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INTRODUCTION

L’utilisation des produits phytosanitaires tient aujourd’hui une place prépondérante dans les
pratiques agricoles bien que celle-ci soit de plus en plus controversée. En effet, outre leur impact
sur la biodiversité, leur persistance dans I’eau et les aliments implique une contamination de
I’homme via son alimentation. Nombre de ces produits se retrouvent ainsi systématiquement
dans la circulation sanguine des populations occidentales non professionnellement exposées
comme le montrent plusieurs études (INSERM, 2007). La question des conséquences possibles

de ces résidus sur la santé humaine se pose donc inévitablement.

Face a la recrudescence d’études sur les effets des pesticides sur les voies endocrines majeures,
une grande majorité d’entre eux sont classés perturbateurs endocriniens (Leemans et al., 2019).
L’Organisation Mondiale de la Santé (2002) définit les perturbateurs endocriniens comme des
« substances chimiques d'origine naturelle ou artificielle étrangéres a I'organisme qui peuvent
interférer avec le fonctionnement du systéme endocrinien et induire ainsi des effets délétéres
sur cet organisme ou sur ses descendants ». Ainsi, les perturbateurs endocriniens ne peuvent
étre considérés comme une substance « toxique » a proprement parler car une relation dose-
effet répétable ne peut étre établie. De méme, un seuil de toxicité ne peut étre déterminé. L’effet
cocktail est également particulierement incriminé dans la complexité de la perturbation
endocrinienne, bien que trés peu d’études aient évalué les effets synergiques a faible doses de
ces produits. La notion de vulnérabilité est importante, puisqu’une exposition (méme minime)
sur une fenétre clé du développement d’un organisme telle que la gestation ou la puberté peut

étre lourde de répercussion sur les fonctions endocrines.

Les perturbateurs endocriniens constituent aujourd’hui un nouveau défi a la fois de santé
publique et d’effet sur I’environnement face auxquels les instances d’évaluation et de régulation
sont mal armées. Actuellement, les méthodes d’évaluation reglementaires in vivo des
perturbateurs endocriniens s’effectuent selon les recommandations non spécifiques de I’
Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE, 2008, TG 407), eten
particulier des études de toxicité orale a doses répétées sur 28 jours chez les rongeurs. En ce qui
concerne plus particulierement les perturbateurs thyroidiens, les paramétres recommandés de
I’évaluation de la fonction thyroidienne sont le dosage des hormones de 1’axe thyroidien (T4,

T3 et TSH) et 1’évaluation histopathologique de la glande thyroide (Annexe 1). Cependant, les
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hormones sont dépendantes de nombreux facteurs de variation environnementaux et
physiologiques (stade du cycle cestral, stress, etc...) complexifiant I’interprétation des resultats
des dosages hormonaux. L’analyse histopathologique est majoritairement qualitative, avec
parfois 1’établissement d’un score lésionnel semi-quantitatif réalisé par 1’expertise d’un
pathologiste sur une unique coupe histologique médiane. Méme si 1’analyse morphométrique
est conseillée (Bianco et al., 2014), celle-ci est limitée a une coupe médiane de thyroide et n’est
pas systématiquement réalisée en routine. Face a I’enjeu des perturbateurs endocriniens en santé
humaine aujourd’hui, de nouvelles méthodes sont a I’étude dans le but de réaliser une meilleure
évaluation de la fonction thyroidienne. Méme si, 1I’étude de toxicité conventionnelle a dose
répétée sur 28 jours de I’OCDE TG 407 indique que I'identification definitive des substances
chimiques actives pour la thyroide est plus fiable par une analyse histopathologique que par les
concentrations d'hormones, des recommandations précises sur 1’évaluation histologique de la

thyroide ne sont pas rapportées.

L’objectif de cette étude expérimentale est donc de comparer les parametres
histomorphométriques de la thyroide aux dosages hormonaux thyroidiens dans une étude de
toxicité orale a doses répétées de propylthiouracile (PTU) sur 28 jours chez la souris, afin de
déterminer si les deux parameétres sont corrélés et quelle est I’approche la plus sensible dans le
but d’identifier des modifications subtiles de I’homéostasie thyroidienne telles que celles

pouvant étre induites par des contaminants environnementaux a faible dose.

Dans un premier chapitre, I’anatomie et la structure histologique de la glande thyroide de la
souris sera décrite afin de pouvoir aborder la physiologie de la fonction thyroidienne. Un second
chapitre précisera le mode d’action et les effets du PTU sur la fonction thyroidienne ainsi que
la justification de son utilisation dans cette étude. Quelques exemples de son utilisation en
toxicologie chez le rongeur seront présentés. Le dernier chapitre sera consacré a 1’étude
expérimentale réalisée en 2019 dans le cadre du projet GePeTho (Gestation Pesticide Thyroide)

dans les laboratoires de 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse.
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CHAPITRE 1 : LA GLANDE THYROIDE CHEZ LA
SOURIS

La thyroide est une glande endocrine, paire, située en partie craniale du cou de part et d’autre
de la trachée, en dessous du larynx. Elle contient deux types de populations de cellules
endocrines a ’origine de la production de deux types d’hormones différents : les cellules
folliculaires produisent les hormones thyroidiennes majoritairement la L-tétra iodothyronine
(L-thyroxine ou T4) et, dans une moindre mesure de la triiodo thyronine (T3) ; les cellules C
synthétisent la calcitonine une hormone intervenant dans I’homéostasie phosphocalcique. Les
hormones thyroidiennes, jouent un réle fondamental dans la croissance, le développement et

I’homéostasie de 1’organisme.

A. Embryologie

La glande thyroide est la premicre des glandes endocrines a se développer au sein de I’embryon
de la souris. Elle résulte de I’association de deux ébauches distinctes : le diverticule thyroidien,
précurseur des follicules thyroidiens et les corps ultimobranchiaux, précurseurs des cellules C.
Son développement embryonnaire commence au 8eme jour de gestation (J8) et se déroule en
plusieurs phases (Hardisty & Boorman, 1999; Scudamore, 2014) :

- Epaississement de I’endoderme issu de I’intestin primitif en région pharyngée pour former

un bourgeon : le diverticule thyroidien,

- Migration de 1’ébauche thyroidienne dans le mésoderme sous-jacent en avant de I’intestin
pharyngien,

- Allongement et invagination du diverticule thyroidien pour former le canal thyréoglosse,

- Destruction du canal thyréoglosse et migration de 1’ébauche thyroidienne au contact de

I’ébauche trachéale,
- Séparation de I’ébauche thyroidienne en deux entités : les lobes thyroidiens droit et gauche,

- Adjonction des ébauches des glandes parathyroides issues des troisieme et quatrieme
poches branchiales endodermiques et des corps ultimobranchiaux émanant des cinquiémes

poches branchiales.

17



A T’échelle histologique, 1’ébauche de la thyroide est primairement constituée de massifs de
cellules indifférenciées provenant du tubercule thyroidien. Ces cellules se regroupent ensuite
en cordons cellulaires. A J12, les cordons cellulaires se regroupent a leur tour pour former des
vésicules. A J15, les cellules du tubercule thyroidien sont colonisées par les cellules des corps
ultimobranchiaux. L’histologie de I’ébauche de la thyroide a alors 1’aspect de multiples sphéres
accolées les unes aux autres et entourées d’amas de cellules parafolliculaires (ou cellules claires
ou cellules C). Dés J18, les follicules se creusent d’une cavité et ’activité sécrétrice de 1’organe
débute a J19 (Hardisty & Boorman, 1999; Scudamore, 2014). Des vestiges des corps
ultimobranchiaux, caractérisées par la présence de cellules épithéliales ciliées dans les
follicules, sont parfois visibles sur la structure histologique de thyroide adulte (Bréndli-baiocco
etal., 2018).

B. Anatomie

1. Topologie

La glande thyroide est formée de deux lobes allongés de forme ovale, chacun en position
latérale de la trachée, symétriqguement. Ces deux lobes se rejoignent a proximité de leur pole

postérieur par un isthme fin qui traverse la trachée ventralement (Hardisty & Boorman, 1999).

Les deux lobes apparaissent de couleur rosée, enfouis sous les muscles sternothyroidiens du
cou (Figure 1). Ils s’étendent cranialement jusqu’au cartilage cricoide du larynx et caudalement
sur les trois ou quatre premiers anneaux trachéaux (Hummel et al., 1975). Chaque lobe est

entouré par une capsule fibreuse.

A 1’age adulte, le poids de la thyroide de la souris est compris entre 1.5 et 2.6 mg et chaque lobe
mesure environ 2 mm de long, 1 mm de large et 0.5 mm d’épaisseur. Les variations de taille,
d'é¢tendue et de position sont néanmoins courantes, notamment entre deux lobes d’une méme

glande (La Perle & Jordan, 2012).
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Figure 1 - Anatomie topographique des glandes thyroides chez la Souris (Ruberte et al.,2017)

1: lobe thyroidien droit ; 2 : lobe thyroidien gauche ; 4 : cartilage cricoide ; 5 : trachée ; 6 : muscle mylo-
hyoidien ; 7 : muscle digastrique ; 8 : muscle omo-hyoidien ; 9 : muscle sterno-cléido-mastoidien ; 10 : muscle
pectoral superficiel ; 11 : veine jugulaire externe ; 15 : artere carotide commune et veine jugulaire interne ; 18 :

muscle long de la téte

La souris posséde une seule paire de glandes parathyroides, de localisation sous-capsulaire pres
du bord dorsolatéral de chaque lobe thyroidien (La Perle & Jordan, 2012). Les parathyroides
des deux lobes sont rarement au méme niveau antéropostérieur. L'une ou les deux peuvent
parfois étre postérieures a la thyroide ou bien étre plus profondément ancrées dans le

parenchyme thyroidien (Hummel et al., 1975).

2. Vascularisation et innervation

Les données concernant la vascularisation de la glande thyroide de la souris sont limitées. La
Figure 2 illustre la vascularisation de la téte et du cou de la souris ou figure 1’artére thyroidienne

caudale.
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Figure 2 - Vascularisation de la téte et du cou chez la souris (Ruberte et al., 2017)

A : Injection de latex liquide (vert), vue ventrale ; B : artériographie ventrodorsale, injection de barium sulfate ;
1:arcaortique ; 2 : tronc brachiocéphalique ; 3 : artére sous-claviere droite ; 4 : artere carotide commune
droite ; 5 : artére sous-claviere gauche ; 6 : artére carotide commune gauche ; 7 : artére carotide interne ; 8 :
artere carotide externe ; 23 : artére palatine ascendante ; 24 : artére linguale ; 25 : artere faciale ; 26 : branche
glandulaire (glandes mandibulaire et sublinguale) ; 27 : artére sublinguale ; 28 : branche du muscle digastrique ;
29 : artére labiale inférieure ; 30 : artéere labiale supérieure ; 32 : artére temporale superficielle ; 33 : artere
thyroidienne caudale ; 34 : artere vertébrale ; 35 : artére basilaire

La capsule conjonctive des lobes thyroidiens contient les vaisseaux sanguins et lymphatiques
et les nerfs dont le nombre augmente au voisinage des poles ainsi qu’a la frontiére entre les

lobes et I’isthme (Hummel et al., 1975).

C. Histologie

La glande thyroide est limitée par une mince capsule conjonctive constituée essentiellement de
fibres de collagéne, d’ou émanent des cloisons gréles (également appelées septa) qui divisent
le parenchyme thyroidien en lobules (La Perle & Jordan, 2012) (Figure 3). Chaque lobule
comprendrait 20 a 40 follicules, unités fonctionnelles de base de la glande thyroide (Figure 4)
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(Bianco et al., 2014). Cette organisation en follicules, unique pour une glande endocrine, va

lui permettre d’assurer une fonction de synthése finale et de stockage extracellulaire des

hormones.

Figure 3 - Coupe transversale en région cervicale chez la souris CD1 (Hémalun-éosine).

La trachée au centre de I'image présente une lumiere ovoide béante. Elle est entourée par les lobes thyroidiens
droit et gauche réunis en région ventrale par un isthme ; I'cesophage est visible en région dorsale, en bas a

gauche sur I'image. (lllustration personnelle, N.Bourgés-Abella, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse)

capsule

?

—— cloison conjonctive

vésicules ou follicules

colloide
amas de cellules C

artére

LOBULE

capillaire

Figure 4 Histologie topographique d’un lobule de glande thyroide de Mammifére
(Hllustration N.Bourges-Abella, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse)

21



1. Le follicule thyroidien

Le follicule est une structure creuse, ronde ou allongée dont la lumiére est remplie de colloide,
forme de stockage des hormones thyroidiennes iodées. Le follicule est bordé d’une couche
unique de cellules épithéliales folliculaires polarisées, cuboides ou aplaties, appelées
thyréocytes (Figures 5 et 6). Leur taille peut fortement varier au sein d’un méme lobe : les

follicules situés en périphérie sont souvent les plus gros (Denef et al., 1979).

Figure 5 - Follicules thyroidiens chez la souris CD1 (Hémalun-éosine)
(Hllustration N.Bourges-Abella, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse)

thyréocyte
colloide

stroma cellule claire

conjonctif (cellule C)
(fibres de
réticuline) vacuole de
résorption
capillaire
sanguin

amas de cellules parafolliculaires

Figure 6 - Structure histologique d’un follicule thyroidien de mammifere
(lllustration N. Bourges-Abella, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse)
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La hauteur des thyréocytes varie en fonction de I'état fonctionnel de la glande tout comme la
quantité et 1I’éosinophilie de la colloide (Hummel et al., 1975). Quand la glande est inactive, les
follicules sont distendus par une grande quantité de colloide et présentent un épithélium aplati
alors qu’en activité, ils sont de plus petite taille et I’épithélium apparait cubique a cylindrique
avec présence de veésicules de résorption (Néve & Rondeaux, 1991). Les deux types
morphologiques de follicules coexistent dans une méme thyroide, on parle de follicules actifs
et de follicules inactifs, follicules au repos ou follicules « froids » (« cold follicles » dans la

littérature anglosaxone) (Hardisty & Boorman, 1999).

