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>Les humains et la faune sauvage sont tres
largement exposés a des molécules chimiques
issues de I'activité humaine et notamment aux
perturbateurs endocriniens environnementaux
(PEE) suspectés d’altérer la reproduction
masculine. Lorsque [I’exposition aux PEE
a lieu pendant la période périnatale (feetus,
nouveau-né, enfance), les altérations
sont irréversibles suggérant une origine
développementale de cette pathologie. A
I’heure actuelle, de nombreuses données
épidémiologiques et expérimentales sont en
faveur de ce concept. Cette revue est un synopsis
des mécanismes épigénétiques (méthylation de
’ADN, remodelage de la chromatine, petits ARN
non-codants) supportant cette hypothése. <

Les humains et la faune sauvage sont tres largement
exposés a des molécules chimiques issues de I'acti-
vité humaine. La recherche de ces molécules dans les
fluides corporels a identifié des niveaux détectables
chez une large proportion d’individus [34] (=»). Chez
les femmes enceintes, on détecte (=) Voir la Synthese
jusqu’a une douzaine de perturba-  ge B. Le Magueresse
teurs endocriniens environnemen-  etal., page 51
taux [1] suggérant que le foetus decenuméro

puisse étre exposé a un grand nombre de ces molécules.
C’est a I"issue d’une conférence, organisée a I'initiative
de Theo Colborn en 1991, que nait la notion de pertur-
bateurs endocriniens environnementaux (PEE), publiée
dans I"appel Wingspread [2]. Un PEE est défini comme
un « agent exogene qui interfere avec la synthese, la
sécrétion, le transport, la liaison, I'action ou I’élimi-
nation des hormones présentes dans notre corps, hor-
mones maintenant ’homéostasie, la reproduction, le
développement et/ou le comportement » [3]. €n 2010,
plus de 1 000 molécules commercialisées ont été recen-
sées comme ayant une activité de PEE avérée ou poten-
tielle. Durant la décennie 1990, les données sur I’action
des PEE étaient éparses et insuffisamment structurées,
donnant prise a des controverses. Depuis les années
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développement feetal et néonatal ont
été longtemps considérées comme
strictement sous le contrdle du pro-

gramme génétique et il semblait peu
probable que I"environnement puisse en modifier le cours. Depuis les
études de D.J. Barker, il est maintenant clair que I’organisme en déve-
loppement est plastique et que I’environnement affecte son devenir
et sa santé a I’dge adulte (DOHaD [5]) bousculant ainsi I’axiome
prévalent jusqu’alors qui stipulait que les maladies cardiovasculaires
de I'adulte découlaient des habitudes de vie avec une contribution de
facteurs génétiques. Le concept de DOHaD s’applique maintenant a
d’autres maladies de I'adulte dont I’infertilité masculine. 15 a 20 %
des couples présentent des difficultés a concevoir [6] (=P).
Uinfertilité masculine est impliquée dans plus de () Voir fe numéro

la moitié des infertilités du couple. thématique

Dans certaines régions francaises (régions Aqui- Cellules germinales
et infertilité male,
m/s n° 5, vol. 28,
mai 2012

taine et Midi-Pyrénées), jusqu’a 40 % des hommes
jeunes présentent une altération de la qualité du
sperme, ce qui réduit leur chance de devenir pere
[7]. Outre le mode de vie (stress, alcool, tabac, obésité, sédentarité!)

! La sédentarité accroit la température des gonades via une station assise prolongée.
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et les infections génito-urinaires, des causes de type environnemental
sont suspectées d’induire une modification de la fertilité. &n effet,
IYincidence des anomalies spermatiques a progressé tres rapidement
ces derniéres années, et leur fréquente association avec d’autres
pathologies (cancer testiculaire, malformation du tractus génital)
suggerent une origine commune ; ces pathologies ont été regroupées
sous le terme de syndrome de dysgénésie testiculaire (SDT) [8]. Ce
syndrome de dysgénésie testiculaire pourrait étre « programmé » par
une exposition développementale (feetale, néonatale, puberté) a des
PEE estrogénomimétiques ou antiandrogéniques.

