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AVANT PROPOS

On observe depuis plusieurs années, dans les populations occidentales, une augmentation
de l'apparition de pathologies liées au systeme de reproduction chez I'Homme. Les
pathologies liées au systeme de reproduction male ont d'ailleurs été regroupées sous le
terme de «syndrome de dysgénésie testiculaire ». Plusieurs études suggerent que
I'apparition de ce syndrome pourrait étre due a la présence de plus en plus importante des

polluants environnementaux dans notre vie quotidienne.

En effet, plusieurs produits utilisés en tant que plastifiants dans des objets de consommation
courante sont incriminés en tant que perturbateurs endocriniens. Les perturbateurs
endocriniens sont des composés chimigues capables d’interférer avec les hormones
naturelles et d’en altérer la fonction. Parmi les plastifiants les plus produits dans le monde, le
bisphénol A et les phtalates font I'objet de nombreuses études concernant leurs caractéeres
toxigues dans différents organes, et notamment dans les organes de la fonction de

reproduction.

Les polluants environnementaux et particulierement les bisphénol A et les phtalates, font
'objet de multiples débats, dans les milieux scientifiques, politiques et également dans
'opinion publique. Des questions d'un intérét publique majeur sont posées: A quelles
concentrations sommes nous exposés ? Quelles sont les doses nocives ? Quels sont les
effets des perturbateurs endocriniens sur notre santé ? Comment agissent ces perturbateurs

endocriniens dans I'organisme?

Le but de ce travail de thése est d’apporter quelques éléments de réponse a ces questions
importantes que toute personne, scientifigue ou non, peut se poser a I'évocation de
potentiels effets néfastes de ces plastifiants. Afin de répondre au mieux a ces questions,
notre étude s’est focalisée sur un organe, le testicule, a une période de développement

particulierement sensible aux déreglements hormonaux, la période feetale.

Mon étude s’est développée autour de trois espéces de mammiféres. D’'une part le rat et la
souris, qui sont les modéles classiques d’études expérimentales dans le domaine de la
toxicologie, et d'autre part le modéle humain. Grace a une collaboration établie depuis
plusieurs années entre notre laboratoire et le service de gynécologie-obstétrique de I'Hopital
Antoine Béclére, nous avons la possibilité d’'effectuer nos études sur les gonades de fcetus
issus d'interruptions volontaires de grossesse réalisées au premier trimestre de gestation.

Pendant cette période du développement de l'individu, se mettent en place les premieres
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structures du systéme de reproduction. C’est en période foetale qu'apparaissent les cellules
germinales qui, a I'dge adulte, se différencieront en gametes fonctionnels, capables
d’assurer la reproduction de Il'espéce. Ces cellules subissent plusieurs étapes de
différenciation, grace au soutien des cellules somatiques, les cellules de Sertoli et les
cellules de Leydig. Les cellules somatiques possédent plusieurs fonctions, principalement
endocrines, qui permettent le développement des cellules germinales et des caractéres
sexuels primaires et secondaires. La perturbation par un élément exogéne des interactions
établies en période foetale entre ces trois types cellulaires peut avoir des répercussions

importantes sur la fonction de reproduction a I'dge adulte.

Le développement des gonades chez 'Homme posséde de nombreuses similitudes avec
celui de la souris et du rat. Ainsi, grace au modeéle de culture organotypique de testicule
foetal développé dans notre laboratoire, nous avons réalisé nos expérimentations dans les
mémes conditions et a la méme période de développement a la fois chez 'Homme et chez

les rongeurs.
Les résultats de cette thése seront présentés en trois parties :

Dans un premier article publié dans la revue « PLoS One », nous avons démontré les effets
différentiels du bisphénol A et du diéthylstilbestrol dans le testicule foetal chez 'Homme, le

rat et la souris.

Une deuxiéme partie des résultats est consacrée aux données non publiées concernant les
effets du bisphénol A sur la stéroidogenese, la gamétogenese et les modifications

transcriptionnelles induites dans le testicule fcetal.

Enfin, la troisieme partie concerne un article en cours d’écriture a propos des mécanismes
impliqués dans I'effet pro-apoptotique des phtalates dans les cellules germinales males chez
la souris. En effet, des études effectuées antérieurement au laboratoire ont clairement mis
en évidence l'effet délétere d'un phtalate, le MEHP (mono-2-éthyl-hexyl phtalate) sur les
cellules germinales foetales méles a la fois chez la souris et chez 'THomme. Désormais, notre

but est de comprendre les mécanismes d’'action impliqués.

A la fin de mon manuscrit, dans la partie « Annexes », j'ai inclus deux articles dont je suis co-

auteur, mais par souci de clarté, j'ai décidé de ne pas les inclure dans mes résultats.
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Principe de la différenciation sexuelle
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Figure 1: Différenciation du tractus uro-génital ch ez les mammiféres.

Avant la détermination sexuelle de la gonade, le mésonoéphros contient le canal de Wolff et le canal
de Miiller. Apres la différenciation gonadique, les cellules somatiques testiculaires (cellules de Sertoli
et cellules de Leydig), vont sécréter de 'AMH et de la testostérone qui va entrainer respectivement la
dégradation du canal de Muller et le maintien du canal de Wolff. Chez la femelle, en absence d’AMH

et de testostérone, le canal de Wolff va régresser et le canal de Miller va se développer et se
différencier.
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|. Développement testiculaire

Au cours du développement embryonnaire, une cascade d’événements se produisant dans
les tissus primordiaux permet d’aboutir a la formation d'une gonade fonctionnelle, qui a I'age
adulte sera capable de produire les gamétes permettant d’assurer la pérennité de I'espéce.
L’étape primordiale, qui déterminera le sexe de l'individu est la fécondation en elle-méme, ou
sera apporté le chromosome X ou Y paternel, qui induira le développement d’'un individu
phénotypiquement méle ou femelle. Chez le méle, les étapes se succedent, de la formation
d'une gonade bipotentielle a sa différenciation en testicule sous linfluence de différents
génes et notamment le gene Sry, porté par le chromosome Y. Ces genes permettront la
différenciation des différents types cellulaires composant le testicule. Ces cellules, par leurs
réles dans la structure et par leurs fonctions endocrines, vont permettre un développement
testiculaire complet, aboutissant a la production de gameétes fonctionnels. Ce chapitre est

consacré aux données concernant le développement faetal du testicule.

|.A. Crétes génitales et formation de la gonade bip  otentielle

Au cours du développement embryonnaire, la premiére étape dans la formation du systéeme
de reproduction est le développement des crétes génitales. Le mésoderme intermédiaire, qui
compose une grande partie de la cavité ccelomique est divisé en 3 parties : le pronéphros, le
mésonéphros et le métanéphros. Le pronéphros formera les glandes surrénales primaires et
le métanéphros sera le support du développement des reins. C’est a partir du mésonéphros
que se différencieront les voies génitales males (canaux de Wolff) ou femelles (canaux de
Muller). Au moment de sa formation, autour de la 4°™ semaine de gestation (SG) chez
I’'Homme et des 10 jours post-coitum (jpc) chez la souris (George et Wilson 1994, Olaso and
Habert, 2000), la créte génitale constitue une gonade bipotentielle, composée de cellules
précurseurs ayant la capacité de se diriger vers la voie méale ou vers la voie femelle. Chez
’'Homme, ce stade indifférencié dure environ 7 a 10 jours (Jirasek, 1971a, Rabinovici and
Jaffe, 1990).

Selon le sexe génétique de lindividu, seule une des deux structures prendra forme (Josso,
1970, Jost et Magre 1993). Chez le male, les canaux de Mdller régressent, sous l'influence
de I'AMH (anti-Mullerian hormone) sécrétée par les cellules de Sertoli et les canaux de Wolff

se développent, grace a la testostérone sécrétée par les cellules de Leydig, et vont former le
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canal déférent, les vésicules séminales et I'épididyme (Jost and Magre, 1993, George and
Wilson, 1994) (Fig. 1).

Les signaux cellulaires responsables de la différenciation vers la voie méle ou femelle ne
sont pas encore totalement décrits, cependant, certains genes sont connus pour avoir des
rbles majeurs dans cette différenciation. Certains génes tels que Emx2 (empty spiracle
homeobox 2), Sf-1 (steroidogenic factor-1), Wt-1 (Wilm’s tumor 1), Lhx9 (LIM homeobox 9)
ou Gata4 jouent d'abord un rbdle dans la formation de la gonade bipotentielle, et sont
également important par la suite pour la différenciation méale (Barrionuevo et al., 2012) (Fig.
2) (Tableau 1).