Un autre facteur de variation histologique du follicule thyroidien est 1’age de la souris. En effet,
chez les individus de moins de 4 semaines, les follicules sont de taille uniforme avec un
épithélium cubique et leur colloide est Iégérement éosinophile et homogene. Par la suite (entre
1 et 3 mois) on note un rapide aplatissement de leur épithélium associé a une augmentation du
diamétre du follicule. On obtient ainsi des follicules plus larges, de taille variable avec une
colloide plus éosinophile a I’age adulte (Hardisty & Boorman, 1999). Au fur et a mesure que la
souris vieillit, on note une nette augmentation du nombre de follicules au repos. Il s’agit de
follicules de grande taille, limités par un épithélium aplati, accumulant une grande quantité de
colloide (Figure 7). Ils apparaissent a 1’age de 5 mois et peuvent représenter 80% de 1’ensemble
des follicules thyroidiens chez la souris de 13 mois (Studer et al., 1978). L’augmentation
progressive de ces follicules inactifs peut s’expliquer par un défaut d’endocytose qui ne répond

plus a une stimulation de TSH normale.

Figure 7 - Thyroide de souris agée, présence de nombreux grands follicules au repos (hémalun-
éosine) (Scudamore, 2014)
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Outre les effets de 1’age, la structure histologique de la glande thyroide de la souris peut varier
selon le régime alimentaire, 1’environnement, le sexe ou le statut endocrinien (Hardisty &

Boorman, 1999).

Les thyréocytes présentent un noyau rond a ovale avec une chromatine assez granuleuse (La
Perle & Jordan, 2012). La microscopie électronique permet de mettre en évidence sur le
thyréocyte des microvillosités apicales qui se projettent dans la colloide ainsi que des organites
(appareil de Golgi, réticulum endoplasmique granuleux) qui soulignent son rdle dans la

synthese de protéines (Figure 8).

COLLOIDE

l Pseudopode
Microvillosité

Lysosome Phagolysosome

Vacuole d’exocytose

Appareil de Golgi Desmosome

Granules
sécrétoires

Mitochondrie

Reticulum
Endoplasmique

Granuleux
Membrane

basale

CELLULE C g
Capillaire
fenétre

A B

Figure 8 - Ultrastructure des cellules thyroidiennes
A : lllustration N.Bourges-Abella, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse ; B : Cellules thyroidiennes de rat en
microscopie électronique (Young, 2000)

La colloide est composée d’une glycoprotéine, la thyroglobuline ainsi que d’autres substances
comme des enzymes protéolytiques (La Perle & Jordan, 2012). Macroscopiquement, elle a la
consistance d’un gel jaunatre et visqueux qui coagule sous I’effet des fixateurs histologiques et
qui est majoritairement basophile aprés coloration a I’hémalun-éosine lorsque la glande est
active, et éosinophile lorsqu’elle est inactive. La colloide est aussi a 1’origine de divers artéfacts
lors de la réalisation de la technique histologique. Le plus fréquemment, elle peut se rétracter
et donner I’impression de ne pas étre au contact de 1’épithélium folliculaire, ou avoir un aspect
strié, ou encore, apparaitre de différentes teintes de couleur dans un méme lobe (Hardisty &
Boorman, 1999).
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2. Cellules C ou cellules parafolliculaires

Les cellules C, ou cellules claires, ou cellules parafolliculaires, sont présentes dans le tissu
interstitiel interfolliculaire ou en localisation intraépithéliale folliculaire. Chez la souris, elles
sont présentes en tres faible proportion (0.1% des cellules épithéliales de la thyroide) et
particulierement difficiles a observer en histologie conventionnelle a 1’hémalun-éosine (La
Perle & Jordan, 2012). Elles contiennent des granules bordés d’une membrane et contenant la
calcitonine (Hardisty & Boorman, 1999). La méthode de Grimelius modifiée est reconnue pour
mettre en évidence les granules des cellules C. Cependant, elle s’avére un peu moins efficace
chez les rongeurs pour lesquels les meilleurs résultats ont éteé obtenus en utilisant les méthodes
de coloration HCI-bleu de toluidine et HCI-Giemsa (Sawicki & Kuczynski, 1977).
L’immunohistochimie ciblée sur la calcitonine peut aussi étre utilisée pour les marquer

specifiquement (Scudamore, 2014).

Dans les travaux de Sawicki (1977) réalisés sur des souris, les cellules C sont regroupées pres
du centre de la thyroide si bien qu’une zone périphérique apparait complétement dépourvue de
cellules C. Cette observation a été rapportée plus recemment (Scudamore , 2014) (Figure 9).

Figure 9 - Révélation de la calcitonine présente dans les cellules C par Immunohistochimie
(Scudamore, 2014)

Comparativement au rat, les cellules C murines ont généralement une taille plus petite et une
forme plus allongée. On les retrouve moins souvent sous forme d’amas et elles occupent
préférentiellement une position intrafolliculaire plutét qu’interfolliculaire (Sawicki &
Kuczynski, 1977).
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Enfin, une structure folliculaire supplémentaire, issue des corps ultimobranchiaux, tapissée de
cellules ciliées et non ciliées et formant souvent des kystes, est rencontrée chez la souris (La
Perle & Jordan, 2012).

D. Physiologie de la fonction thyroidienne

1. Synthese des hormones thyroidiennes iodées

Le follicule thyroidien, unité fonctionnelle de la glande thyroide a le réle d’assurer la synthése
des hormones thyroidiennes iodées, la tétra-iodothyronine (ou T4, ou thyroxine) et la tri-
iodothyronine (ou T3), essentielles a de nombreuses fonctions de 1’organisme comme le
développement du systeme nerveux central, la thermorégulation, le maintien d’un métabolisme
cellulaire basal, et bien d’autres. Le mécanisme de biosynthése des hormones thyroidiennes est
par ailleurs unique pour une glande endocrine. En effet, les principales étapes de la synthése
des hormones sont extra-cellulaires et se déroule dans la lumiére du follicule, différant ainsi des

autres glandes endocrines pour lesquelles ce mécanisme est intra-cellulaire.

Les hormones thyroidiennes sont des protéines iodées lipophiles, leur synthese nécessite une
fixation d’iode sur des résidus tyrosines. Or, 1’iode est un oligo-élément rare dans les sols. Les
aliments riches en iode sont principalement les denrées issues des milieux marins, comme le
sel de mer, les poissons et fruits de mer. Une carence en iode affecte directement la thyroide,
qui augmente en volume, jusqu’a former un goitre. Elle entraine aussi des troubles du
développement aussi bien physique que du systéme nerveux. Ainsi, les habitants éloignés de la
mer, autrefois soumis a des carences en iode severes, étaient souvent atteints de nanisme et de
retards mentaux, plus communément désigné sous le nom de « crétinisme ». L’iode est donc un

¢lément précieux pour I’organisme et son recyclage est donc nécessaire (Larsen et al., 2002).

a. Absorption de I’iode dans le thyréocyte

L’iode d’origine alimentaire est transformé en ion iodure I" par I’estomac, permettant son
absorption par les entérocytes de 1’intestin gréle. Les ions iodures gagnent ensuite la circulation

sanguine, jusqu’a la glande thyroide, richement vascularisée par I’artére thyroide. L’iode
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pénetre alors dans les thyréocytes grace a un transporteur actif, le symport sodium/iode (NIS),
(Brent & Koenig, 2006). Il peut étre inhibé par différents composés dont les ions thiocyanate.
Un gradient de concentration transmembranaire en sodium maintenu par une pompe Na/K
ATPase dépendante, fournit 1’énergie nécessaire a ce transport actif. Ce transporteur est aussi
présent sur d’autres organes, en particulier dans le rein ou il serait I’¢lément majeur responsable
du maintien de I’homéostasie de I’iode, en modulant 1’élimination rénale de cet oligo-élément

(Plantin-Carrenard et al., 2005).

La fixation de I’iode sur les tyrosines s’effectue a I’extérieur du thyréocyte, dans la colloide.
L’iode est transporté du thyréocyte jusqu’a la lumiére folliculaire par transport passif grace a
un transporteur membranaire apical d’iodure, la pendrine (Brent & Ronald, 2002) (Figure 10)
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Figure 10 - Synthese des hormones thyroidiennes a I’échelle du thyréocyte.
D’aprés Walter F., Medical physiology : a cellular and molecular approach (Boron & Boulpaep, 2003)

b. Oxydation de I’iode et formation des précurseurs d’hormones
thyroidiennes

Avant sa fixation sur les résidus tyrosine, 1’ion iodure I" subit une oxydation grace a I’enzyme
thyroperoxydase (TPO), une hémoproteine glycosylée présente seulement dans le thyréocyte.

Son activité est inhibée par les composés thionamides tels que PropylThioUracile (PTU), le
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thio-urée et le thio-uracile (Corban et al., 2011). Sous I’action de la TPO, les ions iodures sont

oxydés en diiode I2 en présence d’H20>.

La thyroglobuline, une glycoprotéine de 660 kDa qui compose la colloide a 90%, est la matrice
indispensable a la formation des hormones thyroidiennes iodées, qui permet également leur
stockage. Elle est synthétisée par le réticulum endoplasmique, puis transférée dans 1’appareil
de Golgi. Elle est ensuite libérée dans la lumiere du follicule par les vésicules de sécrétion
(Brent & Ronald, 2002). Cette protéine présente des sites sur lesquels 1’iode peut se fixer sous
I’action de la TPO, formant ainsi les iodotyrosines. Cette étape est nommée organification.
Selon la position de 1’iode sur le noyau aromatique, deux types de molécules sont formées : la
3-monoiodotyrosine (MIT) lorsque I’iode se fixe en position 3, et la diiodotyrosine (DIT)

lorsque I’iode se fixe en position en positions 3 et 5 (Figure 11).

HO— ¢ % CH,CH COOH HO— % CH,CHCOOH
‘ NH, ‘ NH,

I
3-monoiodotyrosine (MIT)

3,5-diiodotyrosine (DIT)

Figure 11 - Structure chimique des précurseurs d’hormones thyroidiennes

Le couplage de ces iodotyrosines, catalysé par I’enzyme TPO, conduit a la formation de T4 par
association de deux composés DIT, ou de T3 par association d’un composé DIT a un composé
MIT (Figure 12). En conditions physiologiques, la TPO a tendance a favoriser la formation de
T4 plutdt que de T3.

HO

HO
T4 I T3

Figure 12 - Structure chimique des hormones thyroidiennes T4 (thyroxine) et T3 (triiodothyronine)
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Les hormones thyroidiennes néoformées sont internalisées dans les cellules épithéliales du
thyréocyte par endocytose de la colloide. Des protéines lysosomales telles que la cathepsin,
formée par 1’appareil de Golgi, vont intégrer les vésicules d’endocytose, formant des
lysosomes. A TDintérieur de ces derniers, s’effectue la protéolyse de la thyroglobuline, les
hormones thyroidiennes sont alors libérées de leur matrice et vont intégrer la circulation

sanguine par exocytose (Figure 13).
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Figure 13 - Biosynthése des hormones thyroidiennes iodées a I’échelle du follicule thyroidien.
(HNlustration d’apres C. Massart et al., 2013)

Cette synthése et cette sécrétion sont soumises au controle de 1’axe hypothalamo-hypophysaire

thyréotrope que nous allons évoquer dans le paragraphe suivant.
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2. Régulation de la synthése des hormones thyroidiennes iodees

a. TRH acteur central de la régulation de I’axe hypothalamo-hypophysaire
thyroidien

L hormone thyréotrope ou Thyrotropine Releasing Hormone (TRH) ou Thyrotropine Releasing
Factor (TRF) appelée également thyreolibérine est un tripeptide sécrété par les corps cellulaires
des neurones des noyaux paraventriculaires de 1I’hypothalamus, localisés a la limite dorsale du
troisieme ventricule cérébral. Cette neuro-hormone est libérée dans le systéme porte
hypothalamo-hypophysaire, puis vient se fixer sur des récepteurs présents sur les cellules
thyreotropes de 1’adénohypophyse. La TRH contréle ainsi la sécrétion d’une seconde hormone,
la Thyroid Stimulating Hormone (TSH) dénommée également thyréotropine ou
thyréostimuline. En effet, la fixation de la TRH sur ses récepteurs -couplés a la protéine G-

induit un signal cellulaire provoguant une augmentation du calcium intracellulaire (Figure 14).

La TSH est sécrétée par 1I’antéhypophyse, cette hormone, est composée de 2 sous-unités, une
alpha (commune aux hormones hypophysaires FSH et LH) et une béta spécifique de la TSH.
La synthése de cette derniére sous-unité est soumise a régulation stricte par la TRH, et constitue

le principal mode d’action dans le controle de la sécrétion de TSH.