Exposition périnatale aux perturbateurs endocriniens
environnementaux et pathologies de la reproduction
masculine

Chez ’homme adulte, des études épidémiologiques ont associé la
notion d’exposition aux perturbateurs endocriniens environnementaux,
via le taux de ces derniers dans 'urine ou le sperme, et I’infertilité
[9]. Par exemple, des taux élevés d’hydrocarbures aromatiques poly-
cycliques (issus des pollutions automobile et industrielle) dans les
urines sont associés a I'infertilité masculine liée @ une augmentation
des dommages a I’ADN des spermatozoides [10]. Une exposition pro-
fessionnelle au bisphénol A (BPA)? est associée & des altérations hor-
monales (diminution de la testostérone), voire spermatiques (diminu-
tion du nombre de spermatozoides, de leur vitalité et de leur mobilité)
méme si certaines données sont contradictoires [11]. Si les éléments
concernant les conséquences d’une exposition périnatale sur les fonc-
tions de reproduction sont plus difficiles a colliger compte tenu de la
latence de plusieurs décennies précédant la survenue de la patholo-
gie, plusieurs facteurs de risque incombant a la mére et susceptibles
d’affecter la fonction de reproduction de sa descendance mdle ont
toutefois été identifiés : tabagisme, patch de nicotine, consommation
d’alcool, régime végétarien strict de la mere et faible poids du feetus
pour I’dge gestationnel. Le tabagisme maternel pendant la grossesse
(> 19 cigarettes par jour) engendre des défauts de développement
testiculaire de Ienfant madle se traduisant par une diminution du
nombre de spermatozoides [12] ; la consommation d’alcool (5 verres
par semaine ou plus) au cours de la grossesse est associée a un fort
taux de cryptorchidie® [13] ; la nutrition maternelle durant la gros-
sesse influencerait également les parameétres spermatiques de la
descendance mdle [14]. Concernant les perturbateurs endocriniens,
les hommes ayant été exposés pendant la période feetale @ un estro-
génomimétique, le diéthylstilbestrol (prescrit en France jusqu’en 1977,
pour prévenir les fausses couches) (=¥), pré- () Voir la Synthese
de B. Le Magueresse

etal., page 51
de ce numéro

sentent plus fréquemment des malformations du
tractus génital, une cryptorchidie et une baisse
du nombre de spermatozoides [15]. Enfin, une
exposition au paracétamol lors de la grossesse (plus de 2 semaines

2 Le bisphénol A (4,4’-dihydroxy-2,2-diphénylpropane) est une molécule de synthése utilisée dans la
fabrication de polycarbonates et de résines époxydes.

¥ La cryptorchidie, ou testicule non descendu, correspond @ I’absence du testicule dans la bourse.
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pendant les deux premiers trimestres) exposerait aussi
a un risque accru de cryptorchidie [16].

L'expérimentation animale a permis de démontrer le
lien causal entre I’exposition aux perturbateurs endo-
criniens (antiandrogeéne et/ou estrogénomimétique)
et le syndrome de dysgénésie testiculaire (Tableau /).
Par exemple, une apoptose accrue des cellules ger-
minales mdles, observée aprés exposition aux PEE, a
été reliée a une détérioration du signal androgénique
[17]. Selon leur activité, les PEE exerceraient leur
action néfaste au cours de fenétres de vulnérabilité
différentes :
particulier des jours 14 a 19 de la gestation chez le
rat) et période néonatale pour les estrogénomimé-

gestation pour les antiandrogénes (en

tiques [11, 18]. La projection de ces données chez
I’étre humain indique qu’a partir de la 7¢ semaine de
gestation et jusqu’a la puberté, I'individu est trés sen-
sible aux PEE. Les modeles expérimentaux ont égale-
ment permis d’établir que I’exposition périnatale aux
PEE induit des Iésions irréversibles de la spermatoge-
nése (diminution du nombre de spermatozoides), alors
que ces mémes altérations sont réversibles (pour des
doses faibles de PEE) chez I'adulte [19]. €En somme,
I’exposition périnatale (in utero et/ou néonatale)
chez le rongeur a des substances susceptibles d’étre
toxiques, est un bon outil pour identifier leur acti-
vité perturbatrice endocrinienne, le développement
testiculaire du rat male étant tres proche de celui de
I’lhomme. Les modeles expérimentaux de rongeurs sont
pertinents pour I'analyse de la toxicité chez ’homme
et toutes les altérations observées dans le syn-
drome de dysgénésie testiculaire’ ont été reproduites,
excepté le cancer testiculaire.

Programmation feetale
de P’infertilité masculine :
mécanismes d’action épigénétiques

La plasticité de I"organisme en développement est
assurée par un ensemble de protéines ou molécules
(appelées effecteurs épigénétiques) qui modifient
I’expression des genes sans altérer la séquence de
I’ADN génomique. Trois mécanismes interviennent : la
méthylation de I’ADN, les modifications des histones,
protéines chaperons de I’ADN, et des régulations via
des petits ARN non codants (microARN, endosiARN
[endogenously produced small interfering RNA], piARN
[piwi interacting RNA]) [33]. Malgré I’absence de

“Le syndrome de dysgénésie testiculaire (en anglais, testicular dysgenesis syndrome
ou TDS) associe des malformations urogénitales et, a I'dge adulte, une mauvaise
qualité du sperme et une augmentation de risque de cancer du testicule.