Cbx2 wil
\? )/ Lhx9
Sfl
U Emx2
Créte urogénitale Gonade bipotentielle
10,5 jpc 11,5 jpc

Figure 2 : Génes impliqués dans la formation de la gonade bipotentielle.

SF-1 joue un réle fondamental dans la formation de la gonade bipotentielle, sous le contrble de

plusieurs facteurs de transcription et autres protéines de régulation.

Le gene Sf-1 (ou NR5A1) code pour un récepteur orphelin de la superfamille des récepteurs
nucléaires. Il posséde un rdle fondamental dans la formation de la gonade bipotentielle des
la 7°™ semaine de gestation chez 'Homme (Biason-Lauber, 2010). Chez la souris, une
invalidation du géne entraine un défaut de développement des gonades ainsi que des
glandes surrénales. Les gonades se développent jusqu’a 11,5 jpc, puis dégénérent (Luo et
al., 1994). Sf-1 joue aussi un réle particulier dans la différenciation du testicule, ce role sera

décrit plus loin.

Wt-1 code pour un facteur de transcription dont l'invalidation est associée aux tumeurs de
Wilms du rein embryonnaire (Haber et al., 1990). Ce gene est exprimé des les premieres
étapes de la formation de la gonade bipotentielle, dans les tissus mésodermiques
embryonnaires. Sa mutation chez 'lHomme se caractérise par une dysgénésie gonadique
(maintien des canaux de Miuller et féminisation des caracteres sexuels primaires et

secondaires) (Meacham et al., 1991, Veitia et al., 2001). Chez la souris, comme en absence
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de Sf-1, linvalidation de Wt-1 entraine une dégénérescence des gonades a 11,5 jpc
(Kreidberg et al., 1993).

Lhx9 code également pour un facteur de transcription. Il présente chez la souris un profil
d’expression similaire a celui de Sf-1 et serait capable de lier le promoteur de Sf-1. Son
invalidation chez la souris induit une absence de prolifération des cellules somatiques (Birk
et al., 2009).

Cbx2 (chromobox homolog 2) appartient a la famille des protéines « Polycomb », capables
de former des complexes liant la chromatine et permettant ainsi de réguler le niveau de
transcription de certains génes. Si Cbx2 semble jouer un rdle dans le niveau d’expression de
Sf-1 (Katoh-Fukui et al., 2005), son implication directe n'est pas établie. Sa mutation chez
’'Homme induit une réversion sexuelle complete des individus XY (Biason-Lauber et al.,
2009).

Emx2 est un gene a homeobox, dont I'invalidation entraine un défaut de développement de

I'épithélium coelomique et du mésonéphros (Miyamoto et al., 1997).

Chromosome Molecular Human Mouse
(Human) defect Male phenotype Male phenotype
No urogenital tract
Emx2 10g26.1 LOF Normal (?) g
No gonads
No gonads
Lhx9 1g31.q32 LOF NR .
4249 Mullerian ducts
- Ambigous or female .
Wil 11p3 LOF external genitalia No urogenital tract
. No gonads
- Dysgenetic gonads
- Gonads : Ovaries 50%,
Testis+Ovary 25%,
Undefined 25%
- Ovaries with oocytes - Internal genitalia: Female
I 1 0,
Cbx2 17925 LOF - Female external genitalia (Bipartite uterus_) 75%,
o Male (Monopartite Uterus
Mllerian + + Deferens) 25%
- External genitalia: Male
16%, Female 33%,
Intersex 50%

Tableau 1 : Genes impliqués dans la formation de la

gonade bipotentielle

Leur localisation chromosomique chez 'Homme est spécifiée. Les phénotypes observés aprés
mutation chez I'Homme ou invalidation chez la souris sont indiqués. (LOF, loss of function ; NR, not

reported) (D’aprés Biason-Lauber et al., 2010)
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Figure 3 : Génes impliqués dans la différenciation
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sexuelle male et leurs interactions

A : La différenciation de la gonade bipotentielle en testicule s’effectue sous l'influence de Sry, régulé

par Sf-1 et Cbx2. Sry et Sf-1 vont induire I'expression de Sox9 qui permettra le maintien des

caractéres males. La différenciation femelle se fait par la voie Wn4t/B-caténine. B : Le maintien des

caractéres de différenciation méale se déroule grace a Sox9 qui maintien son expression par auto-

régulation et sous linfluence de Fgf9, Pgd2 (prostaglandine D2), et Sf-1. Cette cascade permet

I'expression de 'AMH dans les cellules de Sertoli (D’aprés Biason-Lauber et al., 2010).
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|.B. Différenciation sexuelle male

I.B.1. Le géne Sry
La notion de détermination sexuelle liée au chromosome Y émerge dans les années 50,

avec les premieres études caryotypiques réalisées sur des individus XXY ou XO (Ford et al.,
1959, Jacobs and Strong, 1959). C'est a cette période qu’apparait la notion de Testis
Determining Factor (TDF), qui serait présent sur ce chromosome. Des années plus tard, par
des études de translocations chromosomiques chez des individus femmes XY et hommes
XX, le « TDF » est localisé prés de la région post-autosomale du bras court du chromosome
Y, et le gene Sry (sex-determining region of Y chromosome) est isolé (Palmer et al., 1989,
Gubbay et al., 1990). Chez la souris, plusieurs études ont permis de démontrer que le géne
Sry est nécessaire et suffisant a [linduction du développement d'un individu
phénotypiquement male (Koopman et al., 1991, Gubbay et al., 1990). Sry est exprimé dans
la créte génitale juste avant la formation des cordons séminiféres, dés le début de la 6°™
semaine de gestation chez 'Homme et dés 10,5 jpc chez la souris. Il connait ensuite un pic
d’expression aux alentours du 44°™ jpc chez 'Homme et & 11,5 jpc chez la souris. Son
expression est maintenue chez I'Homme aprés la différenciation testiculaire jusqu’a I'age
adulte (Hanley et al., 2000, Salas-Cortes et al., 1999), alors que chez la souris, son
expression n'est que transitoire au cours du développement, son expression diminue autour
de 12 jpc jusqu’a devenir indétectable (Taketo et al., 2005, Sekido and Lovell-Badge, 2009,
Lovell-Badge, 1993). Sry est un géne constitué d’'un seul exon et codant pour une protéine
contenant un domaine conservé, appelé boite HMG (high mobility group). Ce domaine
permet la liaison a 'ADN ce qui suggére une fonction de facteur de transcription pour cette
protéine (Lovell-Badge, 1992). Ainsi, son expression transitoire dans la gonade fcetale
murine serait suffisante a [linduction d’'une cascade de génes responsables de la
masculinisation de la gonade. Quelgue soit sa composition chromosomique, la présence du
géne Sry permet le développement d'un phénotypge méle, comme le démontrent les
expériences de Koopman et al. réalisées sur des embryons XX, devenus phénotypiquement
males aprés micro-injection de la séquence promotrice et du géne Sry (Koopman et al.,
1991).
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Chromosome Molecular Human Mouse
(Human) defect male phenotype male phenotype
- Dysgenetic testes
- Mulleri Dysgenetic testes
Sty Yp11.3 LOF Mullerian + ysge
- Female or ambigous external Mllerian +
genitalia
Sox9 17q24.3-q25.1 LOF - Dy'/.sge_netlc testes No urogenital tract
- Mullerian +/- No gonads
- Dysgenetic or absent testes
SfL/NR5AL 9933 LOF - Female or ambiguous external | oot onads
genitalia
- Mallerian +
- Dysgenetic testes
Dmrtl 9q24.3 LOE - Fe_mqle or ambiguous external NR
genitalia
- Mllerian +/-
Dax Xp21.3-p21.2 LOF Normal Impaired spermatogenesis
- Dysgenetic testes
Duplication - Fe_ma}le or ambiguous external NR
genitalia
- Mllerian +/-
- Dysgenetic testes . .
Dhh 12g13.1 LOF 4 g ! o Impaired spermatogenesis
- Ambigous genitalia
- Dysgenetic testes
Atrx Xq13 LOE - Amblgous or male external NR
genitalia
- Mallerian NR
- Dysgenetic testes Disruption normal
_— . o testicular vasculature and
wnt4 1p35 Duplication - Arpblg_ous external genitalia function, but does not lead
- Millerian + to an XY sex-reversed
- Dysgenetic testes
TSPYL1 6022-923 LOF - Ambigous genitalia NR
Mamld1 Xg28 LOF - Hypospadia NR

Tableau 2 : Génes impliqués dans la formation de la

gonade maéle.