TRH Protéine G Milieu extracellulaire

ProtéineG  active
J\ o Phospholipase DAG
inactive

ond
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Réticulum
endoplasmique
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Figure 14 - Mécanisme de régulation de la synthése de thyréotropine (ou TSH) par la TRH.
(Inspiré de 2006, Pearson education, Inc., d’apreés Benjamin Cummings)
TRH : Thyrosin Releasing Hormone, GTP : Guanosine TriPhosphate ; GDP : Guanosine DiPhosphate ; DAG :
DiAcylGlycerol ; PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ; IP3 : inositol trisphosphate
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La TRH est soumise au rétrocontrdle négatif des hormones thyroidiennes, mais aussi a des
facteurs extra-thyroidiens. Les catécholamines, libérées lors d’exposition au froid par exemple,
sont reconnues pour augmenter la sécrétion de TRH. 1l en est de méme au cours du jedne, via
la sécrétion de leptine, hormone de satiété. Les glucocorticoides sont eux aussi susceptibles
d’inhiber la synth¢se de TRH (Mullur et al., 2014).

b. La TSH, hormone activatrice de la synthése des hormones thyroidiennes
iodées

La TSH est sécrétée, par pulse via un processus d’exocytose, directement dans la circulation
sanguine sous forme libre en raison de son hydrosolubilité. Elle se fixe sur des récepteurs
specifiques présents principalement sur la membrane basale des thyréocytes, mais aussi, dans
une moindre mesure, sur la membrane de différents types cellulaires (adipocytes, lymphocytes).
Ces récepteurs sont eux aussi couplés aux protéines G dont I’activation permet la transduction
du signal. C’est principalement I’Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc) le messager
responsable de la transduction du signal au sein des cellules cibles, permettant in fine
I’activation de la synthése des hormones thyroidiennes T3 et T4 ainsi que leur sécrétion et
libération dans la circulation sanguine. Ce mécanisme cellulaire fait intervenir 1’enzyme
adénylate cyclase qui est activée par la protéine G activée (cf paragraphe précédent) capable de
former un AMPc a partir d’ATP, libérant au passage un phosphate inorganique. Cette réaction
s’effectue massivement, si bien que la concentration intra-cellulaire en AMPc augmente
rapidement. Ce transducteur active en cascade une chaine enzymatique, qui a terme active la
différenciation cellulaire ainsi que la prolifération cellulaire. Les genes de la machinerie de
synthése hormonale sont stimulés, notamment les genes de la thyroglobuline, de la TPO et des
transporteurs NIS. Ainsi la synthése des hormones thyroidiennes est stimulée sous 1’action
relayée de la TSH (Figure 15).
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Figure 15 - Mécanisme cellulaire résultant de I’activation par la TSH sur les follicules thyroidiens
TSHR : récepteur TSH, Pi : Phosphate inorganique D’aprés (Maenhaut et al., 1995)

Tout comme la TRH, la TSH est soumise a une régulation « extra-thyroidienne » : il est
aujourd’hui reconnu que le systéme nerveux adrénergique a une importance dans la régulation

de TSH, au méme titre que le cortisol et la leptine (Fekete & Lechan, 2014; Mullur et al., 2014).

3. Meétabolisme des hormones thyroidiennes

a. Déiodination des hormones thyroidiennes

La forme métaboliquement active des hormones thyroidiennes est T3 or c’est aussi la forme
circulante minoritaire L’organisme va donc convertir T4 en T3 par le retrait d’un atome d’iode

sur le noyau aromatique, c’est la déiodination.

Le retrait de 1’iode du noyau aromatique nécessite 1’action de déiodinases, des enzymes
membranaires sélénium dépendantes, qui permettent la régulation de la biodisponibilité des
hormones thyroidiennes intracellulaires. Il en existe trois types, qui différent par leur substrat
(iodothyronines), leur produit (forme active ou inactive) et leur site (Figure 16) (van der Spek,
etal., 2017; Wu et al., 2005).

e Déiodinase de type 1 ou DIO1 : cette enzyme est responsable de la déiodation des
deux cycles aromatiques (position 5 ou 5°). Elle permet aussi la dégradation des
hormones thyroidiennes inactives comme les formes sulfatées T3S, T4S et reverse
T3 (rT3). Elle est présente chez la souris dans les hépatocytes, néphrocytes,
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thyreocytes, et dans une moindre mesure les cellules thyréotropes
adénohypophysaires.

e Déiodinase de type 2 ou DIO2 : tout comme DIO1, elle transforme T4 en sa forme
bioactive T3 et T2 a partir de rT3, par déiodation du cycle externe, soit en position
5’. Elle se trouve dans le réticulum endoplasmique des cellules hypophysaires, dans
le tissu adipeux brun, et le placenta.

e Déiodinase de type 3 ou DIO3 : cette enzyme convertit T4 en forme inactive (rT3),
et T3 en T2 en supprimant I’iode du cycle interne (soit en position 5). Elle se

retrouve surtout durant la phase embryonnaire, dans le placenta.

Anneau interne O

DIO1
DIO 2

Anneau externe

Figure 16 - Structure chimique de la thyroxine et localisation du site d’action des déiodinases

b. Glucuronoconjugaison des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes glucuronées sont plus solubles, ce qui augmente leur excrétion par

les voies biliaires ou urinaires.

La glucuronoconjugaison permet la fixation d’un hydroxyphénol conjugué a un acide
glucuronique sur les hormones thyroidiennes via I’action de la glucuronyltransferase. Il
semblerait que cette voie métabolique soit plus importante chez la souris que chez I’homme.
Cette réaction s’effectue majoritairement au sein du foie, mais aussi du rein. Elle privilégie
comme substrat la pro-hormone T4, formant ainsi des T4G, bien qu’elle soit aussi capable de
convertir T3 en T3G (van der Spek et al., 2017; Wu et al., 2005).
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La forme glucuronée de T4 peut constituer un réservoir de T4 pour I’intestin, et plus
précisément son microbiote. En effet, sous I’action d’une glucuronidase, sécrétée par les
bactéries intestinales, la TAG est déconjuguée, libérant la forme active dont une partie sera

absorbée par 1’organisme. Cela constitue alors un cycle entérohépatique.

c. Sulfonation des hormones thyroidiennes

La phénol-sulfotransférase est une enzyme importante dans le métabolisme des hormones
thyroidiennes, puisqu’elle permet la sulfonation des hormones T4 et T3, c’est-a-dire la
conjugaison d’un groupement sulfate sur la fonction phénol du cycle. Les formes T3S et T4S
ne pouvant se fixer sur les récepteurs thyroidiens, elles sont donc inactives. Comme évoqué
précédemment, la T4S et la T3S sont des substrats privilégiés de la DIO1. Cependant, la
déiodination du cycle externe (=5’) est empéchée par la conjugaison avec un sulfate, la DIO1

n’a alors pas d’autre choix que de former la rT3S, forme également inactive.

Cette voie métabolique permet la régulation des hormones thyroidiennes par I’excrétion biliaire
et urinaire car elle augmente leur solubilité, mais aussi par simple inactivation de celles-ci
(Visser, 1994).

La forme active T3 peut étre formée a nouveau par les enzymes sulfatases tissulaires et
bactériennes (microbiote intestinal).

Il apparait que cette voie métabolique intervient principalement durant la gestation, et joue un

role important dans le développement feetal (Wu et al., 2005).

d. Désamination et décarboxylation des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes peuvent subir, dans une moindre mesure, une désamination ou
décarboxylation des composés alanine dans le foie ou le rein ce qui conduit a la formation de
I’acide tétraiodothyroacétique (Tetrac) et de D’acide triiodothyroacétique (Triac) par
désamination. La décarboxylation permet la formation de tetraiodothyronamine (Tetram) et de
trilodothyronamine (Triam) (van der Spek et al., 2017) Ces composés dérivés peuvent ensuite
subir une déiodation ou encore une conjugaison.
Le rble de ces dérivés est encore mal connu, mais il semble qu’ils aient une action
thyromimétique et sont capables de moduler la sécrétion de TSH.
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e. Oxydation des hormones thyroidiennes

L’oxydation du groupement phénol sous 1’action de peroxydases, induit la formation de DIT.
Elle revient & un clivage de la fonction éther du noyau thyronine de la T3 et de la T4. Cette voie
métabolique, tout comme la précédente, est mineure (van der Spek et al., 2017). L’ensemble de
ces réactions est représenté dans la Figure 17.
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Figure 17 - Métabolisme des hormones thyroidiennes
D’apres Patricia E. Molina (2018)
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CHAPITRE 2 — Le 6-n-Propylthiouracile, un antithyroidien

A. Propriétés physiques et chimigues du PTU

Le 6-n-PropylThiouracil (PTU) appartenant a la famille des thionamides (Figure 18), se
présente sous la forme d’un cristal blanc au golit amer, stable a température ambiante. C’est
une molécule hydrosoluble, employée dés les années 1940 pour traiter I’hyperthyroidie liée a
la maladie de Graves (Nambiar et al., 2014). Cependant ce composé est classé en 1985 par le
Centre International de Recherche sur le Cancer (IARC) comme une substance possiblement
carcinogene (classe 2B), et d’autres substances antithyroidiennes (méthamizole et carbimazole)

présentant moins d’effets secondaires sont aujourd’hui employées a la place du PTU.

Figure 18 - Structure chimique du 6-n-PropylThiouracil (PTU)

1. Propriétés pharmacocinétiques

Le PTU est administré par voie orale classiquement, son absorption par le tractus digestif est
effective en 4h post-ingestion. Il intégre la circulation sanguine avec un temps de demi-vie
d’environ 5h, suite & son absorption il atteint la circulation entérique et est acheminé
directement au foie ou une partie est directement métabolisée et subit une glucuronoconjugaison
(effet de premier passage hépatique). La part non métabolisée dans la circulation sanguine
diffuse dans 1’organisme et atteint ainsi la glande thyroide, dans laquelle il s’accumule.
Toutefois, des doses élevées de PTU inhibent I’entrée de ce dernier dans la thyroide (Halpern
et al., 1983; International Agency for Research on Cancer, 2002). L’excrétion des composés
métabolisés (glucurono ou sulfo-conjugués) est majoritairement urinaire. Le PTU est capable

de traverser la barriére placentaire et d’agir sur la glande thyroide du feetus, tout comme il est

36



excrété dans le lait pouvant ainsi agir sur la thyroide du nourrisson (International Agency for

Research on Cancer, 2002).

2. Propriétés pharmacodynamiques
a. Action intra-thyroidienne du PTU

L’effet antithyroidien du PTU est majoritairement intra-thyroidien. Il repose principalement sur
I’inhibition de I’iodination des résidus thyrosines, ainsi que le couplage du DIT et du MIT,
contr6lés par I’enzyme TPO au sein des follicules thyroidiens. L’inhibition de cette étape clé,
de facon dose-dépendante chez I’Homme ainsi que chez le rongeur, induit une diminution de la
synthése de T4 et de T3. Le PTU est donc un excellent modele dose-dépendant dans
I’établissement d’une hypothyroidie (Chen, et al., 2018; Rahaman et al., 2015).

b. Action extra-thyroidienne du PTU

Outre I’inhibition de la TPO, le PTU a un effet dépresseur sur la DIO1 intrahépatique et
intrathyroidienne (responsable de la conversion de T4 en T3), ce qui renforce 1’effet
hypothyroidien de ce composé (Chen etal., 2018). Secondairement a I’hypothyroidie iatrogéne,
I’inhibition de 1’axe hypothalamo-hypophysaire est levée, stimulant la synthése de TRH pour

compenser ce phénomene. En conséquence, la concentration en TSH sérique est augmentée
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Figure 19 - Mécanisme de régulation de la fonction thyroidienne lors d’un traitement au PTU.
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Il apparait également que le PTU est capable de bloquer 1’effet transcriptionnel des hormones

thyroidiennes, et notamment de la T3, par inhibition de sa fixation sur ces récepteurs cibles
intranucléaires (Moriyama et al., 2007).

L’ensemble des effets de ce traitement anti-thyroidien est regroupé dans la Figure 20.
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Figure 20 - Synthése des effets du 6-n-PropylThiouracil (PTU) sur le métabolisme thyroidien.
(D'aprés Massart & d’Herbomez, 2013; Rohit et al., 2014)
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B. Effets sur la fonction thyroidienne chez le rat et la souris

1. Effets sur la fonction thyroidienne chez le rat

a. Effets sur les concentrations des hormones thyroidiennes du rat

La bibliographie montre que le modele animal rongeur majeur dans les études utilisant
le PTU est le rat. Des études de pharmacocinétique et de pharmacodynamie chez le rat ont ainsi
permis d’établir, pour une dose de PTU administrée quotidiennement les concentrations en PTU
sérique, en PTU intra-thyroidienne et en hormones thyroidiennes circulantes obtenues apreés
traitement (Cooper et al., 2015; Halpern et al., 1983; Mayberry & Astwood, 1960)

Dans ’expérience de Gordon (1997), 6 rats sont soumis pendant 14 jours a 50 ppm de PTU
distribué dans I’eau de boisson, soit une dose ingérée estimée a 4 mg/kg/j. L’ inconvénient de
ce mode d’administration réside dans la difficulté a estimer la consommation en eau journaliére
(et donc de PTU) des individus. A I’issue de ce traitement, les valeurs de T3 et T4, mesurées

dans le sérum par méthode RIA, sont diminuées respectivement de 82% et 99%.

Dans les expériences de Hood et al., (1999 a et b) sur des rats males Sprague-Dawley de 5
semaines, I’administration d’un aliment contenant 30 ppm de PTU dans I’alimentation pendant
90 jours (soit une dose ingérée de 2,4 mg/kg/j) induit une réduction de la concentration en T3

de 60% et en T4 de 90%. La concentration en TSH lors de ce traitement était multipliée par 8.

Dans I’expérience de Nambiar (2014), des rats sont gavés une fois par jour durant 29 jours avec
des doses de PTU de 1, 20 et 200 ppm (soit de 0.08 mg/kg/j a 16 mg/kg/j). Ce mode
d’administration permet de s’assurer de la bonne prise du traitement, tout en maitrisant la dose
ingérée par individu. Les hormones T4 et TSH sont mesurées par méthode RIA, et la T3 est
mesurée par test ELISA. Ils observent a I’issue du traitement, une diminution significative de
laT3etde la T4 (les résultats sont équivalent a 0,1 a 0,45 fois les niveaux hormonaux du groupe
contréle) associée a une augmentation de la TSH (de 2,57 a 117,8 fois la concentration
contréle). La thyroxine est plus fortement impactée que la T3, en effet les groupes traités ont
un niveau de T4 proche de la limite de détection des 1 ppm, tandis que la diminution de T3 est
plus graduelle entre les doses de 1 ppm et 200 ppm.

Pour résumer, le PTU inhibe la synthése des hormones thyroidiennes bien que la

triiodothyronine semble impactée moins sévérement que la thyroxine. La boucle de
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rétrocontrole de 1’axe hypothalamique hypophysaire est ensuite stimulée, conduisant a
I’augmentation de la TSH qui stimule la glande thyroide. Chez les rongeurs, la thyroide est tres

sensible aux variations de cette hormone.

b. Effets sur la structure histologique de la thyroide du rat

Les effets histologiques du PTU sur la glande thyroidienne ont été décrits pour différentes doses
et durée d’exposition (Delverdier et al., 1991; Hood et al., 1999 a et b; Nambiar et al., 2014;
Suzuki, et al., 1967; Yi et al, 1998). Les deux travaux (Delverdier et al., 1991; Yi et al., 1998)
rapportant des mesures histomorphomeétriques seront détaillés.

