) Theophylline (M) Propiconazole (M)
Theophylline Propiconazole —— Prédiction
2090 =11 20qn=6 — = ' Intervalles de
confiance
Pas de modele 1.57 1.57 Points
appllcable 'I' expérimentaux

(relative to DO&CTRL)
3
o
T

Testosterone production
Testosterone production
(relative to DO&CTRL)
5
P

o
o
L
L
o
o
L

|_l-l'rl'l'll‘_l-l'rrllll|_l-l'rrllll|_l-l'rl'l'lll|_l-l'rﬂ'll‘
10-° 108 107 10-¢ 105 10
Theophylline (M) Propiconazole (M)

Logit Logit
L Y4
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Etape 2. Modéelisation mathématique pour chaque composeé

Modele

Toxicity

Model EC., (M)
50 (M)
Weibull 9.97 x 10”7 10
Weibull 6.07 x 10°® >107
Weibull 4.71x10° >107
Logit 5.72 x 10° >107°
Logit 5.04 x 10~ 10~
Weibull 1.72 x 10 104
Logit 1.66 x 10 104
Logit 9.19x 10° 104
Logit 1.30x10° 10>
Logit 2.23 x 107 10~
Logit 5.18 x 10° 107
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Etape 3

Validation
herimental

Tests des
modeles
mathématiques

Sélection de composés a activité anti-androgénique
4 modeles ajustés/ensemble de données :
Best fit 2 outils mathematiques

)
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Etape 3 : Détermination des EC;, et EC,,: Equipotence

10-® 107 10® 10 104 103
Concentration (M)

Les ratios de composés chimiques dans le mélange ont été
determinés sur le principe de I’équipotence a ’EC50.

Exposome

et santé publique Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12°¢

1.0 ' e 7 ———=> 1000/0 effet
S 0.9-/ 7 % /
S & 08 N 20% effet: ECy,
O 0.7-
5 S 0.6- A\
00 g5] O e — > 50% effet: EC
c o™ \ 0 . 50
S < 0.4-
2 .2 0.3 \\ *
N =
S 3 0.2- \
8 = 041- \
= 0.0+ =m -——-> 0% effet

_ ECx;
/ 27{;1 ECx;

X
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Etape 3 : Conception de 4 mélanges

Mixture | : ketoconazole, BPA, valproic acid, clomiphene
Mixture Il : ketoconazole, BPA, valproic acid, theophylline

Mixture
v

0.057

2.21x10°
0.302
0.277
0.337
0.003
0.001

0.023

Modale Mixture composition and fraction of
individual compounds
Toxicity Mixture Mixture  Mixture

ECso (M
- Mode 2 (5 (M) | I n
‘Ketoconazole | Weibull  9.97x 107 10 0.20 0.20 0.025
BPA | Weibull  6.07x10% >10° 0.45 0.45 0.053
Walproicacid | Weibull  4.71x10°¢ >10° 0.16 0.30 0.021
‘Clomiphene | Logit 5.72 x 10 >10° 0.19 0.026
‘Theophylline |  Logit 5.04 x 10° 10 0.05 0.002
BPS | Weibull  1.72x105 104 0.355
'Chiordecone | Logit 1.66 x 10°5 10 0.243
mazalil  Logit 9.19x 10° 10 0.275
‘Bitertanol | Logit 1.30x 10° 10°
‘Prochloraz | Logit 2.23 x 107 10°

Mixture Ill : ketoconazole, BPA, valproic acid, clomiphene, theophylline, BPS, chlordecone, imazalil

Exposome
Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12¢
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Mixture IV : BPA, theophylline, BPS, chlordecone, imazalil, bitertanol, prochloraz, propiconazole
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Etape 3 : Prédiction des effets des mélanges (Additivité)

Mixture |
1.2

N I I e LTI T T
Pour chaque mélange, calcul des courbes

concentration-reponse selon le principe
................................ d’additivité des concentrations

0.8-
4 component
mixtures

0.6

0.4+

Relative testosterone production

- v v LAY | v v LA |
107 10-¢ 10-5
Total mixture concentration
(M)

«r
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Etape 4

Tests des
modeles
mathématiques

Sélection de composés a activité anti-androgénique
4 modeles ajustés/ensemble de données :
Best fit 2 outils mathematiques

)
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Etape 4. Comparaison prediction / expéerimentation des effets des melanges

4 component
mixtures

8 component
mixtures

Relative testosterone production

Relative testosterone production

1.2-

104 creeiieieaes e eeeraaeeeeeeaaaaaeeeanas

0.8
0.6
0.4+
0.2+

0.0

Mixture |

107

1.2-

1.0

0.8
0.6
0.4+
0.2+

0.0

LERLELELELY | L L LENLELELELEL |
10-6 105
Total mixture concentration
(M)

Mixture Il

107

Total mixture concentration
(M)

10-¢ 10-° 10-4

Relative testosterone production

Relative testosterone production

1.2+

L EEEE R PP R R

0.8+

0.6+

0.4+

0.2+

0.0

Mixture Il

10-7

1.2-

1_0_ ...................................................................................................

0.8
0.6
0.4+
0.2+

0.0

10-6 10-5
Total mixture concentration
(M)

Mixture IV

Mardi 30 novembre 2021

107

Total mixture concentration
(M)

Maison de la RATP - Paris 12¢

10-¢ 10-°

Prédiction selon le modéle de
concentration addition

Intervalles de confiance
T Niveaux de testostérone

1 observés apres exposition
au mélange
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Etape 4: something from nothing ?

Question : Quelle est la concentration de clomifene en mélange nécessaire pour produire le méme effet Y que le
clomifene seul ?