Leur localisation chromosomique chez 'Homme est spécifiée. Les phénotypes observés aprées

mutation chez 'Homme ou invalidation chez la souris sont indiqués. (LOF, loss of function ; NR, not

reported) (D’aprés Biason-Lauber et al., 2010)
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[.B.2. Genes de la différenciation méale en aval de  I'expression de Sry

La cascade d'expression de génes induite par Sry n'est pas connue de facon précise.
Plusieurs genes sont effectivement induits par Sry, cependant de multiples régulations

indirectes peuvent avoir lieu (Wilhelm et al., 2007).

Sox9 (Sry-like HMG-box protein 9) est le premier gene dont I'expression augmente fortement
suite a l'expression de Sry (Sekido et al., 2004). Les deux génes possédent un profil
d’expression trés similaire dans le testicule, alors que dans l'ovaire, I'expression de Sox9 est
tres faible. Chez la souris, il a été décrit que Sry et Sf-1 seraient capables de former un
complexe se liant a la séquence promotrice de Sox9 afin d'induire son expression. Par la
suite, Sox9 et Sf-1 se lieraient également a cette méme séquence promotrice afin de s’auto-
réguler (Sekido and Lovell-Badge, 2008). La mutation du gene chez 'Homme entraine une
réversion sexuelle des individus XY ainsi qu’'une dysplasie campomélique, pathologie de la
formation osseuse (Wagner et al., 1994), alors que sa duplication chez les individus XX

entraine I'apparition d’un phénotype méle (Huang et al., 1999).

Pendant plusieurs années, la voie femelle était supposée étre la voie par défaut, se
développant de fagon passive en I'absence d’expression des génes de différenciation méle.
Aujourd’hui, des génes de différenciation femelle ont été mis en évidence. Wnt4, -caténine
et Rspo-1 (R-spondin-1) sont les principaux génes de cette différenciation et leur influence

inhibe I'expression de Sox9 dans I'ovaire (Balllet et al., 2011, Biason-Lauber, 2010) (Fig. 3).

Le géne Sf-1, en plus de son implication dans le développement de la gonade bipotentielle
joue un réle important dans la différenciation méale. En effet, Sf-1 induit la sécrétion d’AMH
par les cellules de Sertoli, permettant ainsi la régression des canaux de Miller. Il induit aussi
la synthése de testostérone en activant les enzymes de la stéroidogenése dans les cellules
de Leydig. L'invalidation de SF-1 chez 'Homme entraine une agénésie gonadique, ce qui
démontre son implication dans la mise en place de la gonade bipotentielle (Biason-Lauber,
2010). Les mutations de SF-1 chez I'Homme peuvent induire différents phénotypes allant de
lambiguité génitale & des cas de réversion sexuelle compléete avec présence de structures
Mullériennes chez des individus XY (Lin et al., 2007, Veitia et al., 2001). De plus, comme
décrit préecédemment, Sf-1 est capable de former des complexes protéiques se fixant au
niveau des promoteurs, permettant ainsi de réguler I'expression de différents génes de cette

voie de différenciation.

Fgf9 (fibroblast growth factor 9), est un membre de la famille des fibroblast growth factor. Il

s’exprime spécifiguement au niveau des cordons séminiféres en période fcetale et il fait
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partie des genes dont l'expression est régulée par le facteur de transcription Sox9.
L’expression de Fgf9 serait corrélée a la synthése de testostérone (Chen et al., 2007). Chez
la souris, linvalidation de Fgf9 est létale a la naissance et une réversion sexuelle est

observable en période foetale (Bagheri-Fam et al., 2008, Colvin et al., 2001).

L'expression du gene DMRT1 (Doublesex and mab-3 related transcription factor 1) est
restreinte au testicule chez 'Homme (Moniot et al., 2000, Raymond et al., 2000). Sa
mutation chez 'Homme entraine une féminisation des organes sexuels externes ainsi que
des cas de cryptorchidie (Muroya et al., 2000). Connu pour étre impliqué dans le
déterminisme sexuel chez Caenorhabditis elegans et Drosophila melanogaster, DMRT1
serait également chez 'Homme un facteur déterminant de la différenciation sexuelle male
(Kopp, 2012). Chez la souris, il est également exprimé dans le testicule feetal. Il jouerait un

réle dans la différenciation des cellules germinales (Krentz et al., 2009).

Le géne TSPYL1 (testis Specific Y-lke 1) code pour une protéine impliguée dans
assemblage du nucléosome responsable de la compaction de la chromatine (Scherl et al.,
2002, Vogel and Schmidtke, 1998). Ce géne est muté dans le syndrome de la mort subite du
nourrisson avec dysgeénésie testiculaire (SIDDT). Les enfants XY atteints par cette mutation
présentent des organes génitaux externes ambigus et une déficience en testostérone. Cette
pathologie est souvent létale dans la premiére année de vie (Hering et al., 2006,
Puffenberger et al., 2004). Il est important de noter que les patients atteints du syndrome de
mort subite du nourrisson sans dysgénésie testiculaire ne portent pas la mutation du gene
TSPYL1 (Hering et al., 2006). Des déreglements de la fonction testiculaire ont également été

décrits chez des souris mutantes pour Tspy (Schubert et al., 2008).

Les mutations de plusieurs autres genes entrainent des dysgénésies gonadiques et
réversions sexuelles chez les individus XY, notamment Dhh (desert hedgehog), nécessaire a
la formation des cordons séminiféres (Clark et al., 2000, Yao et al., 2002), Atrx (alpha
thalasemia/metal retardation syndrome X-linked) ou Mamld1l (mastermind-like domain

containing protein 1) (Fukami et al., 2006, Reardon et al., 1995, Umehara et al., 2000).

Le développement testiculaire est donc induit par I'expression d’'une série de genes dont les
interactions ne sont pas toutes connues, néanmoins, I'invalidation de nombreux génes induit
une réversion sexuelle des individus XY, permettant ainsi d’établir un lien entre I'expression
de ces génes et la différenciation vers la voie méale (Fig. 3). Il est clair que la liste des génes
présentée ci-dessus n’'est pas exhaustive, d'autres génes peuvent intervenir dans la
différenciation sexuelle méale, cependant les principaux génes dont les réles sont connus ont

été décrits.
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I.C. Mise en place des différents types cellulaires

Trois types cellulaires majeurs occupent le testicule foetal. Les cellules germinales foetales,
futurs gameétes, responsables de la transmission du patrimoine génétique de l'individu. Les
cellules de Sertoli, cellules de support, sécrétrices d’AMH et formant les cordons séminiferes
avec les cellules germinales. Enfin, les cellules de Leydig foetales, dont les principales
fonctions sont la sécrétion de testostérone et d’Insl-3 (insulin-like factor 3), facteurs
responsables de la masculinisation du foetus. Le testicule foetal comporte également des

cellules péritubulaires retrouvées au périmetre des cordons séminiferes.

I.C.1. Cellules de Sertoli
Découverte par le médecin Enrico Sertoli en 1865, elles constituent, dans la gonade

bipotentielle, les premieres cellules a se mettre en place. Leur différenciation débute avec
'expression de SRY dans les cellules dérivées de I'épithélium ccelomique des gonades XY
(Schmahl et al., 2000, Pereda et al., 2006), et se poursuit avec une augmentation de leur
taux de prolifération (Palmer and Burgoyne, 1991). Chez 'Homme, les cellules de Sertoli
commencent a exprimer SRY entre 41 et 44 jpc. SRY va alors stimuler I'expression de SOX9
va a son tour activer FGF9 et la prostaglandine D2 (PGD2), contribuant ainsi a la

différenciation des cellules de Sertoli (Piprek, 2010).

Entre la 6°™ et la 7°™ semaine de gestation chez 'Homme, vers 12 jpc chez la souris, et &
13 jpc + 9 heures chez le rat (Magre et al., 1980, Magre and Jost, 1991), les cellules de
Sertoli s’agregent autour des cellules germinales et s’associent aux cellules myoides
péritubulaires afin de former des structures particulieres appelées cordons séminiferes (Fig.
4). Les cellules péritubulaires se différencient sous le contrdle du facteur Dhh sécrété par les
cellules de Sertoli (Clark et al.,, 2000, Yao et al., 2002). Ces cellules fusiformes vont
participer a la production de la lame basale délimitant les cordons séminiferes, formant ainsi
un environnement clos nécessaire au bon développement des cellules germinales méles
(Hadley et al., 1985, Skinner et al., 1985). Aprés la naissance, ces cordons formeront les
tubes séminiféres, structures épithéliales (possédant une lumiére) dans lesquelles se

différencieront les cellules germinales.
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Humain Souris Rat

Figure 4 : Coupes de testicule feetal chez I'humain, la souris et le rat.