Dans I’ensemble des études citées, 1’exposition au PTU est associée a une hyperplasie diffuse
de la thyroide et une hypertrophie des thyréocytes : I’épithélium folliculaire est cubique a
cylindrique et la colloide réduite. Ces modifications sont décrites dés une exposition & 1 ppm
de PTU dans I’alimentation de rats male Sprague-Dawley et Wistar (soit 0,08 mg/kg/j) pendant
21 et 31 jours respectivement (Hood et al., 1999b; Nambiar et al., 2014). Une deuxieme étude
de Hood (1999a) montre que I’hyperplasie folliculaire est observée aprés seulement 7 jours
d’exposition pour une dose de 30 ppm (2,4 mg/kg/j). Dans un article relativement ancien
(Suzuki et al., 1967), une congestion modérée du parenchyme thyroidien est observée sur des
rats Wistar exposés pendant 6 semaines a une dose de 100 ppm (soit une dose ingérée d’environ
8 ma/kg/j).

Dans I’étude de Delverdier en 1991, 3 rats males Sprague-Dawley de 10 semaines sont exposés
a des concentrations de PTU de 200 ppm dans I’eau de boisson pendant 15 jours (soit 16
mg/kg/j). L’étude histomorphométrique s’est focalisée sur I’étude de 3 paramétres : la surface
des follicules thyroidiens (1889.87 um? vs 1159.73um?), la hauteur de 1’épithélium folliculaire
(12.88 um vs 6.92 um) et le pourcentage occupé par le tissu épithélial (77.27% vs 58.73%)
dans la thyroide. L’ensemble des paramétres présente des valeurs plus élevées chez le groupe
traité mais les macro-follicules périphériques inactifs présents a moins de 300um du bord de la
glande n’ont pas été mesurés. Concernant la méthode, la réaction d'imprégnation argentique
histochimique utilisée dans ce travail a permis de discerner clairement la membrane basale des
follicules thyroidiens, ce qui a permis de faciliter les mesures morphométriques (Delverdier at
al., 1991).
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Dans 1’étude de Yi en 1998, 18 rats males Wistar de 7 semaines ont été gavés a hauteur de 5
mg de PTU par jour (soit une consommation estimée a 14mg/kg/j) via une sonde gastrique
pendant 1 & 2 semaines. La mesure des aires folliculaires et colloidales a permis de quantifier
I’hyperplasie induite par le PTU. Ainsi, aprés 2 semaines d’exposition, la surface de
I’épithélium folliculaire avait augmenté alors que la surface colloidale avait diminué. Une
semaine aprés le retrait de l’antithyroidien, les follicules ont retrouvé des proportions

comparables a ceux du groupe contrdle.

Une étude (Kmiec et al., 1998) propose une approche méthodologique morphométrique
manuelle de la thyroide. Les contours des follicules et de la lumiére folliculaire ont été
soigneusement dessines afin de déterminer les surfaces et « volumes » de 1’épithélium et de la
colloide. Un « indice d’activation thyroidienne » basé sur le rapport volume épithélial / volume
colloidal a ainsi été calculé afin d’évaluer la fonction thyroidienne. L’ensemble des mesures de
cette étude ont été effectuées sur une coupe médiane de la thyroide car celle-ci est jugée
représentative de I'ensemble du lobe selon une étude relativement ancienne (Denef et al., 1979)
qui sert cependant de référence dans un article récent de I’association américaine de la thyroide
(Bianco et al., 2014).

2. Effets sur la fonction thyroidienne chez la souris

Les effets du PTU sur la fonction thyroidienne chez la souris sont beaucoup moins documenteés,
notamment en ce qui concerne les modifications histologiques et leur analyse

histomorphométrique, décrites dans un unique article (Ferreira et al, 2007).

a. Effets sur les concentrations des hormones thyroidiennes
de la souris

La diminution des hormones thyroidiennes est retrouvée comme I’illustrent les deux uniques
études référencées (Silva & Giusti-Paiva, 2015; Moon et al., 2013). Dans I’¢tude de Silva &
Giusti-Paiva (2015), des souris males Swiss sont soumises a des doses de PTU de 500 ppm
pendant 30 jours administré dans I’eau de boisson, soit 75 mg/kg/j environ. Les hormones T3

et T4 sont mesurées par méthode RIA (dosage radio-immunologique) et comparées au groupe
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contréle. Les hormones T3 et la T4 sont significativement diminuées par le traitement au PTU
respectivement de 18% et de 64%. Des résultats similaires sont observés dans 1’expérimentation
de Moon (2013) réalisée sur 28 jours avec 6 souris C57BL males nourries avec un aliment
contenant 1500 ppm de PTU et carencé en iode, soit environ une dose de PTU quotidienne de
225mg/kg. Les mesures de thyroxine libre montrent une diminution de 50% par rapport au

groupe controle, la thyroxine totale est quant a elle diminuée de 36%.

b. Effets sur la structure histologique de la thyroide de la
souris

Dans 1’¢tude de Ferreira en 2007, 10 souris femelles Swiss de 33 mois sont exposées a des
concentrations de PTU de 1000 ppm dans I’eau de boisson pendant 30 jours soit 150 mg/kg/j.
Toutes les glandes thyroides des animaux traités présentaient des Iésions compatibles avec une
hyperplasie folliculaire diffuse modérée a sévéere. Les follicules présentaient des contours
irréguliers et étaient limités par un épithélium cubique a cylindrique parfois stratifié avec des
projections papillaires dans la lumiére des follicules. Certains follicules n’avaient plus de
lumiére ou bien la colloide était vacuolisée. Les thyréocytes hypertrophiés présentaient un

noyau large et hypochromatique et un cytoplasme parfois vacuolisé.

Concernant les mesures histomorphométriques, la hauteur de 1’épithélium a été obtenue en
mesurant I'épithélium de 30 follicules en quatre points différents au grossissement x1000.
L’augmentation de la hauteur de I’épithélium entre groupe traité (12.10 £ 2.14 pm) et groupe

contréle (3.7 £ 0.28 um) a ainsi pu étre démontrée.
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CHAPITRE 3 — Etude expérimentale

Cette these expérimentale s’inscrit dans un projet scientifique plus vaste nommé
« Gestation, Pesticides, Thyroide » (GePeTho) inscrit dans le plan Ecophyto Il (Programme
National de Recherche sur les Perturbateurs Endocriniens) et faisant intervenir trois partenaires
scientifiques, 1’Institut National de la Recherche Agronomique (Unité Mixte de Recherche
1331 Toxalim), le Centre National de la Recherche Scientifique (Unité Mixte de Recherche
7221) et PTENVT (Equipe Centre Régionale d’Exploration Fonctionnelle et de Ressources
Expérimentales). Le plan Ecophyto a pour objectif de réduire de 50% les produits
phytosanitaires en 10 ans a I’horizon 2030. L axe de recherche de ce programme a pour objectif
de répondre aux besoins de connaissances et d’innovation dans 1’idée de mettre au point des
solutions alternatives pérennes d’un point de vue technique, économique, environnemental et
sanitaire. A terme, une feuille de route pourra étre établie dans 1’objectif d’une substitution
progressive des produits phytosanitaires les plus a risque pour I’environnement et la santé. Le
projet GePeTho a pour objectif spécifique d’établir une base scientifique pour une approche
intégrative des mécanismes d’action et effet de pesticides perturbateurs thyroidiens durant la
période particuliere de la gestation. En termes d’outils, cela implique la détermination de
paramétres permettant une évaluation quantitative de la fonction thyroidienne, afin d’établir
une approche normative de cette fonction. Le travail de cette thése expérimentale consiste en
I’évaluation de parameétres histomorphométriques comme marqueur sensible et précoce d’une

perturbation thyroidienne, méme subtile, sur modéle murin.

A. Matériels & méthodes

1. Animaux

Ce projet a été évalué par le comité d’éthique en expérimentation animale n°086 et a recu
un avis favorable. Il a également recu une autorisation de projet scientifique par le Ministére
de I’Education Nationale, de 1’Enseignement Supérieur et de la Recherche (APAFIS#14878-
2018042715337462 v3).
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L’étude est réalisée avec 40 souris Swiss males (JANVIER LABS, Saint Bertin, France)
regues a 1I’dge de 5 semaines et allotées selon leur poids afin de limiter la lutte pour la
dominance. Aprés une période d’acclimatation de 2 semaines, les animaux sont agés de 7
semaines et répartis en 5 groupes de 8 individus, un code couleur étant affecté a chaque groupe.
Le groupe « contrdle » (vert) est soumis a un régime normo-iodé, sans supplémentation en
PTU. Les groupes traités jaune, bleu, rouge et noir sont eux soumis a un régime déficient en
iode avec une supplémentation en PTU de respectivement 1, 5, 10 et 100 ppm dans le but

d’obtenir des doses moyennes ingérées de 1’ordre de 0.15, 0.75, 1.5 et 15 mg/kg de souris/jour.

Chaque groupe est divisé en deux lots (1 lot de 4 souris/cage) dont le debut de
I’administration est décalé de 3 jours afin de répartir les prélévements (terminaux) sur deux

journées.

Les souris sont logées dans les conditions d’hébergement respectant leur bien-étre avec un
enrichissement du milieu. L’eau et I’aliment sont mis a disposition ad libitum (100 g/jour est

mis a disposition dans chaque cage).

2. Aliment

La base de I’aliment commune a I’ensemble des groupes est dépourvue d’iode. De 1’iodate
de potassium a ensuite été ajouté afin d’obtenir une concentration en iode finale de 0,6 ppm
pour le groupe contréle et de 0,06 ppm pour les groupes traités (carence dite modérée : 0,03-
0,05 ppm en iode) (Bianco et al., 2014). Du saccharose, indispensable pour compenser
I’amertume du PTU et ne pas diminuer 1’appétence, a été ajouté a hauteur de 3 % dans 1’aliment

de I’ensemble des animaux.

Tous les aliments ont été préparés par SAFE diets (Augy, France). Le PTU (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, Missouri, Etats-Unis) a été incorporé dans 1’aliment. Quatre lots de granulés

supplémentés a différentes doses de PTU (1 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 100 ppm) ont été préparés.
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3. Méthodologie expérimentale

a. Plan expérimental

Les souris sont identifiées par un marquage coloré des leur arrivée et réparties en fonction
de leur poids au sein de chaque groupe. Le plan expérimental et la chronologie de
I’expérimentation sont décrits dans la figure 21. La durée d’exposition au PTU est de 28 jours,

en reférence a la ligne directrice de ’OCDE, TG 407.

Les consommations alimentaires, les poids et le comportement des souris sont releves de
facon bi-hebdomadaire. Quatre prélevements sanguins permettant le suivi des parametres
hormonaux sont réalisés sur chaque individu : a JO (veine faciale), puis a J14 (veine faciale) et
deux a J28 (veine faciale et ponction cardiaque). Les hormones thyroidiennes T3, T4 et rT3
sont dosées sur ces quatre prélevements ; la TSH est dosée sur le dernier prélévement

uniquement (ponction cardiaque).

Prise de
sang a la
veine faciale

Prise de sang a la

Arrivée_des Début traitement Prise‘de veine faciale
sours PTU sang a la ponction cardiaque
Allotement veine faciale

autopsie

J-15 Jo J14 J28
= >

Acclimatation Traitement durant 28 jours

Figure 21 - Frise chronologique situant les différentes phases de I’expérimentation.

b. Procédures expérimentales
i. Modalités de collecte des specimens sanguins et tissulaires

Des prélévements sanguins a la veine faciale sont réalisés sous anesthésie gazeuse (flash
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anesthésie, moins de 30s isoflurane O2) : 200 uL de sang sont collectés sur microtube hépariné
(Microvette CB300LGH SARSTEDT) a JO, J14 et J28. A J28, les animaux sont sacrifiés sous
anesthesie gazeuse et un prélevement sanguin terminal est realisé par ponction cardiaque. Une

dislocation cervicale assure la mort de 1’animal.

Les deux lobes thyroidiens sont prélevés avec trachée, cesophage (Figure 22) selon les

recommandations RITA (Morawietz et al., 2003).

Figure 22 - Ensemble thyroide-trachée-cesophage avant recoupe.

ii. Modalités de traitement des échantillons

Les échantillons sanguins sont centrifugés puis congelés a -20°C. La stabilité des hormones

thyroidiennes a -20°C durant plusieurs mois a été validee (Gauchez, 2014).

Les prélevements tissulaires de thyroide sont conservés dans du formaldéhyde a 4%

tamponné a pH neutre, pendant 24-48 heures.

Une mesure de taille de la thyroide est effectuée sous loupe binoculaire sur le bloc
« cesophage-trachée-thyroide » avec une regle (précision au dixiéeme de millimétre) afin de
calculer la distance qui sépareront 5 niveaux de coupes équidistants (N1, N2, N3, N4, N5)
(Figure 23) mais également faciliter 1’étape de microtomie. Le bloc fixé « eesophage-trachée-
thyroide » est ensuite traité par imprégnation en paraffine et deux sections de 3 a 4 um
d'épaisseur sont confectionnées lors de la microtomie pour chaque niveau N1, N2, N3, N4 et
NS.
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crénial

N1 apicale
N2

N3 médiane
N4

N5 caudale

caudal

Figure 23 - Représentation des niveaux de coupes histologiques (N1 a N5) sur le bloc « trachée -
lobes thyroidiens » observé en vue ventrale. L'cesophage, dorsal, n’est pas représenté.
LD : Lobe droit, LG : lobe gauche

Pour chaque niveau, deux lames blanches sont confectionnées. Une lame est colorée a
I'nématoxyline-éosine (HE) et la seconde est traitée par réaction a I'acide périodique-Schiff
(APS).

4. Modalités d’analyse des échantillons

a. Analyse des dosages hormonaux
I. Dosages HPLC des hormones thyroidiennes T3, T4 (et rT3)

Les hormones thyroidiennes T3, T4 et rT3 sont dosées selon un protocole HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) couplé a de la spectrophotométrie de masse. Cette
technique d’analyse se base sur la séparation des différents composés de petite taille (< 2um)

d’un mélange, ici les hormones thyroidiennes T4, T3 et rT3 du plasma.