Impact sur la santé humaine

Infertilité,
{ taux de testostérone

d taux de testostérone,

d nombre de spermatozoides

d nombre et de la qualité des spermatozoides,
4 fertilité,

0 hypospadias,

0 cryptorchidie

d taux de testostérone, altération

de la spermatogenése

Composés Activité Usage
PEE
Diphényles polychlorés Anti A Fluide diélectrique dans les transformateurs
(pcB) et condensateurs, additif de peinture
Dioxines €2 Déchets d’incinération, de blanchiment
du papier, de la fabrication de certains
pesticides
Bisphénol A (BPA) €2 Utilisé pour la production de résines
polyacrylates, polyesters, époxy pour
la production de plastique. Entre dans
la composition des résines dentaires
Phtalates Anti A Entrent dans la composition de plastiques,
solvants pour les encres, emballages
alimentaires, cosmétiques
Méthoxychlore Anti A, €2 Pesticide
Dichlorodiphényl €2 Pesticide retiré du marché mais polluant
trichloroéthane (DDT) persistant
Vinclozoline Anti A Fongicide
Flutamide Anti A Médicament
(Estradiol benzoate €2 Médicament

ou 173 éthinyl cestradiol

0 apoptose des spermatozoides,
4 mobilité

) cryptorchidie

{ distance anogénitale,
0 cryptorchidie et apoptose des cellules germinales

{ distance anogénitale,
0 cryptorchidie et apoptose des cellules germinales

{ taux testostérone intra-testiculaire,
0 cryptorchidie et altérations de la spermatogeneése

Tableau I. Effets de I’exposition périnatale des perturbateurs endocriniens environnementaux (PEE) sur la reproduction mdle. Anti A : antiandro-

geéne ; £2 : cestrogénomimétique (pour revue, voir [32]).

modification de la séquence de I’ADN génomique, certaines altéra-
tions touchant ces effecteurs épigénétiques peuvent se transmettre a
la génération suivante, en particulier lorsque les

=) Voir la Synthe
cellules germinales sont affectées [20] (=9). () Voir la Synthése

de C. Junien et al.,
page 35 de ce numéro

Méthylation de I’ADN

Chez les mammiferes, ce processus correspond a la méthylation
en 5 d’une cytosine située dans un dinucléotide CG présent dans
une séquence d’ADN. Il influence la transcription des genes. Cette
réaction de méthylation est catalysée par des ADN méthyltransfé-
rases (DNMT). €n général, I’hyperméthylation au niveau du promo-
teur d’un géne est associée a une diminution de sa transcription.
Chez le feetus, les profils de méthylation génomique sont « repro-
grammés », en particulier dans les cellules germinales, faisant de
cette période une fenétre de grande sensibilité pour I’épigénome
(=»).

Des anomalies de la méthylation de I’ADN ont

(=») Voir la Synthese
de C. Junien et al.,
été identifiées chez des patients infertiles : Ppage 35 de ce numéro

14 % présentent un patron de méthylation anormal de I’empreinte
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paternelle (locus H19 et MEG3®) et 20 % de I"empreinte
maternelle (locus MEST, PEG3, KCNQI, SNRPN) [21].
Dans les modeles expérimentaux de souris, le lien entre
anomalies de méthylation et syndrome de dysgénésie
testiculaire a été caractérisé. Ainsi, une exposition
des meres gestantes a la vinclozoline, un fongicide
fréquemment utilisé dans I’industrie viticole, provoque
in utero des anomalies histologiques des tubes sémi-
niféres et une infertilité totale (par mort — apoptose —
des cellules germinales) de la descendance mdle tou-
chant les générations suivantes jusqu’'a F4 [18]. Chez
ces animaux, des centaines de génes testiculaires sont
différentiellement exprimés selon les altérations de
profils de méthylation induites, dont plusieurs génes
impliqués dans le développement testiculaire (Sry,
Vanin, Fgf9, Amh) [22]. Aprés exposition, on observe