Aprés 7 semaines de gestation chez 'Homme, 12 jpc chez la souris et 13 jpc + 9 heures chez le rat,
les cordons séminiféres sont formés. Les cellules de Sertoli (pointes de fleche blanches) sécrétent
'AMH (en violet) et encerclent les cellules germinales (pointes de fleche noires). Autour, I'espace

interstitiel est composeé principalement des cellules de Leydig, fibroblastes et macrophages.

Chez 'Homme, le développement des cellules de Sertoli est caractérisé par une phase de
prolifération active pendant la vie foetale (Sharpe et al., 2003). Des augmentations
conséquentes du nombre de cellules de Sertoli ont été observées a la fois au premier
trimestre de grossesse (Bendsen et al., 2003), au début du deuxiéme trimestre
(O'Shaughnessy et al., 2007), ainsi qu’au troisieme trimestre (Cortes et al., 1987) (Fig. 5). En
plus d'une forte prolifération, plusieurs études démontrent un faible taux d’apoptose, inférieur
a 2% dans ces cellules au cours de la vie fcetale (Berensztein et al., 2002, Helal et al., 2002).
Chez la souris, la prolifération des cellules de Sertoli est également importante, et atteint un
pic a 17,5 jpc. Le taux de multiplication diminue alors progressivement avant de s’arréter

completement a 17 jours post-partum (jpp) (Vergouwen et al., 1991) (Fig. 5).

Le nombre de cellules de Sertoli mises en place pendant la vie foetale fait partie des facteurs
déterminants pour le bon déroulement de la gamétogenése et peut avoir une influence

directe sur les concentrations spermatiques retrouvées a I'age adulte (Orth et al., 1988).
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Figure 5: Diagramme illustrant 'augmentation prog ressive du nombre de cellules de Sertoli

chez 'Homme et chez le rat.

Les lignes pointillées représentent une absence de données précises. Chez le rat, le nombre de

cellules de Sertoli maximal est atteint dés la fin de la période néonatale. (D’aprés Sharpe et al., 2003)

Le maintien du développement correct du testicule dépend de I'expression de plusieurs

facteurs spécifiques des cellules de Sertoli.

Sous linfluence de SOX9 et de SF-1, les cellules de Sertoli sécréetent 'AMH tres
précocement au cours du développement (Arango et al., 1999, Josso et al., 2006). Son
expression est détectable chez la souris dés 12 jpc et chez 'Homme dés la 6°™ semaine de
gestation, a la formation des cordons séminiferes (Rajpert-De Meyts et al., 1999, Lambrot et
al., 2006b). L’AMH est une glycoprotéine de la famille du TGFf (transforming growth factor
B) dont I'action permet la régression des canaux de Miiller & partir de la 8™ semaine de
gestation (Franke et al., 2004, Josso et al., 1993). Son expression est élevée en vie foetale et

néonatale, puis diminue a la puberté, quand les cellules de Sertoli sont définitivement
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différenciées (Baker and Hutson, 1993, Grinspon and Rey, 2010, Lee et al., 1996, Rey et al.,
1993, Tran et al., 1987).

Deux autres types de protéines appartenant a la famille du TGFB sont sécrétées par les
cellules de Sertoli ; les inhibines et les activines. Ces protéines ont été découvertes grace a
leur r6le dans la régulation de la sécrétion de la FSH (follicle stimulating hormone) par la
glande hypophysaire (Vale et al., 1988). Les activines sont des dimeres formés par la sous-
unité activine associée a une sous-unité inhibine beta, dont il existe 4 formes : BA, BB, BC,
BE. Les inhibines sont des hétéro-diméres formés par la sous-unité alpha de linhibine et
l'une des sous-unités B. Ces protéines ne sont pas spécifiques des cellules de Sertoli,
puisque les cellules de Leydig sont également capables de les exprimer (Anderson et al.,
2002, Mendis et al., 2011). Les récepteurs de l'activine ActRIIA et ActRIIB sont exprimés
dans tout le testicule avec une expression plus spécifique de ActRIIA dans les cellules
germinales et dans les cellules interstitielles. Le récepteur de l'inhibine, le beta-glycanne
s’exprime spécifiquement des les cellules péritubulaires. Les protéines de la famille du TGF3
interviennent dans des voies de signalisation de différenciation des cellules germinales
(Barakat et al.,, 2012) mais le rdle exact des activines/inhibines humaines n’est pas

entierement décrit dans le testicule faetal.

Les cellules de Sertoli secrétent également d'autres facteurs comme Dhh, qui permet le
développement des cellules péritubulaires (Clark et al., 2000, Yao et al., 2002). Elles
sécrétent également la transferrine dés la 8°™ semaine de gestation chez 'Homme (Balboni
et al.,, 1995). Chez l'adulte, cette protéine permet le transport du fer vers les cellules

germinales a travers les jonctions serrées (Sylvester and Griswold, 1994).

Par ailleurs, les cellules de Sertoli sont aussi caractérisées par différents marqueurs non
sécrétés. La cytokératine 18, spécifigue des filaments intermédiaires des cellules
épithéliales, dont les cellules de Sertoli, est fortement exprimée dans le testicule foetal
humain (Franke et al., 2004). Il constitue d’ailleurs a I'age adulte un marqueur de tubes

séminiféres immatures ou dédifférenciés (Steger et al., 1996, Maymon et al., 2000).

Les cellules de Sertoli, par la formation des cordons séminiféeres, et par les différentes
interactions cellulaires qu’elles établissent sont indispensables au déroulement du
développement testiculaire. Le développement normal des cellules de Sertoli est une étape
essentielle a la formation et a la différenciation des cellules germinales (Sharpe et al., 1999)
et également des cellules interstitielles. Ainsi, une relation directe entre la production
spermatique et le nombre de cellules de Sertoli a été décrite (Johnson et al., 1984, Orth et
al., 1988, Petersen and Soder, 2006).
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I.C.2. Cellules de Leydig
Ces cellules doivent leur nom a Franz von Leydig qui les a identifiées en 1850. Elles se

différencient a partir de progéniteurs mésenchymateux (Niemi et al., 1967), et sont
identifiables autour de la 8°™ semaine de gestation chez 'Homme, dans le tissu interstitiel
du testicule (O'Shaughnessy et al., 2006, Ostrer et al., 2007, Rabinovici and Jaffe, 1990)
(Fig. 6). Leur maturation est certainement encore plus précoce étant donné que la sécrétion
de testostérone est détectable des 6-7 semaines de gestation (Lambrot et al., 2006b, Reyes
et al., 1973, Tapanainen et al., 1981). Les cellules de Leydig sont visibles dés 12,5 jpc chez

la souris, et des 13,5 jpc chez le rat.

Les progéniteurs se différenciant en cellules de Leydig sont caractérisés par un
développement marqué du réticulum endoplasmique lisse, et une augmentation du nhombre
et de la taille des mitochondries, ainsi qu’une augmentation de la quantité de gouttelettes
lipidiques, nécessaires, a la synthese des stéroides, la principale fonction des cellules de
Leydig (Pelliniemi and Niemi, 1969). Cette différenciation pourrait étre due a la sécrétion de
facteurs tels que Sf-1 et Dhh, sécrétés par les cellules de Sertoli (Barsoum and Yao, 2010,
Bitgood et al., 1996). Les souris Ptched-1, invalidées pour le Dhh présentent un faible
nombre de cellules de Leydig (Yao et al., 2002). De méme, une étude de la protéine Pdgf
(platelet-derived growth factor), sécrétée par les cellules de Sertoli démontre que I'absence
du récepteur Pdgfra inhibe la différenciation des cellules de Leydig fcetales (Brennan et al.,
2003). Chez I'Homme, une mutation de DHH ou de PDGFRa induit une dysgénésie
gonadique (Brennan and Capel, 2004, Ross and Capel, 2005).

En opposition, la voie NOTCH inhibe la différenciation des cellules de Leydig. Son
inactivation augmente de facon considérable le nombre de cellules de Leydig, et son

activation constitutive le diminue (Tang et al., 2008).

Chez les mammiféres, on distingue de fagon stricte les cellules de Leydig foetales et les
cellules de Leydig adultes. Bien que les deux types cellulaires soient responsables de la
synthese de testostérone, ils possedent des caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles propres (Habert et al., 2001, Merchant-Larios et al., 1993, Habert and Picon,
1984). La possibilité d’'une origine commune aux deux types cellulaires est encore discutée
(Griswold and Behringer, 2009).