La phase mobile employée dans ce dosage est composée d’acétonitrile et d’eau acidifiée
selon un rapport de 40/60. La phase stationnaire est quant a elle constituée de la colonne Cortecs
« Waters Acquity UPLC BEH Shield RP18 1,7um ».
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La gamme aqueuse nécessaire a la calibration du dosage a été obtenue par solubilisation des
hormones thyroidiennes solides (T3, T4 et rT3) dans une solution d’EtOH a 60. Une courbe
étalon est réalisée en phase aqueuse avec des gammes de concentrations de respectivement O ;
3.125;6.25;12.5;25;50; 100 ; 200 ng/mL et : 0 ; 0.3125; 0.625 ; 1.25;2.5;5;10; 20
ng/mL pour T4 et T3/rT3.

Cette technique nécessite de précipiter les échantillons de sérum a ’aide de la solution
Standard Interne (SI), qui servira aussi de phase mobile. Le SI est constitué d’acetonitrile
acidifi¢é a 0,1% auxquels s’ajoutent les hormones thyroidiennes marqueées au 13C6 afin

d’obtenir les concentrations suivantes : 25 ng/mL en T4 et 2.5 ng/mL en T3 et rT3.

Les performances du dosage sont évaluées par 3 parameétres : la limite de détection (LOD), la
limite de quantification (LOQ) et la justesse évaluée avec des points de contrdle qualité (QC) a
au moins 3 concentrations différentes comprise dans la gamme étalon. La LOD représente la
limite de détection soit la plus petite concentration en analyte pouvant étre détectée mais non
quantifiable dans les conditions expérimentales. Cette valeur seuil équivaut & un pic qui aurait
une aire équivalente a 3 fois le bruit de fond du chromatogramme. La LOQ représente la limite
de quantification soit la plus petite concentration en analyte pouvant étre quantifiée avec une
incertitude acceptable (Coefficient de Variation < 20% et exactitude de 80%), La LOQ a été
validée a 3 ng/mL. La justesse correspond a 1’écart entre la concentration des QC obtenue

expérimentalement et la valeur nominale des QC qui doit &tre compris en 85% et 115%.

il. Dosage ELISA de TSH

La concentration en TSH est mesurée a I’aide d’un kit destiné a la mesure de TSH de sérum
de souris par technique immuno-enzymatique d’inhibition compétitive couplée a de la
spectrophotométrie (Cloud-Clone Corp. CEA463Mu 96). Le protocole détaillé est disponible

en Annexe 2.
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b. Analyses histologique et histomorphométrique

L analyse histologique conventionnelle des thyroides en microscopie photonique (Eclipse
50i, Nikon, Kobé, Japon) est effectuée par I’histologiste (N. Bourgés-Abella). L'observation
porte sur la structure des follicules (épithélium, colloide), du tissu interstitiel et la cytologie des
thyréocytes. L’évaluation de I'hyperplasie folliculaire diffuse est réalisée de maniére semi-
quantitative selon une grille de notation a 4 scores : 1 (légére), 2 (moderée), 3 (marquée) et 4

(severe) par rapport aux observations du groupe controle.

Une premiére lecture permet de sélectionner les niveaux de coupe de telle sorte que C1 est
la coupe la plus craniale, C3 est en position médiane et C5 est la coupe la plus caudale dans le
lobe thyroidien. Cette étape est facilitée par 1’estimation des différents niveaux (N1 a N5) sur
tissu fixé mais nécessite cependant un contréle microscopique. Il a fallu recouper des sections
au microtome car la coupe de niveau N5 n’était pas suffisamment caudale ou que 1’asymétrie
des lobes thyroidiens droit et gauche conduise a recouper spécifiquement C1, C3 et C5 pour

chacun d’eux.

L’analyse histomorphométrique est réalisée sur C1, C3 et C5 (Figure 24) pour chaque lobe
thyroidien. Les lames sélectionnées (HE et APS) sont numérisées (Hamamatsu, NanoZoomer
2.0-HT Whole Slide Imager) puis traitées a 1’aide du logiciel d’images FIJI-ImageJ.

Sur chaque image numérisée d’une coupe traitée a 1’APS, les lobes thyroidiens sont
détoures manuellement (a I’exclusion des parathyroides quand elles étaient visibles et de la
surface du hile) ce qui permet au logiciel d’image d’en calculer la surface (L. Mialon). Cette
opération est réalisée sur les lobes droit et gauche, ainsi que sur ’isthme le cas échéant. Les
follicules thyroidiens sont ensuite comptés manuellement. La densité folliculaire moyenne est

calculée selon la formule ci-dessous :
Densité folliculaire = nombre de follicules des 2 lobes/somme des 2 surfaces lobaires

Pour les coupes C3, la surface totale de chaque follicule ainsi que la surface occupée par la
colloide est mesurée au grossissement x20 (T.Banquet) (Figure 24). L’indice d’activité (IA)

est alors calculé selon la formule ci-dessous :

IA = (surface de I’épithélium folliculaire/surface de la colloide) x 100
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Surface folliculaire
(colloide + épithélium)

Surface colloide

Surface de I’épithélium =
Surface folliculaire — surface colloide

Figure 24 - lllustration de la méthode de mesure manuelle de I'indice d’activité.

La mesure des surfaces (follicules et colloide) concerne 1’ensemble des follicules
thyroidiens des groupes contrdles et traités 1 et 5 ppm. Pour les groupes traités 10 et 100 ppm,
les lésions d’hyperplasie marquée a sévere empéchaient le détourage des follicules et/ou de la
colloide. 1l a donc été décidé de mesurer seulement 20 1A (10 par lobe) pour ces groupes. Les
20 follicules pour lesquels I’indice d’activité est mesuré sont sélectionnes selon trois critéres :

- leur position centrale au sein du lobe

- la présence d’un épithélium simple

- la présence d’une membrane basale bien définie.

Pour ce faire, une image au grossissement x20 en position la plus centrale du lobe est
réalisée et 10 follicules présentant un épithélium simple et une lame basale bien définie sont
mesurés. Une représentation schématique des différentes mesures réalisées est présentée sur la
Figure 25. Les annexes 3 et 4 sont des exemples de mesures de densité folliculaire et d’indice

d’activité sur des coupes histologiques de cette étude.

‘ 5 coupes histologiques (N1 a N5) ‘

Mesure de |a surface des follicules et
des colloides = Indice d’activité
(T.Banquet)

Analyse histologique (N. Bourges)

Mesure des surfaces thyroidiennes
Sélection de C1, C3 et C5 +

(lames numérisées)

Nombre de follicules

(L.Mialon)

Figure 25 - Représentation schématique des mesures réalisées sur la thyroide.
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5. Analyse des résultats

Les résultats obtenus sont analysés a 1’aide du logiciel de biostatistiques R. Des analyses
de variance (ANOVA) et des comparaisons post-hoc (tests de Tukey) sont appliquées aux

concentrations des hormones thyroidiennes ainsi qu’aux mesures histomorphométriques.

L’ajustement des courbes de corrélation entre concentrations hormonales et mesures
histomorphométriques sont effectuées a partir des logiciels R et Excel selon des modéles
linéaires et non linéaires. Les paramétres des équations ont été déterminés selon la méthode des
moindres carrés. L’IC 50, ou concentration inhibitrice médiane, correspond a la concentration
en T4 pour laquelle la valeur de I’indice d’activité ou de la surface de la colloide est diminuée
de 50%.

B. Résultats

La structure histologique des thyroides d’'un méme groupe traité était homogene a 1’exception
celle de deux animaux, appartenant aux groupes 5 et 10 ppm respectivement. L’animal du
groupe 5 ppm présentait une lésion dégénérative congénitale et a été retiré de 1’étude. Une souris
du groupe 10 ppm présentait des valeurs totalement aberrantes de concentrations sériques en

T3 (outlier vérifi¢ statistiquement) et ont été retirées de 1’ensemble des analyses.

1. Animaux

Aucune anomalie clinique n’a été détectée chez les animaux, ni lors du suivi quotidien des
animaux, ni lors des observations détaillées bi-hebdomadaires (résultats non présentés). Une
souris du groupe 1 ppm est morte au cours de la ponction sanguine a J14. Toutes les données

de cet animal ont été exclues.
2. Poids et consommation alimentaire

Les pesées régulieres effectuées bi-hebdomadairement montrent une augmentation du poids des
souris au cours de I’expérimentation. Les poids entre les groupes ne sont cependant pas

statistiquement différents les uns des autres (résultats non présentés).
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La consommation alimentaire moyenne des souris n’est pas modifiée par la complémentation

en PTU dans I’aliment mis a part pour la plus haute dose (100 ppm) pour laquelle la

consommation tend a diminuer (environ 20%)

La consommation moyenne journaliere de PTU a été quantifiée (Tableau 1) et est trés bien

corrélée (test de Pearson r = 0.9989, p<0.001) a la quantité de PTU présente dans 1’aliment.

Tableau 1 : Consommation moyenne de PTU (en mg par kg de poids corporel par jour)

Groupe

Controle 1 ppm

5 ppm

10 ppm 100 ppm

Consommation en PTU
(en mg/kg de souris/j)

0 0,12

0,57

1,2 9,3

3. Concentrations hormonales

a. Concentration hormonale en T4

La cinétique de la concentration hormonale de T4 en fonction du temps (JO, J14 et J28) est

présentée Figure 26.

90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0

20.0

Concentration en T4 sérique en ng/ml

10.0

0.0
J0

ctrl

1 ppm

5 ppm
=@=10 ppm

e =@=100 ppm

kg k

% |

J14

128

Figure 26 - Evolution de la concentration moyenne et écart type (+t2SE) en hormone thyroidienne
T4 circulante des groupes contréle et traités au PTU en début d’étude (JO) puis apres 14 (J14) et 28
(J28) jours d’exposition.
* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001 par rapport au groupe contrdle (ctrl)
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Initialement, la concentration en T4 est homogeéne entre les différents groupes (p>0,05) puis
diminue au cours du temps pour I’ensemble des groupes traités (p<0,01). A J28, tous les groupes
traités ont une concentration en T4 inférieure a celle du groupe controle (p<0,05). A J14, dés la
dose de 5 ppm en PTU, on observe une différence significative de concentration en T4 par
rapport au controle (p<0,05). Bien que ce ne soit pas toujours significatif (1 ppm, J14), on

observe une diminution de T4 dose-dépendante & J14 ou J28.

Les groupes 1 et 5 ppm ont une concentration en T4 identique a J28. Le groupe 5 ppm n’est
pas significativement différent du groupe 10 ppm a J14, ni a J28 comme le montre la
comparaison des groupes 2 a 2 (Tableau 2). Le groupe 100 ppm présente la décroissance la plus
marquée (proche des valeurs non détectables) et la plus précoce. En effet a J14, la concentration

de T4 est déja trés faible et n’est pas différente de sa valeur a J28.

Tableau 2 : Comparaison des concentrations plasmatiques en T4 deux a deux avec la valeur de p
établie par un test de Tukey.

Concentration  Concentration = Valeur Concentration  Concentration = Valeur
en T4 (ng/ml)  enT4(ng/ml)  dep enT4 (ng/ml)  enT4(ng/ml)  dep
controle 1 ppm controéle 1 ppm
65,7+ 8,5 58,7 £ 6,6 p>0,05 56,0+ 11,6 28,8+ 4,6 ool
1 ppm 5 ppm 1ppm 5 ppm
58,7 £ 6,6 44,0+9,6 wx 28,8+46 25,7+£6,9 p>0,05
1 ppm 10 ppm 1 ppm 10 ppm
58,7 £ 6,6 289+119 el 28,8+4,6 132+73 **
1 ppm 100 ppm 1 ppm 100 ppm

AL 58,7+ 6,6 29+10 el J28 28,8+46 46+0,9 *
5 ppm 10 ppm 5 ppm 10 ppm
44,0+£9,6 289+119 p>0,05 25,7+£6,9 132+73 p>0,05
5 ppm 100 ppm 5 ppm 100 ppm
440+£9,6 29+10 el 25,7+£6,9 46x0,9 p>0,05
10 ppm 100 ppm 10 ppm 100 ppm
289+119 29+10 p>0,05 132+7,3 46+0,9 p>0,05

* p<0.05,**p<0,01, *** p<0.001
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b. Concentration hormonale en T3
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Figure 27 - Evolution de la concentration moyenne et écart type (+2SE) en hormone thyroidienne
T3 circulante des groupes controle et traités au PTU en début d’étude (JO) puis apres 14 (J14) et 28
(J28) jours d’exposition.

**p<0,01, *** p<0,001 résultats significativement différents du groupe controle (ctrl).
La souris B4 est exclue de ce dosage, considérée outlier

A J0, les différents groupes ont une concentration de 0,35 £ 0,1 ng/mL de T3 en moyenne.
A J14, seul le groupe 100 ppm a une concentration en T3 significativement diminuée (p<0,01),

mais retrouve des valeurs proches du groupe contréle a J28 (p>0,05).

Malgré des profils d’évolution différents a 1’issue du traitement, les différents groupes ont une
concentration en T3 statistiquement non différente du groupe contréle a 1’exception du groupe

10 ppm pour lequel la concentration en T3 est augmentée (p< 0,001) a J28 (Figure 27).

54



c. Concentration hormonale en TSH
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Figure 28 - Concentration moyenne et écart type (+2SE) en TSH plasmatique mesurée par dosage
ELISA a J28 en fonction de la dose de PTU.

A J28, la concentration en TSH est comparable entre groupe contrdle et groupes traités et est
comprise entre 40 et 60 ng/mL (p>0,05). Seul le groupe 100 ppm semble présenter une légére
augmentation de la TSH par rapport au groupe contrdle, mais de fagon non significative (Figure
28).

4. Analyse histologique

L’ensemble des thyroides d’un méme groupe présente des structures histologiques similaires a

I’exception d’une souris du groupe 5 ppm et d’une autre du groupe 10 ppm.