¥ MEG3 : maternally expressed 3 ; MEST : mesoderm specific transcript ; PEG3 : pater-
nally expressed 3 ; KCNQL : opposite strand/antisense transcript 1 ; SNRPN : small
nuclear ribonucleoprotein polypeptide N.
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en fait une altération du profil global de méthylation de I’ADN ainsi
qu'une diminution de la méthylation au niveau de promoteurs des
geénes a empreinte paternelle (H19, Meg3) et une augmentation de
méthylation des génes & empreinte maternelle (Mest, Snrpn, Peg3),
comme rapporté dans I'infertilité masculine. altération du profil
de méthylation aurait pour origine la diminution d’expression des
méthyltransférases (DNMT) dans le testicule [23]. Les effets, lors
d’une exposition feetale a la vinclozoline, sur le profil de méthy-
lation semblent étre transgénérationnels de F1 a F4 [24], méme
si d’autres études n’ont pas réussi a confirmer ces données [18].
’exposition néonatale au bisphénol A (BPA) induit, quant & elle, une
hyperméthylation du promoteur des genes codant les récepteurs des
cestrogenes dans le testicule adulte qui est directement liée a une
augmentation des taux d’ADN méthyltransférases 3a et 3b [25]. Les
méthyltransférases semblent étre un élément critique dans les méca-
nismes d’action des perturbateurs endocriniens puisque des défauts
de leur expression sont également retrouvés dans d’autres modeles,
tels que celui de souris exposées en période périnatale a du di-
2-(éthylhexyl) phtalate [26] ou bien aux alkylphénols [27]. In vitro,
les alkylphénols inhibent I’expression de la DNMT3 dans des lignées de
cancer testiculaire, DNMT3 étant connue pour controler la méthyla-
tion du promoteur des récepteurs des cestrogénes [27]. Ces défauts
de méthylation pourraient faire le lien entre exposition aux pertur-
bateurs endocriniens cestrogéniques et cancers testiculaires. Enfin,
I’exposition néonatale a un cestrogénomimétique pharmacologique
(Pcestradiol benzoate) met en évidence le lien entre anomalie de la
méthylation de I’ADN et phénotype testiculaire puisque la diminution
des DNMT observée dans le testicule adulte induit une hypométhy-
lation du génome, notamment du géne codant le facteur HSF1 (heat
shock factor protein 1) dont I’augmentation d’expression provoque
une apoptose massive des cellules germinales testiculaires [28].

Modifications des histones et remodelage de la chromatine

Les acides aminés de la queue amino-terminale des histones peuvent
étre modifiés par méthylation, acétylation, phosphorylation, ubi-
quitylation ou sumoylation. Ces modifications, et les informations
qu’elles véhiculent, sont appelées le code histone. La méthylation est
la modification la plus fréquente. Elle est sous le contrdle des histones
méthyltransférases (par exemple : G9a) et est généralement associée
a une répression de la transcription des genes ciblés. G9a contrdle la
spermatogenése. Sa perte de fonction entraine en effet une apoptose
massive des cellules germinales lors de la méiose. Ainsi, des souris
mdles exposées en période néonatale au diéthylstilbestrol (DES)®
présentent, a I’dge adulte, une apoptose chronique des cellules ger-
minales qui est associée a une diminution de I"expression de G9a [29].
Le DES exercerait ses effets déléteres par I’entremise du récepteur
nucléaire NROB2 (nuclear receptor subfamily 0, group B, member 2).
La conséquence étant que NROB2 diminue la méthylation des histones

¢ Le diéthylstilbestrol (DES) (Distilbene®) est une hormone de synthése prescrite aux femmes en France
entre 1950 et 1977 pendant leur grossesse pour prévenir les fausses couches.
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(H3K9), empéchant ainsi le bon déroulement de la
méiose et aboutissant a la mort des cellules germi-
nales [29]. Enfin, exposition néonatale a I'estradiol
benzoate induit dans le testicule adulte une diminution
de I’histone méthyltransférase €ZH2 (enhancer of zeste
2 polycomb repressive complex 2 subunit) et donc de
la méthylation des histones que celle-ci régule. Cette
modification du code histone induirait ’apoptose chro-
nique des cellules germinales adultes (Siddeek et al.,
en préparation).

ARN non codants

Les petits ARN non codants sont des ARN ayant une taille
de 21 a 30 nucléotides, ne codant pour aucune protéine
mais impliqués dans la régulation de I’expression
génique [35] (=). €n particulier,

les microARN (ou miARN) régulent (=) Voir la Synthése

de T. Pedrazzini,
m/s n° 4, mars 2015,
page 261

de trés nombreuses fonctions cel-
lulaires (prolifération, différen-
ciation, apoptose). Certains miARN
sont exclusivement ou préférentiellement exprimés
au niveau du testicule. A ce niveau, ils jouent un rdle
crucial dans la maturation de la lignée germinale et
le controle de la fertilité masculine, I'expression d’au
moins 7 miARN (miR-34c-5p, miR-122, miR-146b-5p,
miR-181a, miR-374b, miR-509-5p, miR-513a-5p) étant
en effet altérée dans Pinfertilité
masculine [30, 31] (=¥).