Les cellules de Leydig foetales produisent les androgenes nécessaires a la masculinisation
du feetus et participent avec I'Insl-3, facteur également sécrété par les cellules de Leydig
foetales, a la descente testiculaire. Aprés la naissance, une deuxiéme population de cellules

de Leydig entre en jeu et commence a synthétiser la testostérone qui sera nécessaire a la
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puberté et qui permettra le maintien de la spermatogenése tout au long de la vie de I'individu
(O'Shaughnessy et al., 2006).
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Figure 6 : Coupe de testicule foetal humain de 16 et 12 semaines de gestation.

A : Coupe de testicule foetal de 16 SG colorée a I'nématoxyline et a I'éosine. Les cellules de Leydig

sont reconnaissables a leur caractére éosinophile. B: Coupe de testicule faetal de 12 SG apres
immunomarquage contre I’AMH (violet) et contre la 3-8-HSD (3-8-hydroxy-steroid-deshydrogenase)
(marron). Le testicule foetal est divisé deux compartiments. Les cordons séminiféres (cellules de
Sertoli (pointes de fleche blanches) et cellules germinales (pointes de fleches noires)) et le tissu

interstitiel (cellules de Leydig (pointes de fleche bleues), fibroblastes, macrophages).

Chez I'étre humain, on observe 2 a 3 mois aprés la naissance un pic de sécrétion de
testostérone, aprés la phase de sécrétion des cellules de Leydig feetales, et avant les
cellules adultes (O'Shaughnessy and Fowler, 2011). Certains émettent I'hypothése d’une
troisieme population de cellules de Leydig (Prince, 2001). Cependant, ce pic de sécrétion

pourrait simplement étre du & une réactivation des cellules foetales.

Les cellules de Leydig se différencient et proliférent jusqu’a la 14°™ semaine de gestation
(O'Shaughnessy et al., 2006). Leur nombre n'évolue plus jusqu'a la 24°™ semaine ou il
décroit progressivement jusqu’a une nouvelle phase de croissance ou apparaissent
également les potentielles cellules de Leydig « néonatales » au 2°™/3°™ mois aprés la
naissance (Codesal et al., 1990, Prince, 2001). Leur nombre décroit ensuite & nouveau pour

laisser place aux cellules de Leydig « adultes ».

La production de testostérone foetale est nécessaire au développement des canaux de Wolff
et a la différenciation du gubernaculum testiculaire qui va permettre la descente du testicule.
Cette production s’amorce autour de 6 semaines de gestation et va permettre d’atteindre un
pic de testostérone sérique entre la 14°™ et la 18°™ semaine de gestation. Les pics de
production de testostérone sont également observés chez les rongeurs, en fin de vie feetale
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(Habert and Picon, 1984, Livera et al., 2006, O'Shaughnessy and Fowler, 2011). La premiere
phase particuliere de sécrétion de testostérone chez I'Homme correspond a ce qui est décrit
dans la littérature comme la fenétre de masculinisation (MPW, masculinization programming
window). Décrite chez le rat en 2008 par Welsh et al., cette période correspond a la mise en
place de différentes fonctions spécifiques du testicule, telles que I'amorgage de la premiére
phase de descente testiculaire, le développement et la différenciation des canaux de Wolff,
du sinus uro-génital et du tubercule uro-génital, ainsi que I'accroissement de la distance ano-
génitale (Welsh et al., 2008, Scott et al., 2009) (Fig. 7 et Fig. 8). Cette période, ou se mettent
en place de nombreuses structures spécifigues de la différenciation méle est

particulierement sensible aux perturbations endocriniennes.
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Figure 7 : Fenétre de masculinisation

Schéma illustrant le développement du tractus uro-génital méale au cours du temps et sa relation avec
le taux de testostérone testiculaire chez le rat et chez 'Homme. (UGS, urogenital sinus, S.V, seminal
vesicle) (D'apres Welsh et al., 2008)

La deuxiéme grande fonction des cellules de Leydig foetales est la sécrétion de I'Insl-3,
polypeptide trés conservé chez les mammiféres (lvell and Bathgate, 2002) (Fig. 8). L'Insl-3
contrble la phase trans-abdominale de la descente testiculaire, qui débute au premier
trimestre de la grossesse chez I'Homme. Cette phase est suivie au troisiéme trimestre d'une

descente inguino-scrotale qui s’effectue sous le contréle des androgeénes (Ivell and Hartung,
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2003, Ivell and Bathgate, 2002). La production d’Insl-3 est régulée par Sf-1 (Sadeghian et al.,
2005, Tremblay and Robert, 2005) et par la testostérone (Lague and Tremblay, 2008). Une
étude récente émet I'hypothése d’'un rétrocontrle de I'Insl-3 induisant la production de

testostérone par les cellules de Leydig (Pathirana et al., 2012).

Pendant la vie foetale, le développement des cellules de Leydig et la sécrétion de
testostérone sont en partie régulés par I'axe hypothalamo-hypophysaire et la sécrétion de LH
(luteinizing hormone) et de FSH (follicle stimulating hormone). Cependant, il a été décrit que
les cellules de Leydig sont capables de se développer et d’étre physiologiquement actives de
fagon indépendante des gonadotropines chez la souris (Huhtaniemi and Pelliniemi, 1992).
En effet l'invalidation des récepteurs de la LH et de la FSH ne perturbe pas le maintien du
développement des cellules de Leydig feetales (Migrenne et al., 2001, Zhang et al., 2001).
De plus, chez 'Homme, la LH (luteinizing hormone), sécrétée par la glande hypophysaire
n'est détectable dans le sérum qu'a la 10°™ semaine de gestation chez 'Homme, apreés le
début de la MPW, et donc bien aprés le début de la phase de production de testostérone
(Reyes et al., 1989). Par ailleurs, chez 'lHomme, une autre hormone gonadotrope, 'hCG
(human chorionic gonadotropin) permet la régulation de la production de testostérone fcetale.
Elle agit via le méme récepteur que la LH, le LHCGR (luteinizing
hormone/choriogonadotropin receptor). Produite par le placenta dés la 1°® semaine de
oeme

gestation, elle présente un pic de concentration vers la 1 semaine (Fowler et al., 1998),

puis diminue vers la 12°™ semaine (Fowler et al., 2009). Les profils communs entre la
sécrétion d'hCG et la production de testostérone suggerent une régulation stricte de la
production de testostérone par I'hormone gonadotrope. Toutefois, plusieurs études
suggérent que I'hCG n'est pas indispensable a la production de testostérone. Chez
’'Homme, une mutation du géne codant pour le LHCGR induit, certes, un développement
d'organes génitaux externes féminins, mais également un développement partiel du canal
déférent et de I'épididyme (Kremer et al., 1995). De méme, une mutation de la sous unité
beta de la LH entraine un développement testiculaire normal jusqu’a la naissance, mais une
absence de développement post-natal des organes génitaux (O'Shaughnessy and Fowler,
2011). Les hormones gonadotropes ont donc certainement un réle de régulation et de
stimulation de la production de testostérone a des périodes clés du développement
testiculaire, mais elles ne sont pas initiatrices du développement des cellules de Leydig et de

I'activation de leurs fonctions endocrines.
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Figure 8 : Fonctions endocrines des cellules somati ques.

Dans le testicule feetal, les cellules de Sertoli sécretent 'AMH, qui permet la régression des caractéres

sexuels féminins. La testostérone et I'InsI3 sont les facteurs sécrétés par les cellules de Leydig qui

vont permettre la masculinisation de l'individu (D’apres Sharpe, 2006).
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I.C.3. Les cellules péritubulaires
Les cellules de Leydig sont les cellules majeures du compartiment interstitiel, cependant

d’'autres types cellulaires sont représentés, méme si peu de données les concernant sont

disponibles.

Les cellules péritubulaires myoides sont les cellules fusiformes qui forment I'assise autour
des cordons séminiféres. Ces cellules dériveraient du mésonéphros, et il a été décrit que
dans un testicule fcetal mis en culture sans mésonéphros, avant la formation des cordons,
aucun cordon séminifere ne se formera (Buehr et al., 1993). Ces cellules forment le
périmétre des cordons, en partie sous le contrle de Dhh, sécrété par les cellules de Sertoli,
cependant, il est également décrit qu'une gonade XX mise en présence d’'un mésonéphros
XY développe des cordons séminiferes et des cellules portant des marqueurs sertoliens
(Tilmann and Capel, 1999). Les cellules péritubulaires expriment 'a-SMA (a smooth muscle
actin), de par leur propriété de cellules du muscle lisse, qui leur confére la capacité
contractile nécessaire au transfert des spermatozoides dans la lumiére des tubes

séminiféres chez I'adulte (Tripiciano et al., 1998).