L’anomalie de la thyroide du groupe 5 ppm est une lésion de dysplasie folliculaire diffuse.
L’¢épithélium folliculaire est simple cylindrique a bi-stratifié ; les lumiéres folliculaires étant
souvent difficiles a visualiser. Les thyréocytes sont hypertrophiés a rapport nucléo-plasmique
tres faible, leur noyau est déplacé en position apicale, avec présence d’une vacuole
cytoplasmique éosinophile homogéne et de grande taille (Figure 29). La dysplasie folliculaire
diffuse est une lésion dégénérative, congeénitale, décrite dans la littérature (Brandli-baiocco et
al., 2018). C’est une lésion spontanée non associée a des modifications prolifératives de la

thyroide et donc a ne pas relier au traitement. Pour ces raisons, 1’animal a été retiré de 1’étude.
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Figure 29 - Photographies a des faibles grossissements (x1.32 et x 10) de la coupe histologique de la
Iésion de dysplasie folliculaire de 'animal du groupe 5 ppm (Hémalun-éosine)

Nous allons maintenant présenter les caractéristiques histologiques de chaque groupe tout en

incluant un tableau détaillant 1’analyse histologique (Annexe 5).
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a. Groupe controle

Les thyroides du groupe contrdle présentent une structure histologique normale avec des
follicules bordés en grande majorité par un épithélium simple cubique apalti, des lumiéres
folliculaires ovoides et relativement régulieres et une coloration intense de la colloide apres
réaction a I’APS (Figure 30).

Figure 30 - Photographie d’une coupe histologique de glande thyroide colorée a I’hémalun-éosine
d’une souris du groupe controle aux faible (x1.54) et moyen (x20) grossissements.

b. Groupe traité 1 ppm

Les thyroides du groupe traité 1 ppm présentent une structure histologique Iégerement modifiée
avec une hyperplasie folliculaire diffuse légere et une congestion Iégere a absente. Les lumieres
folliculaires sont ovoides et relativement réguliéres, I’épithélium folliculaire est simple cubique
avec des thyréocytes légérement hypertrophiés ; la colloide est bien mise en évidence par
I’APS. L’analyse a porté sur 7 thyroides suite a I’absence de la souris 6, morte a J14 comme

déja mentionné (Figure 31).
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Figure 31 - Photographie d’une coupe histologique de glande thyroide colorée a I’hémalun-éosine
d’une souris du groupe 1 ppm observée aux faible (x1.41) et moyen (x20) grossissements.

c. Groupe traité 5 ppm

Figure 32 - Photographie d’une coupe histologique de glande thyroide colorée a I’hémalun-éosine
d’une souris du groupe 5 ppm observée aux faible (x1.58) et moyen (x20) grossissements.
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Une hyperplasie folliculaire légere a modérée diffuse est observée sur I’ensemble des thyroides
du groupe. L’épithélium folliculaire est simple cubique avec des thyréocytes hypertrophiés
(hauteur doublée) ; présence de rares noyaux géants et bi-nucléation. La mise en évidence de la
colloide par I’APS n’est pas homogeéne pour ’ensemble des follicules mais les lumiéres

folliculaires restent présentes (Figure 32).

d. Groupe traité 10 ppm

Une hyperplasie folliculaire diffuse marquée est observée sur I’ensemble des thyroides du
groupe avec congestion légere a modérée dans le tissu interstitiel. Les follicules présentent un
épithélium simple cubique haut a cylindrique avec stratification épithéliale focale et présence
de rares projections papillaires. Les remaniements histologiques sont plus importants et se
caractérisent par des thyréocytes hypertrophiés présentant une anisocytose, une anisocaryose
modérée et une vacuolisation cytoplasmique légére et la présence de quelques plurinucléations.
Les lumiéres folliculaires sont irrégulicres, réduites. La colloide n’est pas révélée par I’APS et

apparait fortement résorbée voire absente (Figure 33).

Figure 33 - Photographie d’une coupe histologique de glande thyroide colorée a I’hémalun-éosine
d’une souris du groupe 10 ppm observée aux faible (x1.71) et moyen (x20) grossissements.
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e. Groupe traité 100 ppm

Une hyperplasie diffuse marquée a sévére ainsi qu’une congestion modérée du parenchyme
thyroidien est observée. Les follicules présentent un épithélium simple cylindrique haut avec
stratification épithéliale focale et quelques projections papillaires. Les remaniements
cytologiques des thyréocytes hypertrophiés sont importants avec anisocytose et anisocaryose
marquées, nombreuses cellules plurinucléées et vacuolisation cytoplasmique marquée. La
colloide est fortement résorbée voire absente ; la réaction a I’ APS est négative (Figure 34).

Figure 34 - Photographie d’une coupe histologique de glande thyroide colorée a I’lhémalun-éosine
d’une souris du groupe 100 ppm observée aux faible (x1.29) et moyen (x20) grossissements.

60



61

N.Ld 9p SOSOP SDIUAIDYIP Xne S9IAIDS(O aploJAy) e| ap sanbiSojoisiy suonediyipow sap ajjoanpets uoin|onl,| ap uonejuasaiday - g a4nSi4




5. Analyse morphométrique

a. Mesure macroscopique des lobes thyroidiens

3k %k %k
| I

M controle l1ppm HE5ppm MW10ppm MW100ppm

N w by U1
o o o o

Taille des lobes (en mm)
[
o

o
o

Figure 36 - Mesure moyenne des lobes thyroidiens et écart type (+2SE) a la loupe binoculaire en
fonction de la dose de PTU.
***p<0,001 avec le groupe contrdle

La taille des lobes thyroidiens augmente progressivement lorsque la dose en PTU augmente
bien que cela ne soit significatif qu’a partir de 10 ppm (p<0,001). Le groupe contréle et les
groupes traités 1 et 5 ppm ont des longueurs de lobes sensiblement équivalentes de 2.7 + 0,3
mm?2, La longueur des lobes est significativement augmentée pour le groupe 100 ppm (4.2 +0,3
mm?) (Figure 36).

b. Surface de coupe, nombre total de follicules et densité folliculaire

Les résultats de ’analyse histologique conventionnelle ayant montré que les observations
étaient identiques pour un groupe donné quel que soit le niveau de coupe, les analyses
histomorphométriques n’ont été réalisées que sur Cl, C3 et C5 qui correspondent
respectivement a I’apex proximal ou crénial, a la partie médiane et a I’apex distal ou caudal de

la glande thyroide.

Une premiére analyse statistique des résultats histomorphométriques n’a pas montré de
difference entre niveaux de coupe C1, C3 et C5. La coupe C3 a été sélectionnée car elle
présentait une densité folliculaire moyenne représentative de la valeur moyenne des trois coupes

histologiques (données non fournies).
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Figure 37 - Surface moyenne (+2SE) des lobes thyroidiens des coupes médianes en fonction de la
dose de PTU.
**p<0,01, ***p<0,001 en comparaison avec le groupe contrdle, test de Tukey

La surface moyenne des lobes thyroidiens augmente progressivement lorsque la dose en PTU
augmente, mais cela est significatif a partir de la dose de 10 ppm (p<0,01). Les groupes controle
et traités (1 et 5 ppm) ont des surfaces lobaires moyennes sensiblement équivalentes de 1.5 mm?
(p>0,05). Les thyroides du groupe traité 10 ppm ont une surface d’environ 2,2 (£ 0.2) mmz2
Cette surface est doublée pour le groupe 100 ppm (3.4 £ 0.5 mm?) (Figure 37).
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Figure 38 - Nombre moyen de follicules et écart type (+2SE) des coupes médianes en fonction de la
dose de PTU.

Le traitement au PTU n’a pas d’influence (p>0,05) sur le nombre de follicules thyroidiens

(valeur moyenne de 517 + 13 follicules comptés par coupe histologique médiane) (Figure 38).
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Figure 39 - Densité folliculaire moyenne (+2SE) de la coupe histologique médiane en fonction de la
dose de PTU administrée.
(*** p<0.001 avec le groupe contréle)

La décroissance progressive de la densité folliculaire pour la coupe C3 semble dose PTU
dépendante (Figure 39). Cette diminution devient significative pour les groupes 10 ppm (240 +
14 follicules/mm?) et 100 ppm (158 + 13 follicules/mm?2). Les groupes contréle, traités 1 et 5
ppm ont une densité folliculaire moyenne comprise entre 327 et 381 follicules/mma2. Le groupe
100 ppm présente la plus faible densité folliculaire soit prés de la moitié de la densité moyenne

des groupes contréle ou faibles doses (1 et 5 ppm).
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c. Surface folliculaire totale, surface colloide, surface épithéliale et indice
d’activité
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Figure 40 - Surface moyenne des follicules thyroidiens (+2SE) en fonction de la dose de PTU.
*** n<0.001 ; * p<0.05

La surface moyenne des follicules thyroidiens n’est pas différente entre le groupe controle
(2353 + 70 um2) et les groupes traités 1, 5 et 10 ppm. En revanche, le groupe 100 ppm présente
une surface folliculaire moyenne significativement plus élevee (3273 + 221 um2) que tous les
autres groupes (Figure 40).
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Figure 41 - Surface moyenne de la colloide (+2SE) des follicules thyroidiens en fonction de la dose

de PTU.
*** p<0.001 avec le groupe contrdle
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La surface moyenne de colloide des follicules thyroidiens des groupes traités est
significativement plus faible (p<0.001) que celle du groupe contrdle (1767 £ 62um?). La
diminution de la surface de colloide est significative pour I’ensemble des groupes traités. La
comparaison entre groupes traités ne montre pas de différence a 1I’exception de la comparaison

groupe 1 ppm vs groupe 10 ppm (Figure 41).
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Figure 42 - Surface moyenne épithéliale et écart-type (+2SE) des follicules thyroidiens en fonction
de la dose de PTU.
*** p<0.001 avec le groupe contréle

La surface moyenne épithéliale folliculaire de I’ensemble des groupes traités (des 1 ppm : 1416
+ 32um?), est significativement plus élevée (p<0.001) que celle du groupe contrdle (586 *
11pum?2) (Figure 42). L’étude statistique nous a aussi permis de constater que la surface

épithéliale était significativement différente entre chaque groupe traité deux a deux.
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Figure 43 - Indice d’activité moyen et écart-type (+2SE) des follicules thyroidiens en fonction de la
dose de PTU administrée.
*** p<0.001 avec le groupe controle

L’indice d’activité moyen des follicules des groupes traités est significativement plus élevé
(p<0.001) que celui du groupe contrdle (50,1 + 1,2%) (Figure 43). L’augmentation de 1’indice
d’activité est significative dés 1 ppm de PTU (204 + 5%). Les groupes traités peuvent se
regrouper en deux sous-groupes, les groupes 1 et 5 ppm, avec un indice d’activité intermédiaire
inférieur et significativement différent de celui des groupes 10 et 100 ppm présentant 1’indice
d’activité le plus élevé. Il semble néanmoins important de rappeler que, pour les groupes 10 et
100 ppm, la colloide n’était pas révélée par I’APS et que seule la lumiére folliculaire pouvait

étre mesurée.
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6. Corrélation entre données hormonales et histologiques

Les études de corrélation présentées ci-dessous ont été réalisées en regroupant les résultats de
I’ensemble des groupes (controle et traités) en fin d’étude a J28, seule date ou les prélevements
histologiques et les échantillons sanguins sont prélevés concomitamment. Les données
morphométriques portent sur la coupe histologique médiane C3. Les courbes de corrélations ne
sont pas pondérées par le nombre de follicules mesurées par individu. Aucune corrélation
significative n’a pu étre mise en évidence entre T3 ou TSH et les parametres morphométriques

(données non fournies).

a. Corrélation entre concentration hormonale en T4 et surface moyenne de
la colloide des follicules thyroidiens a J28
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Figure 44 - Evolution de la surface moyenne de colloide en fonction de la concentration en T4 a J28

L’étude de corrélation (Figure 44) montre que la surface de la colloide des follicules thyroidiens
est corrélée a la concentration en T4 a J28 (r = 0.94). L’IC50 de la courbe sigmoide se Situe a

37,6 ng/mL, ce qui correspond a des valeurs caractéristiques des groupes 1 et 5 ppm.
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b. Corrélation entre concentration hormonale en T4 et surface
moyenne épithéliale des follicules thyroidiens a ]28
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Figure 45 - Evolution de la surface moyenne épithéliale en fonction de la concentration en T4 a J28

L’étude de corrélation (Figure 45) montre que la surface de 1’épithélium des follicules
thyroidiens est inversement corrélée a la concentration en T4 a J28 selon une courbe

logarithmique (r = 0.85).
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c. Corrélation entre concentration hormonale en T4 et indice d’activité des
follicules thyroidiens a J28
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Figure 46 - Evolution de la moyenne de l'indice d’activité (1A) des follicules thyroidiens et de la
concentration hormonale moyenne en T4 en fonction de la dose de PTU a J28
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Figure 47 - Evolution de I'indice d’activité (1A) des follicules thyroidiens en fonction de la
concentration en T4 a J28

L’étude de corrélation (Figures 46 et 47) montre que I’indice d’activité des follicules
thyroidiens est inversement corrélé a la concentration en T4 a J28 (r = 0.86). L’IC50 de la
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courbe sigmoide se situe a 35 ng/mL pour 180% d’IA, ce qui correspond a des valeurs

caractéristiques des groupes 1 et 5 ppm.

d. Corrélation entre concentration hormonale en T4 a J28 et densité
folliculaire
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Figure 48 - Evolution de la moyenne de la densité folliculaire de la coupe histologique C3 et de la
concentration hormonale moyenne en T4 en fonction de la dose de PTU a J28
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Figure 49 - Evolution de la densité folliculaire moyenne en C3 en fonction de la concentration en T4
alJ28
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L’étude de corrélation (Figures 48 et 49) montre que la densité folliculaire est corrélée a la

concentration en T4 & J28 selon une courbe logarithmique (r = 0.86).