Récemment, les différents méca-

(=») Voir le numéro
thématique
Cellules germinales
et infertilité male,
m/s n° 5, vol. 28,
mai 2012

nismes induits par des perturba-
teurs endocriniens entre 'effec-
teur épigénétique (miR-29) et le
phénotype (infertilité) ont été décryptés, identifiant
ainsi un épiphénotype. Ainsi, I’exposition néonatale a
I’cestrogénomimétique, estradiol benzoate, provoque
chez I'animal adulte, par un mécanisme non encore
élucidé, une augmentation de ’expression des miR-
29. Celle-ci induit une diminution d’expression des
DNMT (3A, 3B et 1), ce qui se traduit par une hypomé-
thylation du génome et en particulier du rétrotrans-
poson Line-1 (long interspersed element-1). ’hypo-
méthylation de Line-1 augmente son expression ce
qui induit une instabilité chromosomique des cellules
germinales males et leur apoptose. De plus, I'aug-
mentation d’expression de miR-29 induit également
une diminution du facteur anti-apoptotique MCL-1
(myeloid cell leukemia 1), autre cause d’apoptose
accrue des gametes mdles [23]. €nfin, un élément
remarquable est I’augmentation d’expression des
miR-29 dans le tissu testiculaire mais également le
sang des animaux, ce qui suggere I'utilisation possible



de ces microARN comme nouveaux outils non invasifs dans le suivi et
la prise en charge de I’infertilité [28].

Conclusions et perspectives

Cette derniére décennie a permis de grandes avancées dans la com-
préhension des mécanismes impliqués dans la programmation péri-
natale de I'infertilité masculine par les perturbateurs endocriniens
(Pe€) [32]. Néanmoins, deux grandes questions restent posées :
(1) la plupart des études expérimentales ont été réalisées avec un
seul PEE, utilisé a des doses souvent supérieures a la dose d’expo-
sition humaine (excepté pour le bisphénol A). Il faut rappeler que
les humains ne sont pas exposés a un seul PEE mais a un ensemble
de substances, avec pour conséquence une additivité ou méme une
potentialisation des effets des PEE méme si la dose de chacun est,
prise individuellement, sans effet. Les prochains défis sont donc
d’analyser in vivo les effets des mélanges a faibles doses et de
déterminer leurs mécanismes d’action épigénétique. Plusieurs effec-
teurs épigénétiques identifiés — les petits ARN non codants dont les
miARN — pourraient étre des outils non invasifs d’exploration de la
spermatogenese car leur taux sanguin est le reflet des altérations
tissulaires. €n effet, la conservation inter-espéces des petits ARN
non codants est un élément de réponse a la question de la perti-
nence, chez "homme, des effets toxiques observés chez I’animal. Ils
offriraient, ainsi, de nouveaux outils intéressants pour le diagnostic
et la prise en charge en toxicologie et pathologie humaine. (2) Ces
données pourraient remettre en question les concepts de la toxico-
logie classique. €n effet, a I’heure actuelle, les effets a long terme
d’une exposition périnatale (par exemple la programmation déve-
loppementale d’une pathologie adulte) ne sont pas pleinement éva-
lués. Il est tout a fait possible que la réponse a ces questions puisse
ouvrir sur de nouveaux paradigmes de la toxicologie des perturba-
teurs endocriniens, peut-étre généralisables a tous les toxiques. ¢

SUMMARY

Developmental and environnemental origin of male infertility:

role of endocrine disruptors

Human and wildlife exposure to chemicals is thought to be extensive
and particularly to endocrine-disrupting chemicals (€DCs) suspected
to alter male reproductive tract. When the exposure occurs during
perinatal period (fetal, neonatal periods or puberty) the reproductive
health alterations are irreversible suggesting a developmental origin to
male infertility. This concept is supported by numerous epidemiologic
and experimental studies. This review summarizes the data concerning
the epigenetic mechanisms (DNA methylation, chromatin remodelling,
small-non coding RNAs) involved in developmentally-induced male
infertility. These data open potentially to new diagnosis tools and new
trails to assessment of €DCs risks. ¢
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cet article.
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