Dans le tissu interstitiel se développent également des fibroblastes, des cellules
hématopoiétiques (lymphocytes, macrophages, cellules plasmatiques, etc.) et des cellules
endothéliales. Ces derniéres dérivent également du mésonéphros et vont contribuer a la

vascularisation spécifique de la gonade feetale méale (Martineau et al., 1997).

|.C.4. Les cellules germinales

a. Migration des cellules germinales primordiales
La créte génitale est colonisée par les cellules germinales primordiales (CGPs). Ces cellules

sont a l'origine du développement de la lignée germinale et apparaissent trés tét au cours du
développement de I'embryon. Leur spécification est décrite chez la souris avant la
gastrulation autour de 6 jpc dans la partie postérieure de I'épiblaste. Chez I'Homme, leur
origine exacte n'a pas été clairement mise en évidence. Elles sont détectables lors d’'une
premiére étape de migration, du passage du mésoderme extra-embryonnaire a 'endoderme
du sac vitellin a 22 jpc, puis dans le pédicule allantoidien (Fujimoto et al., 1977, Jirasek,
1971b). Suite a cette phase de migration passive (Pereda et al., 2006), les CGPs migrent
alors vers le mésentére dorsal, jusqu’aux crétes génitales. Au cours de cette migration, les
CGPs seront passées de quelques dizaines de cellules a quelques milliers a leur arrivée

dans les crétes génitales 6 SG (Wartenberg, 1989, Francavilla et al., 1990) (Fig. 9).
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Figure 9 : Parcours migratoire des CGPs lors du dév  eloppement embryonnaire.

Représentation schématique de la spécification et la migration des CGP. Les CGP sont en vert. Les
stades de développement de I'embryon sont indiqués en « embryonic days » (E). Vue détaillée de la
migration des CGP dans le tube digestif, a travers le mésentére dorsal jusqu’aux crétes génitales. La
direction des CGP est représentée par les fleches vertes. Al, allantoide; AVE, endoderme viscéral
antérieur; DE, endoderme distal; DVE, endoderme viscéral distal; EM, mésoderme embryonnaire; Epi,
épiblaste; ExE, ectoderme extra-embryonnaire; ExM, mésoderme extra-embryonnaire; PGCs, CG

primordiales; Sm, somites; VE, endoderme viscéral. (D'aprés Saitou et al., 2012)
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b. Développement des cellules germinales

Chez le male, I'évolution des cellules de la lignée germinale peut étre divisée en deux
grandes phases de développement. Une phase de différenciation en période foetale et
néonatale qui permet la transformation des cellules germinales en spermatogonies, la
gamétogenese, et la deuxieme phase, a la puberté, qui consiste en un cycle de
développement : la spermatogenése, symbolisée principalement par les divisions méiotiques
qui permettent le développement des spermatogonies en spermatozoides (Culty, 2009).
Comme indiqué précédemment, dés la 5°™ semaine de gestation chez 'Homme, les CGPs
colonisent les crétes génitales et sont détectables par marquage de la PLAP (placental-like
alkaline phosphatase) (Cooke et al., 1993, Fujimoto et al., 1977, Jirasek, 1971a). A partir de

la colonisation des crétes génitales, les CGPs sont appelées gonocytes.

Le développement des gonocytes chez la souris et chez le rat est caractérisé par la
synchronisation des phases de développement. En effet, les cellules germinales suivent 3
phases consécutives : une premiére phase de prolifération et apoptose, suivie d'une période
de quiescence, et enfin d'une reprise de prolifération et d’apoptose avant la naissance. Tous
les gonocytes suivent ce parcours de fagon « quasi » simultanée (Olaso and Habert, 2000).
L’analyse du profil d’expression des cellules germinales avant, pendant et a la sortie de la
phase de quiescence a permis de montrer que I'entrée en phase de quiescence nécessite la
régulation de génes qui contrélent la transition des cellules en phase G1/S du cycle
cellulaire. L’arrét mitotique s’accompagne d’une régulation de I'état de phosphorylation des
protéines de la famille du rétinoblastome (Rb) comprenant p107, p1030 et la pRB, qui sont
impliguées dans la régulation de la transition G1/S. En effet, I'arrét mitotique des cellules
germinales en GO/G1 est concomitant avec I'augmentation de I'expression des protéines de
la famille INK4 (inhibiteur de cdk4) et Cip/Kip (cdk interacting protein/kinase inhibitory
protein) comme p27**, p15™** dans un premier temps, puis p16™K*? p21°F' et p57<P2
ensuite (Spiller et al.,, 2009). Ces protéines vont inhiber la formation ou l'action des
complexes CDK/cyclinese1l/E2, ce qui empéchera la déphosphorylation de la protéine pRB
et ainsi la formation du complexe E2F-RB indispensable a la progression des cellules dans
le cycle cellulaire ce qui aboutira a I'entrée de ces cellules en phase GO/G1 (Western et al.,
2008, Spiller et al., 2009) (Fig. 10).

Chez 'Homme, les cellules germinales ne connaissent pas de développement synchrone,
elles expriment des marqueurs différents démontrant des états de différenciation plus ou
moins avancés. D’ailleurs, ces différences de développement donnent lieu a des

controverses au niveau de la terminologie des cellules germinales foetales. Selon leur aspect
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morphologique ou selon I'expression de marqueurs, plusieurs équipes ont établi leur propre
nomenclature. On parle de gonocytes au début de la phase de développement (Clermont
and Perey, 1957), puis de prospermatogonie M (pour « multiplying ») apparaissant a 9
semaines de gestation, puis de prospermatogonies T1 (pour « transitional ») a 12 semaines,
et de prospermatgonies T2 a 20 semaines (Hilscher and Hilscher, 1976, Wartenberg, 1976).
Dans le méme temps, Fukuda et al. décrivent 3 types de cellules germinales fcetales : les
gonocytes, les cellules intermédiaires a partir de 10 semaines de gestation et les

spermatogonies fcetales & partir de la 22°™ semaine (Fukuda et al., 1975).

De plus, contrairement a la souris et au rat, une éventuelle phase de quiescence n’a jamais
été clairement décrite chez I'Homme. Certaines études indiquent que les prospermatogonies
T1 seraient des cellules mitotiquement quiescentes, hypothése confirmée par I'absence du
marqueur de prolifération PCNA (proliferating cell nuclear antigen) (Gaskell et al., 2004,
Wartenberg, 1976). Cependant, cette hypothése est contredite par la présence dans ces
mémes cellules du marqueur Ki67 dont I'expression est caractéristique de toutes les phases
du cycle excepté GO (Pauls et al., 2006). Le développement des cellules étant asynchrone, il
est extrémement difficile de déterminer une phase de quiescence pour un type cellulaire
donné (Fig .11).
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Figure 10 : Protéines du cycle cellulaire impliquée s dans I'entrée en quiescence des cellules

germinales chez la souris (D’aprés Western etal.,  2008)

A 12,5 jpc, les cellules germinales proliferent et présentent une forme hyperphosphorylée de pRB.
Elles recoivent alors un signal extracellulaire qui induit I'initiation de l'arrét du cycle. A 13,5 jpc, on
observe avec I'arrét mitotique une surexpression de p27"** et p15™“*® qui inhibent la phosphorylation
de pRB en formant des complexes avec les cyclines E-cdk2 et D-cdk4/6. pRB active alors le
checkpoint G1-S permettant I'arrét mitotique. A 14,5 jpc, toutes les cellules germinales sont en arrét,

toutes les protéines pRB sont hypophosphorylées et commencent a étre réprimées puis dégradées.
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C. Le géne Stra8 et I'Induction de la méiose

L'une des différences majeures entre le développement des cellules germinales males et
celui des cellules germinales femelles est l'initiation de la méiose. Chez le méle, la méiose
démarre a la puberté alors que chez la femelle, la premiére division méiotique s’effectue en
période feetale. La question du signal d’'induction de la méiose dans les cellules germinales
se pose depuis plusieurs années. L'un des candidats potentiels au réle d'initiateur de la
méiose est la protéine Stra8 (stimulated by retinoic acid 8). Le géne Stra8 a été identifié pour
la premiére fois grace a sa capacité a étre exprimé en réponse a l'acide rétinoique (Bouillet
et al., 1995, Oulad-Abdelghani et al., 1996).