C. Discussion

Notre étude met en évidence pour la premiere fois les effets du PTU a des doses
croissantes sur les hormones thyroidiennes de facon corrélée avec les indicateurs
histomorphométriques dans une étude de toxicité par administration répétée pendant 28 jours
chez la souris. A notre connaissance, il s’agit d’un apport original et novateur. L’indice
d’activité des follicules thyroidiens est, chez la souris, un bon marqueur d’une
hypothyroxinémie et ce, des la plus faible dose en PTU de 1 ppm. Cette étude n’a cependant
pas pu déterminer si ’indice d’activité était un paramétre plus sensible et plus précoce que les
paramétres hormonaux. La densité folliculaire est un marqueur moins sensible — car modifié
uniquement aux doses fortes de PTU (10 et 100 ppm) — que la concentration en T4 ou I’indice
d’activité des follicules thyroidiens. Il s’agit néanmoins d’un parametre plus simple a mesurer

dans une étude toxicologique.

1. Le modéle souris traitt au PTU par voie alimentaire

Dans cette eétude chez la souris, les mesures de raffinement et de réduction ont été suivies
conformément aux recommandations européennes sur la protection des animaux utilisés a des
fins scientifiques (Directive n° 2010/63/UE). La souris est une espece pouvant étre utilisée dans
les études réglementaires de toxicité sur 28 jours, dans le cadre de I’évaluation du risque
sanitaire des produits chimiques ; notre étude est calquée sur la ligne directrice OCDE 407. Le
suivi de la consommation alimentaire et du poids individuel des souris a permis de s’assurer de
la prise alimentaire, un des paramétres permettant d’évaluer un état de bonne santé, ainsi que
de I’ingestion correcte du traitement anti-thyroidien. L’hypothyroidie est induite par 1’action
combinée du PTU, inhibant la TPO, et d’une déficience modérée en iode. Les doses de PTU

menant a des effets dits minimum, moyen et fort ont été définies sur la base de la littérature
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(Cooke et al., 1993 ; Gordon et al.,1997) et de deux études pilotes qui ont permis d’affiner la
gamme de concentrations. La mesure de 1’indice d’activité s’est concentrée sur la coupe
médiane qui apparait representative de I'ensemble du lobe (Bianco et al., 2014) thyroidien. A la
différence du rat, rongeur de laboratoire pour lequel la pharmacodynamie du PTU a été décrite
(Cooper et al.,, 2015; Halpern et al., 1983), la mesure des concentrations hormonales
thyroidiennes au cours d’un traitement au PTU est peu évaluée chez la souris. Dans la plupart
des études conduites dans cette espece, 1I’hypothyroidie est souvent induite avec une dose
unique de PTU (par exemple, 500 ppm via I’alimentation, associ¢ a un régime normo-iodé
(Silva & Giusti-Paiva, 2015)).

2. Diminution de T4 dose-dépendante

En accord avec la littérature et les descriptions chez le rat (Cooper et al., 2015), nous
avons observe chez la souris une diminution de T4 dose dépendante des 1 ppm de PTU dans
I’aliment. La diminution des concentrations en T4 au cours de I’expérimentation s’explique par
le mode d’action du PTU : son action inhibitrice sur la TPO entraine une chute de la production
de T4 de facon dose dépendante (Akmal & Kung, 2014; Cooke, et al., 1993; Gordon et al.,
1997; Halpern et al., 1983; Mellert, et al., 2003; Nambiar et al., 2014). Ainsi, une diminution
de la thyroxinémie a été observée : légére pour le groupe 1 ppm de PTU (de I’ordre de 18%),
et severe pour le groupe 100 ppm avec, pour certains échantillons, des concentrations de T4
proches des seuils de détection. Dans notre étude, la diminution graduelle de la concentration
en T4 des J14 pour les groupes traités traduit 1’installation d’une hypothyroidie progressive au
cours du temps. Pour le groupe forte dose (100 ppm), la synthese des hormones thyroidiennes
semble bloguée trés précocement conduisant a un épuisement des réserves en T4 dés J14,

expliquant des valeurs de thyroxine tres faibles.

Dans notre étude, T4 est plus sensible que T3 puisque I’évolution des concentrations en
T3 ne montre pas une diminution dose PTU-dépendante. Ces résultats sont en désaccord avec
des travaux réalisés chez le rat ou T3 diminue bien que cette baisse demeure moins marquée
que celle de la concentration en T4 (Cooper et al., 2015; Gordon et al., 1997; Hood, et al , 1999
a; Silva & Giusti-Paiva, 2015). L expérience de Hood (1999) montre d’ailleurs une diminution
de T3 dés 14 jours de traitement avec des doses de PTU de 30 ppm. Comme évoqué

précédement, T3 constitue la forme active des hormones thyroidiennes iodées. Hormis sa
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production par la glande thyroide (qui constitue environ 30% de T3 plasmatique), les enzymes
DIO 1 et 2 assurent la conversion de T4 en T3 dans les tissus. Les activités deiodinases sont
étroitement liées aux niveaux d’hormones thyroidiennes circulantes : DIO1 est stimulée par des
concentrations élevees en T3 alors que ce sont des niveaux faibles en hormones thyroidiennes
qui augmentent la conversion de T4 en T3 par DIO2. L’influence du PTU et des concentrations
en hormones thyroidiennes sur les désiodases est un mécanisme étudié principalement chez le
rat. Chez ce dernier, il apparait qu’une exposition au PTU conduit a une inhibition de 50% de
la conversion de T4 en T3 (Larsen et al., 2002). DIO1 est donc fortement inhibée par le PTU
alors que DIO2 y serait insensible (Nguyen, et al, 1998; Oppenheimer, et al., 1972). Il est alors
raisonnable de supposer que DIO2 est activée par I’hypothyroidie induite par le PTU
(diminution de la T4 drastique), assurant un maintien de la concentration de T3 intracellulaire
et sérique. Des différences interspécifiques sur le fonctionnement de ces enzymes sont aussi a

envisager.

Le profil particulier du groupe 100 ppm avec des valeurs de T3 inférieures au groupe
contrdle a J14, suggeérerait que les mécanismes a la base de la diminution des concentrations en
hormones thyroidiennes sont mis en place dés 14 jours de traitement a cette dose, puis ensuite
compensée a J28 avec une concentration en T3 voisine de sa valeur a JO. Cette modification
pourrait s’expliquer par un phénoméne de compensation du métabolisme thyroidien qui
privilégie le déstockage des hormones thyroidiennes contenues dans la colloide et aussi par
I’augmentation de I’activité des enzymes désiodinases afin de convertir T4 en sa forme active.
Cependant, en complément des dosages réalisés dans cette étude, un dosage direct (par RIA ou
HPLC) ou indirect (par mesure de larT3, et du rapport rT3/T3 au cours du temps (Visser, 1994)
des enzymes DIO1 et DIO2 aurait permis de connaitre I’effet du PTU sur ces enzymes clé du

métabolisme thyroidien.

Malgré les doses croissantes de PTU, et la diminution des concentrations en thyroxine,
les concentrations en TSH demeurent constantes dans cette étude alors que chez le rat, le
traitement au PTU est associé a une augmentation de la TSH (Chen et al., 2018; Mellert et al.,
2003; Nambiar et al., 2014). Dans une précédente étude chez le rat (Cooper et al., 2015)
travaillant avec des doses de PTU identiques aux notres et administrés aux animaux dans 1’eau
de boisson, une augmentation de la TSH, mesurée par technique ELISA, est mise en évidence
des 1 ppm. Une baisse de la concentration plasmatique en hormones thyroidiennes n’est pas

assez spécifique d’un état hypothyroidien car elle peut étre le résultat d’une pseudo-
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hypothyroidie en réponse a une maladie intercurrente. Elle doit obligatoirement étre associée a
une augmentation de la TSH afin de marquer la chronicité du déficit en hormones thyroidiennes.
L’association « baisse de T4 , augmentation de TSH » est donc un marqueur tres spécifique
d’hypothyroidie (Gurnell, 2013). L hypothyroidie induite par le PTU est ici primaire et
supposée subclinique car la T3 reste dans des valeurs physiologiques normales, sans
modification de la TSH. Or, I’hypertrophie des thyréocytes de I’ensemble des groupes traités
est le témoin d’une activation de la glande thyroidienne par la TSH. Les résultats obtenus ici
sont donc vraisemblablement imputables a une technique de dosage de la TSH inappropriée.
En effet, la gamme étalon établie par le kit de dosage de TSH était inadaptée pour des études
in-vivo ; le pool d’échantillons de I’expérience présentait des concentrations en TSH inférieures
a la valeur basse du dosage alors que les études in-vitro mesurent des concentrations en TSH
supérieures. Bien que la linéarité du dosage ait été vérifiée, par dilution de la gamme étalon, et
la concentration de TSH mesurée une seconde fois avec la gamme étalon diluée, montrant des

résultats similaires, ce dosage apparait difficilement interprétable.

A la lumiere des résultats observés, il apparait que le dosage de la thyroxine par méthode
HPLC est un bon marqueur pour détecter des variations de concentration de T4 méme faibles.
En effet, aprés 28 jours de traitement, le groupe traité pour une dose en PTU faible (1 ppm), est
statistiquement différent du groupe controle. Il apparait également que ce dosage peut étre
réalisé dés 14 jours de traitement et permet d’identifier des modifications de T4 chez des
groupes traités PTU de 5 ppm. Néanmoins, le dosage de la TSH, bien qu’il ne montre pas de
variations significatives dans notre étude, demeure indispensable pour définir une

hypothyroidie subclinique, et permettre de grader la sévérité de I’hypothyroidie.

3. Lésion d’hyperplasie folliculaire diffuse de 1la thyroide

Au niveau histologique, une 1ésion d’hyperplasie folliculaire diffuse est observée chez
les animaux traités, d’intensité variable selon les groupes. L'hyperplasie diffuse est
généralement une réponse a une stimulation chronique. Pour des faibles doses de PTU (1 ppm
et 5 ppm), ’hyperplasie est 1égere mais le tissu glandulaire est plus activé que chez le groupe
controle comme le montre 1I’hypertrophie des thyréocytes. Ces résultats sont en accord avec les
résultats d’études précédentes réalisées chez le Rat (Hood et al., 1999a, Nambiar et al., 2014)

pour lesquelles 1I’hyperplasie folliculaire est observée chez I’ensemble des animaux traités des
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0.08 mg/kg/j. Pour les plus fortes doses (10 ppm et 100 ppm), les Iésions d’hyperplasie
folliculaire diffuse sont marquées a sévéres. L hyperplasie diffuse est intimement liée a un état
hypothyroidien car elle est le résultat d’un déficit chronique en hormones thyroidiennes T4 et
T3 (Chen et al., 2018). Elle peut cependant étre rencontrée chez des souris contrdles a une
fréquence d’environ 1% (Ward et al., 1979). Dans notre etude, une hyperplasie marquée est
observée a la dose de 10 ppm, alors que dans 1’étude de Ferreira (2007) réalisée également sur
modele murin, une hyperplasie modérée a sévére est observée a la dose de 1000 ppm. La
vacuolisation cytoplasmique a aussi été décrite a de plus hautes doses (Ferreira et al., 2007) et
la congestion du tissu interstitiel inter-folliculaire s’expliquerait par une exposition longue et
continue a de fortes concentrations de PTU (Hardisty & Boorman, 1999). L'hypertrophie et
I'nyperplasie se produisent souvent ensemble et sont généralement dues a une augmentation de

la concentration de la TSH circulante (Bréandli-baiocco et al., 2018).

4. Indice d’activité, densité folliculaire et corrélations avec la baisse de T4

Notre étude a permis, de facon novatrice, de corréler les modifications hormonales aux
parameétres histomorphométriques, avec des mesures originales qui n’avaient jamais été
publiées chez la souris antérieurement. Les études histomorphométriques de la glande thyroide
des rongeurs, comme évoqué en introduction, sont rares dans la littérature et se résument a deux
études réalisées chez le rat (Delverdier et al., 1991, Yi et al, 1998) et une chez la souris Swiss
(Ferreira et al., 2007). Les parametres mesurés, a savoir la densité folliculaire et les surfaces
folliculaires n’ont jamais fait 1’objet de publication antérieure chez le modele murin. Dans notre
étude, les mesures ont été intégralement manuelles en raison de la difficulté de différencier
I”épithélium folliculaire et de limiter précisément la colloide par analyse d’image. En se référant
au groupe de travail de ’association américaine de la thyroide (Bianco et al., 2014), il est
cependant conseillé d’utiliser une technique semi-automatique a 1’aide d’un analyseur d’image.
Cette recommandation s’appuie sur une ancienne étude (Kmiec et al., 1998) décrivant une
méthode relativement lourde a mettre en place. Dans notre étude, les mesures des surfaces
folliculaires ont été réalisées sur la totalité des follicules thyroidiens d’un lobe a I’exception des
thyroides des groupes traités fortes doses 10 ppm et 100 ppm pour lesquelles les lésions
hyperplasiques étaient déja marquées et empéchaient le détourage des follicules et/ou de la

colloide. Le choix des follicules thyroidiens mesurés pour ces groupes traités représente
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cependant un biais dépendant de I’opérateur. De la méme fagon, le choix d’éliminer les macro-
follicules (Delverdier et al., 1991) en raison d’un état fonctionnel inactif peut constituer un biais

de sélection.

L’indice d’activit¢ des follicules thyroidiens est un bon marqueur de 1’état
hypothyroidien et ce, méme pour les faibles doses de PTU, a savoir 1 ppm. Les résultats des
calculs de surface de 1’épithélium folliculaire et de colloide suggérent que I’augmentation de
I’TA est due a la fois a I’augmentation significative de la hauteur du thyréocyte (p<0.001) et de
la diminution de la surface de colloide (p<0.001) entre groupes traités et groupe témoin. En
effet, soumis a une stimulation prolongée a de fortes concentrations de TSH, le rythme
d’endocytose de la colloide peut étre supérieur a sa synthése, entrainant une déplétion
progressive de la colloide (Hardisty & Boorman, 1999). L’augmentation de la hauteur des
thyréocytes (hypertrophie) traduit une hyperactivité de la glande (Delverdier et al., 1991). Les
résultats observés dans notre étude pour le groupe traité forte dose (100 ppm) concernant la
hauteur de 1’épithélium folliculaire et le pourcentage de tissu épithélial sont comparables a ceux
de Delverdier et al. (1991) (200 ppm de PTU) chez le rat. Ils sont aussi comparables a ceux de

Ferreira (2007) concernant la hauteur de 1’épithélium folliculaire chez la souris.