Clomifene

-
o
1

/ Clomiféne seul

e
(5]
1

Relative testosterone production

10-¢ 107 10 105 104 103
Clomiféne (M)

- Proportion de clomiféne dans le mélange : 0.026

- La concentration [Mix] de mélange produit un effet Y
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Etape 4. Consequences

Question : Quelle est la concentration de clomifene en mélange nécessaire pour produire le méme effet Y que le
clomifene seul ?

Clomifene

-
o
]

Clomifene en mélange

/ Clomiféne seul

o
(5}
1

o
o
1

Relative testosterone production

10-¢ 107  10® 105 104 103
Clomiféne (M)
- Proportion de clomiféne dans le mélange : 0.026
- La concentration [Mix] de mélange produit un effet Y
= La concentration [Clom] de clomiféne nécessaire pour produire I'effet Y en mélange: [Clom] = 0.026 x [Mix]
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Etape 4. Consequences

Ketoconazole

10-6
Ketoconazole (M)

1077

Relative testosterone production

Clomiphene

o
L

1077 10¢ 105
Clomiphene (M)

“10-¢

Relative testosterone production

Exposome
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10-4

10-%

10-3

-
o
]

e
3
1

Relative testosterone production

Relative testosterone production
o
L

10

0.0
10-¢ 107 10-¢ 105 104
BPA (M)
Theophyline
T TP

10-4

10-¢

10-8 107 10-%

Theophyline (M)

Mardi 30 novembre 2021

Valproic acid

-
o
]

d
©
1

g
o
1

I
[N}
1

|
o
L

107 10-¢ 10-5

Valproic acid (M)

104 10-3

Relative testosge rone production
'S
1

-
o
]

I
13
1

=
- o
o
®

10-7

10 10
BPS (M)

10-4 10-3

Relative testosterone production
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Relative testosterone production

Chlordecone

o
o
1

10-¢ 10-% 10-4 10-3

Chlordecone (M)

107

Imazalil

10-¢ 10-5 104 10-3
Imazalil (M)
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Conclusions

v Les anti-androgénes peuvent agir de fagon
additive sur le testicule foetal humain;

v Les effets combinés sont prédictibles;

v' Evaluation de la potentialisation des
composés chimiques individuels.

AN
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Conclusions

v Les anti-androgénes peuvent agir de fagon
additive sur le testicule foetal humain;

AN

Les effets combinés sont prédictibles;

Evaluation de Ia potentialisation
composés chimiques individuels.

AN

27 > 52 composés chimiques ... vs les
milliers de composés chimiques de
I'environnement

Conception de mélanges plus réalistes:
Exposome foetal humain

... banque d’organes HuDeCA
Meécanismes d’action et Impactome

Evaluation entierement prédictive des
risques liés aux meélanges a I'échelle de la

population
)
Exposome ! hid
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Environ Health Perspect, DOE10. 1289 EHP1014

Endocrine Disruption in Human Fetal Testis Explants by
Individual and Combined Exposures to Selected
Pharmaceuticals, Pesticides, and Environmental Pollutants
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Etape 4. Consequences

Question : Est-ce un phénomeéne général (variation du nombre de composés et de la composition d’un mélange) ?

[
_‘g 1_0_ ................................................. Condition ECSO (M)
(&
=
Al BPA al 6.07 x 10
'g 0.8_ «— BPA alone one alone X
| S
3 BPA in Mix I 132 x 10
S 0.6 BPA with 3 others 4 component
IR PETTRTIN \ W N S PP MIXIUIEs — BPA in Mix II 1.45x 10
hd
(7] .
% 0.4 BPA with 7 others BPA in Mix Il 4.91x 107
(] 8 component
b .
0 0.2- mixtures  BpA in Mix IV 6.37x 107
2
= 0.0
[} U™
® 107 10-8 10-5 10-4 10-3
BPA (M)

- Potentialisation by factor 10 when co-exposed to 7 other chemical
- Same concentration produces greater effect

Gaudriay/t.et al., In Press,

DOI: 10%7289/EHP1014
et santé publique Mardi 30 novembre 2021 ® Maison de la RATP - Paris 12° M !nserm anses
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Etape 3 : Détermination des EC;, et EC,,

Toxicity
Model EC., (M)
- . (M)
'Ketoconazole " Weibull | 9.97x 107 10°
‘BPA | Weibull | 6.07x10°% >10°
Walproicacid | Weibull | 4.71x10°® >10°
'Clomiphene Logit 5.72x 10° >10°
‘Theophylline " Logit 5.04 x 10°5 105
BPS  Weibull | 1.72x10°% 10
'Chlordecone  Logit 1.66 x 105 10
Umazall  Logit 9.19 x 10°6 10
‘Bitertanol | Logit 1.30x 10° 10
‘Prochloraz  Logit 2.23x107 10°
‘Propiconazole | Logit 5.18 x 10 10°

l

prochloraz > ketoconazole > valproic acid> propiconazole > clomiphene > BPA >
imazalil > bitertanol > chlordecone > BPS > theophylline
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Modélisation mathematique pour chagque composeée

Model Function Inverset
Logit fx) = m x = Pow(lﬂg L2) = Bl) with K = (I_L)
Weibull fx) = 1 — exp(—exp[n]) x= POW(IUE 8) — BL) with K = —log,(1 — ¥)
Generalized Logit I fix) = m .~ POW ( 10&( K)-p, ) i K (?) 1A -]
Generalized LogitIl  f(x) = 1 — (]“"E:{W . POW(IDE [K} - E"l) it - (Il_)-rm .
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