Dans l'ovaire de souris, la méiose débute a 13 jpc. Son initiation est précédée d'une
sécrétion d’acide rétinoique par le mésonéphros adjacent. L'acide rétinoique entraine alors
dans les cellules germinales de la gonade, une augmentation de I'expression du géne Stra8.
Ce géne est considéré comme marqueur de linitiation de la méiose. Il précéde I'expression
d’autres marqueurs méiotiques tels que Dmcl, Sycp3 ou Spoll (Chuma and Nakatsuiji,
2001, Anderson et al., 2008). Pourtant, le rdle de Stra8 dans l'initiation de la méiose n’est
pas clairement défini. Plusieurs études réalisées sur des souris mutantes pour le géne Stra8
ont tenté d’apporter des réponses, mais le phénotype observé differe selon les études. Dans
tous les cas, les souris mutantes sont stériles, mais I'état d’avancement des cellules
germinales differe. Chez la femelle Stra8 -/-, les cellules germinales ne présentent aucun
marqueur méiotique (Sycp3, Rec8, Dmc1, Spoll) (Baltus et al., 2006). Dans le testicule, une
étude démontre un résultat similaire a I'ovaire, avec une absence de marqueurs de méiose
(Anderson et al., 2008). Une autre étude, sur une autre souche de souris Stra8 -/-, décrit que
les cellules germinales démarrent leur processus méiotique, puis meurent a un stade plus
tardif (Mark et al., 2008). Dans ce dernier modéle, Stra8 aurait un réle dans la progression

méiotique, plus que dans l'initiation.

Chez le male, en période foetale, I'acide rétinoique est dégradé par la protéine Cyp26b1,
inhibant ainsi I'expression de Stra8 et I'entrée en méiose, jusqu’a la puberté. In vitro, le
traitement a I'acide rétinoique de gonades XY au stade indifférencié entraine l'initiation de la
méiose (Ohta et al., 2012, Guerquin et al., 2010, Bowles and Koopman, 2010, Trautmann et
al., 2008). Cependant, l'acide rétinoique et Stra8 ne sont pas les seuls facteurs
indispensables a cette initiation, on observe qu'a 13,5 jpc, la stimulation de Stra8 par I'acide

rétinoique n’entraine pas lI'entrée en méiose des prospermatogonies (Guerquin et al., 2010).

Il est important de noter que l'induction de I'entrée en méiose des cellules germinales males,
dans un contexte cellulaire inapproprié, ou elles ne doivent pas physiologiquement entrer en

méiose, entraine a moyen terme leur mort par apoptose. Dans des souris invalidées pour les

43



genes Nanos2 et Cyp26bl, inhibiteur de méiose dans le testicule, les cellules germinales
dégéneérent (Suzuki and Saga, 2008, MacLean et al., 2007). De méme, le traitement au RA,
qui induit 'augmentation de Stra8, entraine I'apoptose des cellules germinales (Trautmann et
al., 2008).

La fonction moléculaire de Stra8 est trés peu décrite. La protéine posséde un domaine NLS
(nuclear localisation signal) lui permettant d’entrer dans le noyau et un domaine NES
(nuclear export signal) permettant sa sortie. In vivo, la protéine peut étre localisée dans le
noyau ou dans le cytoplasme, sans réle défini pour chacune de ces localisations(Tedesco et

al., 2009). Aucun autre domaine connu n’a été décrit pour cette protéine.
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Il. Le syndrome de dysgénésie testiculaire

Au cours des derniéres décennies, les inquiétudes vis-a-vis des changements survenus
dans I'environnement et de leurs conséquences possibles sur la fonction de reproduction
humaine et animale se sont amplifiées. Plusieurs études ont démontré une baisse de la
production et de la qualité spermatique au cours du temps chez I'Homme (Bay et al., 2006,
Sharpe, 2006). De plus, l'incidence du cancer du testicule augmente de fagon réguliere. Des
données sur les 30 a 50 derniéres années ont été rapportées chez des individus en Europe
et aux Etats-Unis et indiquent une augmentation de lincidence du cancer germinal
testiculaire de 2 a 4 fois (Richiardi et al., 2004, McGlynn et al., 2003). D’autre part, une
augmentation de l'incidence de deux anomalies congénitales des organes génitaux externes
a également été rapportée : la cryptorchidie, ou absence de descente testiculaire (Toppatri et
al., 2001) et I'nypospadias, qui est une altération morphologique de l'urétre (Paulozzi et al.,
1997). Ces anomalies de la fonction de reproduction masculine sont regroupées sous le
terme de syndrome de dysgénésie testiculaire (TDS) (Skakkebaek et al., 2001, Sharpe and
Skakkebaek, 1993).

I.A. Généralités

Plusieurs parameétres permettent de caractériser le déroulement d’'une spermatogenése
normale, les principaux étant la mesure a I'dge adulte du nombre, de la mobilité et de la
morphologie des spermatozoides. Depuis plusieurs années, des études décrivent un déclin
progressif de la qualité de la production spermatique chez I'Homme dans les pays
occidentaux. En effet, en Europe du Nord ainsi qu'aux Etats-Unis, le nombre de
spermatozoides par €éjaculat baisse d'environ 1% par an depuis les années 1940 jusqu’a
aujourd’hui (Auger et al., 1995, Carlsen et al., 1992, Irvine et al., 1996, Swan et al., 2000 ,
Sharpe, 2010). Une étude trés récente réalisée en France sur une cohorte de 26 609
hommes rapporte une diminution encore plus importante du nombre de spermatozoides et
de la qualité spermatique (Rolland et al., 2012) (Fig. 12). Une augmentation de la fréquence
des cancers testiculaires en Europe a également été décrite. Cette fréquence augmente
régulierement de 2 a 4% par an chez ’'Homme adulte dans la tranche d’age de 25 a 40 ans
(Toppari et al., 1996). L’'augmentation des cancers testiculaire est également décrite dans la
population américaine entre 1975 et 2004 (Holmes et al., 2008) (Fig. 13). Dans le méme
temps, une observation de l'incidence des pathologies congénitales a permis de mettre en
évidence une augmentation des cas d’hypospadias et de cryptorchidie dans les mémes
régions (Bay et al., 2006, Skakkebaek et al., 2001).
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Ces quatre anomalies, cancer, hypospadias, cryptorchidie et baisse de la qualité
spermatique peuvent étre corrélées. La cryptorchidie est un facteur de risque pour
'apparition de cancer testiculaire. En effet, la cryptorchidie bilatérale est associée a 10% de
risque de développer un cancer testiculaire, contre 1% pour un patient sain (Wood and
Elder, 2009). De méme, le traitement de la cryptorchidie avant I'adge de la puberté diminue
les risques de cancer a I'age adulte (Akre and Richiardi, 2009, Akre et al., 2009). D’autre
part, la cryptorchidie est également un facteur de risque pour I'hypospadias et pour la
diminution de la qualité spermatique. Enfin, I'oligospermie augmente les risques d’apparition

de cancers testiculaires (Sharpe, 2003).

Ces corrélations ont permis & Sharpe et Skakkebaek de poser I'hypothése selon laquelle ces
différentes anomalies seraient les manifestations symptomatiques d’'un méme syndrome, le
TDS (testicular dysgenesis syndrome), qui aurait pour origine des défauts de développement
testiculaire durant la vie foetale (Sharpe and Skakkebaek, 1993, Sharpe, 2001, Sharpe and
Skakkebaek, 2008).

11.B. Les symptomes du TDS et leur origine foetale
La vie feetale est une période critique de mise en place des deux principales fonctions

testiculaires, la stéroidogenése effectuée par les cellules de Leydig et la gamétogenése, qui
correspond au développement des cellules germinales avec le soutien des cellules de
Sertoli. Une altération de la mise en place de ces deux fonctions fondamentales peut causer
a la naissance ou a I'age adulte, I'apparition de pathologies liées au TDS (Wohlfahrt-Veje et
al., 2009).

[1.B.1. Hypospadias et Cryptorchidie

L’hypospadias et la cryptorchidie sont deux anomalies du développement de I'appareil
génital apparaissant dés la naissance. Ces deux pathologies sont dues a un défaut de

production de testostérone (Toppari et al., 2010).

Les organes génitaux internes et externes se développent chez 'Homme & partir de la 8™
semaine de gestation, sous l'influence de la testostérone (Baskin, 2000, Rouiller-Fabre et al.,
2008). Un défaut de sécrétion d’androgénes a ce stade de développement peut se traduire
par des anomalies de développement des organes génitaux et expliquer l'origine des cas

d’hypospadias observables a la naissance (Scott et al., 2009).

Par ailleurs, chez 'Homme, la descente testiculaire s’effectue en deux étapes : une phase
trans-abdominale régulée par I'INSL-3, durant le premier trimestre de grossesse, puis une

phase inguino-scrotale régulée par la testostérone (lvell and Anand-Ivell, 2009, Ivell and
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Hartung, 2003). Un défaut de production d’androgénes et d’'INSL-3 peut donc mener a

I'apparition de cas de cryptorchidie a la naissance (Main et al., 2009).