Dans notre étude, la densité folliculaire apparait étre un bon marqueur d’hypothyroidie
pour les fortes doses de PTU (10 et 100 ppm). La diminution observée a ces deux doses est
identique quel que soit le niveau de coupe transversale (apicales ou médiane), démontrant une
homogénéité de ce parametre dans I’ensemble de 1’organe. Ces résultats suggérent que la
mesure de la densité folliculaire sur une coupe médiane de thyroide est suffisante pour
renseigner sur la densité folliculaire du lobe thyroidien dans son ensemble. Les résultats
concernant la différence de taille et de nombre des follicules thyroidiens entre les groupes ont
montré que la diminution de la densité folliculaire observée a fortes doses de PTU (10 et 100
ppm) est due a I’augmentation de la taille des follicules et non de leur nombre. Cette observation
est en accord avec ’hyperplasie diffuse épithéliale marquée a sévere constatée a I’évaluation
microscopique pour les groupes traités 10 et 100 ppm. L’augmentation de la surface des lobes
thyroidiens pour les fortes doses de PTU est la conséquence de I’hyperplasie et de la congestion
modérée a marquée de I’organe. La mesure de la densité folliculaire présente 1’avantage d’étre
Un parametre simple et rapide a évaluer dans une étude toxicologique en plus d’étre bien corrélé

alamesure de T4. L’indice d’activité semble néanmoins un marqueur histologique plus sensible
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que la densité folliculaire car celui-ci est augmenté des la faible dose (1ppm). 1l est aussi plus

sensible que la simple mesure macroscopique de I’organe.

La concentration sérique en T4 a J28 et I’indice d’activité histomorphométrique des
follicules thyroidiens sont deux marqueurs d’état d’hypothyroidie, et ce, dés la plus faible dose
de PTU de 1 ppm. Une analyse statistique montre que ces deux paramétres sont inversement
corrélés, une baisse de la concentration en T4 étant corrélé a une augmentation de 1’indice
d’activité c’est-a-dire a une hyperplasie folliculaire et une dilution/absence de colloide. Le
schéma physiopathologique reconnu est que, le déficit en hormones thyroidiennes induit par le
PTU est responsable d'une hypersécrétion de TSH par diminution du rétrocontrdle négatif de
T4 sur la TSH. En retour, I’hyperstimulation par la TSH entraine une accelération de la
dynamique cellulaire de la thyroide qui se traduit par une apparence histologique caractéristique
d’une hyperactivité (Delverdier et al., 1991). Comme déja évoqué, dans notre étude, la non-
augmentation de la TSH est peut-étre due a un dosage inadapté. Il est donc difficile de se
prononcer sur ce parametre biologique. Ceci est regrettable car les concentrations de TSH sont
tres utilisees en toxicologie réglementaire et investigations cliniques pour déceler une

perturbation thyroidienne.

5. Bilan et Perspectives

La mesure de concentration en T4 sérique associée a un calcul d’IA semble étre pertinent
pour distinguer des perturbations de la fonction thyroidienne a faible dose, ce qui constitue un
outil précieux dans 1I’évaluation des perturbateurs endocriniens. Dans la théorie ou la corrélation
entre T4 et IA permet 1’obtention d’une courbe sigmoide, il est envisageable que
I’histomorphométrie soit plus adaptée pour détecter de faibles effets sur les concentrations
hormonales (dont les perturbateurs endocriniens sont responsables). Afin d’apporter des
précisions sur de faibles modifications de T4, une expérimentation avec des doses de PTU
inférieure a 1 ppm devrait étre réalisée. Cependant, dans le cadre d’une exposition au PTU par
voie alimentaire, la dose la plus faible réalisable techniquement est de 1 ppm. A des doses
inférieures, la composition en PTU de ’aliment n’est plus homogeéne, ce qui complique la
maitrise de la dose ingérée. Afin de confirmer la plus grande sensibilité de T4 et d’IA, le méme
type d’¢étude peut étre réalisée, mais en faisant intervenir cette fois une autre molécule de

référence dont le mode d’action différe du PTU, dans le but de mimer des modes d’actions
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différents pouvant s’apparenter a ceux des perturbateurs endocriniens. Le perchlorate, un
inhibiteur compétitif du NIS n’agissant pas sur la TPO, peut étre considéré comme un bon
candidat, bien que d’autres molécules ayant une action sur les enzymes hépatiques de
déiodation soient aussi envisageables. Enfin, seule la réalisation de ces travaux avec un
perturbateur de la fonction thyroidienne permettra de valider cette hypothese. Toutefois cela
n’est envisageable que si la détermination de I’indice d’activité est automatisable. Le marquage
spécifique de I’épithélium peut permettre au logiciel de traitement d’image de différencier plus
facilement ce composant et ainsi de mesurer sa surface, permettant un gain de temps
considérable. Par ailleurs, il aurait été intéressant d’observer la structure histologique des
thyroides des 14 jours d’exposition au PTU afin de comparer aux profils hormonaux a cette
date. En effet, a J14, la concentration en T4 ne permettait pas encore de discriminer le groupe
contrdle et le groupe traité a 1 ppm. Cependant, cela aurait nécessité le double d’animaux ce
qui est éthiguement discutable et en contradiction avec la regle des 3Rs (Directive n°
2010/63/UE, 2010).
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CONCLUSION

Face aux enjeux que représentent les perturbateurs endocriniens aujourd’hui, les études

toxicologiques se doivent d’étre de plus en plus rigoureuses. En effet, des pesticides jugés
dangereux ont ét¢ mis sur le marché et sont actuellement au cceur de débats quant a leur
réglementation. La mise au point de nouvelles méthodes visant a obtenir une meilleure

évaluation de leurs effets sur la fonction thyroidienne est nécessaire.

Dans cette ¢tude, la mesure de 1’indice d’activité se trouve étre un bon marqueur de
I’hyperplasie folliculaire diffuse induite par le PTU. En effet, I’augmentation de la hauteur des
thyréocytes et la déplétion de colloide sont caractéristiques d’une hyperplasie folliculaire
diffuse. L'histomorphométrie semble ainsi constituer un outil utile pour I'évaluation des
altérations morphologiques de la glande thyroide dans une étude toxicologique. Il s’agit d’une
méthode simple et objective permettant de quantifier des modifications histologiques

susceptibles d'étre provoquées par les perturbateurs endocriniens.

L’histomorphométrie reste néanmoins chronophage si elle est réalisée manuellement sur
I’ensemble des follicules d’un lobe thyroidien et nécessite le sacrifice des animaux. Il s’agit des
principaux inconvénients de cette technique en comparaison avec la mesure des concentrations
hormonales. Les profils hormonaux présentent toutefois une variation individuelle qui peut étre
marquée, et dans le cas des perturbateurs endocriniens ce sont des variations méme minimes
des concentrations de ces hormones qui sont recherchées. Il serait donc d’intérét de standardiser

I’analyse morphométrique en mettant en évidence 1’épithélium folliculaire de fagon spécifique.
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ANNEXES

Annexe 1 - Recommandation de POECD (TG 407) pour P’évaluation réglementaire in

vivo des perturbateurs endocriniens

Endpoints recommended for the detection of endocrine disrupters (EDs) in TG 407

Mandatory endpoints Optional endpoints
Weight

- Testes - Ovaries

- Epididymides - Uterus, including cervix

- Adrenals - Thyroid

- Prostate + seminal vesicles with coagulating
glands

Histopathology

- Gonads: - Vaginal smears
- Testes and - Male mammary glands
- Ovaries - Pituitary
- ACCessory sex organs :
- Epididymuides,
- Prostate + seminal wvesicle with
coagulating glands
- Uterus, including cervix
- Adrenal
- Thyroid
- Vagina
Hormones measurement

- Circulating levels of T3, T4

- Circulating levels of TSH
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Annexe 2 - Protocole dosage TSH Kit ELISA Cloud-Clone Corp.

Réf KIT : Cloud-Clone Corp. CEA463Mu 96 tests ELISA for TSH

1- Ramener les réactifs et échantillons a T°C ambiante (18-25°C) avant usage. Sortir le nombre
de «strips » et la quantité de réactif suffisants et replacer les autres a T°C de stockage

2- Reconstituer le STANDARD avec 1mL de diluant a Standard ; laisser 10 minutes a T°C
ambiante, agiter avec précaution. [solution stock] = 12000 pg/mL

Point de gamme
(pg/mi) 600 300 150 100 80 40 20
Volume de
« Standard
Diluent » (L) 950 500 500 250 100 300 300
50 de
R 500 de 300 de
Volume solution solution a solution a 509 de sol 500 de sola | 400 desol a 309 de sol sol a 40
12000 a300 a80
(uL) 600 150 pg/mL | 100 pg/mL pg/mL
pg/mL pg/mL pg/mL
pg/mL
Dilution 1:20 12 12 1:15 1:1.25 12 12

Le point O sera composeé de « Standard Diluent » a 100%

3-

4-

O-

10-

11-

Detection Reagent A et B : homogénéiser au vortex puis diluer 100 fois avec,
respectivement, Assay Diluent A et B afin d’obtenir les solutions de travail.

Diluer 20mL de Wash solution (30X) avec 580mL d’eau déionisée ou eau bi-distillée pour
préparer 600mL de Wash Solution a 1X

Echantillons : estimer en amont la concentration des échantillons a doser ; si besoin diluer
dans du PBS

Préparer les puits ; faire un plan de plaques :

Par ex : Puit 1A : blanc ; puits 1B a 2A: gamme (50uL) ; autres puits : échantillons (50pL) ;
dernier puit : blanc

Ensuite, ajouter immédiatement 50uL de solution de travail de Detection Reagent A dans
chaque puit. Agiter, avec un agitateur de plaque de préférence, recouvrir la plaque avec le
sealer puis incuber 1H a 37°C

Aspirer la solution et laver avec 350 pL de Wash Solution 1X (avec une multi-pipettes ou
autre). Laisser 1-2 minutes. Ensuite enlever le liquide de ringage completement en
« Tapant » la plaque contre un papier absorbant ; répéter 3 fois toute I’opération

Ajouter 100uL de solution de travail de Detection Reagent B dans chaque puit. Sceller la
plaque puis incuber 30 minutes & 37°C

Procéder a I’étape de lavage comme indiqué en 9- ; 5 fois

Ajouter 90uL de Substrate Solution (= TMB) dans chaque puit, avec cone stérile. Sceller la
plaque ; incuber 10-20 minutes & 37°C (NE PAS DEPASSER 30 min) en protégeant de la
lumiere ; le liquide va virer au bleu
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12- Ajouter 50uL de Stop Solution dans chaque puit ; le liquide va alors virer au jaune. Agiter
en tapotant avec les doigts sur les bords de la boite

13- Enlever toute trace de liquide, d’empreinte, etc... puis placer la plaque dans le
spectrophotomeétre pour une lecture a 450 nm
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Annexe 3 — Mesure de la densité folliculaire de la coupe médiane du lobe droit d’une

souris du groupe contrdle (coloration PAS).
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Annexe 4 — Mesure de Pindice d’activité de quelques follicules thyroidiens.

La colloide et le follicule sont détourés manuellement au grossissement x20 (coloration PAS)
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Auteurs : BANQUET Thibaud et MIALON Lise

Titre : Comparaison des marqueurs hormonaux et histomorphométriques chez la souris dans un modéle
d’hypothyroidie aprés 28 jours de traitement au Propyl-n-6-ThioUracile (PTU) par voie alimentaire

Résumé :

Face aux enjeux que représentent les perturbateurs endocriniens aujourd’hui, de nouvelles méthodes sont a I’étude
afin de réaliser une meilleure évaluation de la fonction thyroidienne. Le but de cette étude in vivo est de comparer
les paramétres hormonaux (T4, T3, TSH) aux paramétres histomorphométriques de la thyroide (indice d’activité
et densité folliculaire) pour différents niveaux d’hypothyroidie induite par le propylthiouracile (PTU). Pendant 28
jours, des souris ont été exposées au PTU par voie alimentaire a des concentrations de 1, 5, 10 et 100 ppm (soit
des dosesde 0,12 ;0,57 ; 1,2 ; 9,3 mg/kg/j). Les résultats suggérent que le traitement au PTU induit une diminution
de T4 dose-dépendante, corrélée a une augmentation de I’indice d’activité. La mesure de I’indice d’activité se
révele étre plus sensible que la mesure de la densité folliculaire. Cependant, aucune différence de sensibilité n’a
pu étre mise en évidence entre la mesure de T4 et 1’évaluation de I’indice d’activité.

Mots-clés :  PTU, hypothyroidie, indice d’activité, souris, histologie, perturbateurs endocriniens,
histomorphométrie, T4, T3, TSH

Authors : BANQUET Thibaud, MIALON Lise

Title : Hypothyroidism model comparing hormone levels and histomorphometry measurements in mice for 28
days treatment by Propyl-n-6-ThioUracil (PTU) in diet.

Abstract :

Endocrine disruptors are of high concern regarding human health, requiring acurate investigation for thyroid
function. The aim of this in vivo study was to compare hormonal levels (T4, T3 and TSH) to thyroid
histomorphometry measurements (activity index and follicular density) regarding their sensibility for a gradual
hypothyroidism induced by propylthiouracil (PTU). During 28 days, 8 weeks-old mice were exposed to PTU (1,
5, 10 et 100 ppm) in the diet (equivalent to 0,12 ; 0,57 ; 1,2 ; 9,3 mg/kg bw/day. T4 showed significant dose-
response with treatment, in relation with an increased activity index. Regarding histomorphometry analyses,
activity index measurement was the most sensitive method. However, no difference in sensitivity could be found
between T4 and activity index measurements.

Key Words: PTU, hypothyroidism, activity index, mouse, histology, endocrine disruptors, histomorphometry, T4,
T3, TSH