Ces faits ont été confirmés dans plusieurs études expérimentales réalisées chez les
rongeurs, dans lesquelles il est démontré qu’une diminution de la production de testostérone
en période foetale entraine a la naissance I'apparition de ces deux pathologies (Skakkebaek
et al., 2001).

[1.B.2. Réduction de la production spermatique.

Dés études expérimentales ont démontré gu’une réduction du nombre de cellules germinales
et de cellules de Sertoli en période périnatale se traduit a 'age adulte par une diminution de
la production spermatique (Forand et al., 2009, Orth et al., 1988). En effet, chez des souris
gestantes exposées aux radiations ionisantes a 17,5 jpc, on observe dans la descendance

une diminution de la production spermatique (Forand et al., 2009).

Dans la lignée de souris transgéniques gcd (germ cell deficiency), le méme type de
phénotype est observé a I'age adulte. Ces souris ont un déficit de prolifération des cellules
germinales primordiales, qui se traduit a 'dge adulte par une diminution drastique du nombre
de spermatozoides et une stérilité (Lu and Bishop, 2003).
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Figure 12 : Evolution du nombre et de la qualité de s spermatozoides entre 1989 et 2004

Dans une cohorte de 26 609 hommes sains vivant en France métropolitaine, la concentration en
spermatozoides et le pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux est en forte
diminution (D’aprés Rolland et al., 2012).
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Figure 13 : Evolution de l'incidence des cancers te  sticulaires entre 1975 et 2004 aux Etaus-Unis

Selon les origines ethniques des individus, I'évolution de l'incidence des cancers testiculaires est
différente. De facon globale, 'incidence du cancer testiculaire est en augmentation depuis plusieurs

années (D’aprés Holmes et al., 2008).

[1.B.3. Cancer testiculaire.

Le cancer du testicule représente environ 1 a 2% des cas de cancers que I'on peut observer
chez 'Homme (Parkin et al., 2001). Il présente en revanche une étiologie caractéristique
puisque c’est la forme de cancer la plus fréquente chez 'individu jeune avec une incidence
maximale située entre 25 et 40 ans et un développement trés rare au-dela de 50 ans. Le
cancer testiculaire représente a I'heure actuelle la deuxiéme cause de mortalité chez

’'Homme jeune aprés les leucémies.

Les cancers du testicule dérivent tous d’'un méme précurseur, le carcinome in situ (CIS) ou
intra-tubular germ cell neoplasia unclassified (ITGCNU) (Skakkebaek, 1972). Ce type de
cancer serait le résultat d'un défaut de différenciation des cellules germinales foetales, au
stade de gonocytes ou de CGPs. Cette hypothése est soutenue par de nombreux arguments
majeurs (Skakkebaek et al., 1987, Rajpert-De Meyts et al., 1998, Rajpert-de Meyts and Hoei-
Hansen, 2007, Rajpert-De Meyts, 2006, Kristensen et al., 2008). Le premier argument étant
que des cas de CIS ont été détectés dans les testicules de nouveau-nés, suggérant leur
formation a un stade encore plus précoce, c’est a dire au cours de la vie foetale (Rajpert-De
Meyts et al., 1998). Outre cette donnée, des similitudes entre les cellules de CIS et les
cellules germinales foetales ont été mises en évidence dans de nombreuses études, aussi

bien d’'un point de vue morphologique (Albrechtsen et al., 1982, Skakkebaek et al., 1987)
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gue d'un point de vue immunohistologique. En effet, des marqueurs de cellules germinales
foetales sont retrouvés dans les cellules de CIS alors gu'ils sont absents dans les cellules
germinales adultes normales. Le premier marqueur identifié comme présent a la fois dans
les cellules germinales foetales et les cellules de CIS est le marqueur c-kit, récepteur
membranaire du stem cell factor (SCF) (Jorgensen et al., 1995, Rajpert-De Meyts and
Skakkebaek, 1994). D’autres marqueurs ont été mis en évidence par la suite, tels que
NANOG, OCT3/4 ou AP-2y, trois marqueurs du potentiel souche des cellules germinales
(Rajpert-De Meyts, 2006). Une étude transcriptionnelle des cellules germinales foetales et
des cellules du CIS a permis de démontrer que ces deux types cellulaires possédent deux
profils extrémement semblables. En effet, seuls cinqg genes voient leur profil d’expression
modulé entre les gonocytes et les CIS (Sonne et al., 2009). Plus récemment, une étude des
profils épigénétiques de ces deux populations cellulaires a mis en évidence une forte
similitude entre leurs deux profils et une grande différence avec le profil épigénétique des

cellules germinales adultes normales (Almstrup et al., 2010).

I.C. Les causes du TDS

[1.C.1. Cause génétique ?

Les causes de I'apparition du TDS n’étant pas clairement définies, I'nypothése de I'influence
génétique n’est pas a exclure. Dans plusieurs cas de cancers testiculaires, une amplification
de certaines zones chromosomiques contenant des génes tels que NANOG, a été
fréquemment mise en évidence (Atkin and Baker, 1982, Castedo et al., 1988, Rodriguez et
al., 1992). De méme, des études ont fait état du polymorphisme de certains genes étant
directement liés a I'apparition de symptémes du TDS. Ainsi une corrélation inverse entre le
nombre de CAG de la séquence codante du récepteur des androgénes et une diminution de
la production ou de la qualité spermatique a été décrite (Harkonen et al., 2003, Mifsud et al.,
2001, Milatiner et al., 2004, von Eckardstein et al., 2001).

Ainsi, la prédisposition génétique est une des causes de l'origine des symptomes du TDS.
Différentes études suggerent également I'implication de modifications épigénétiques par les
polluants environnementaux (Skinner et al., 2010).

Les polluants environnementaux étant de plus en plus présents, le facteur environnemental
semble également étre une cause non négligeable de I'apparition du TDS. Par ailleurs, la
possibilité d’'une influence environnementale sur un terrain génétiquement favorable est bien

sOr également envisageable.
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[1.C.2. Facteurs environnementaux

Le terme « perturbateur endocrinien » a été établi en 1991 lors de la conférence de
Wingspread, réunissant les scientifiques de plusieurs disciplines autour de la question des
produits chimiques ayant une influence sur les hormones.

Les perturbateurs endocriniens (PE) sont des composés chimiques exogénes qui se
définissent comme des agents, d'origine anthropique ou naturelle, qui interférent avec la
synthése, le stockage, la libération, le transport, le métabolisme, la liaison, I'action biologique
ou I'élimination des hormones naturelles, responsables du maintien de I'homéostasie des
processus du développement et/ou du comportement (Kavliock et al., 1996). En 1996, la
commission européenne sur I'environnement définissait un PE comme étant « une
substance ou un mélange exogéne altérant les fonctions du systéeme endocrine et induisant
donc des effets nocifs sur la santé d'un organisme, ou de ses descendants ou sous
population. »

Les premieres données faisant état d’'une modification des fonctions de reproduction
masculine due aux perturbateurs endocriniens proviennent d’analyses de la faune sauvage.
L'une des études les plus marquantes est celle de la contamination au DDT
(dichlorodiphényltrichloroéthane) du lac Apopka en Floride, dans lequel les alligators males
ont développé plusieurs altérations. L'étude décrit une diminution du taux de testostérone,
I'apparition de micropénis, et une désorganisation testiculaire chez ces alligators, alors que
les animaux du lac voisin hon contaminé ne présentaient aucune de ces anomalies (Guillette
et al., 1994, Guillette and Guillette, 1996). D’autres études ont décrit I'apparition d’anomalies
de la fonction de reproduction masculine suite a I'exposition a de fortes doses de produits
chimiques, et ceci dans différentes espéces principalement chez les poissons et les oiseaux
(Vos et al., 2000, Tian et al., 2012, Matthiessen and Sumpter, 1998, Facemire et al., 1995).
Les études épidémiologiques réalisées chez 'Homme ont permis de faire état d’'un lien
potentiel entre l'augmentation de la fréquence des anomalies du développement de la
fonction de reproduction et I'accroissement de I'utilisation des produits chimiques en tous
genres (Slama et al., 2006, Damstra et al., 2002). L'incidence de I'hypospadias est beaucoup
plus élevée et en augmentation constante dans les pays industrialisés (Aho et al., 2000,
Pierik et al., 2002). De méme, une augmentation des anomalies du développement du
tractus génital méle (cryptorchidie et hypospadias) a été enregistrée chez les enfants dont
les méres ont été exposées a des polluants sur leur lieu de travail ou sur leur lieu
d’habitation (Weidner et al., 1998).

L'influence de composés issus de l'industrie pharmaceutique, et notamment des molécules
de synthése a activité xeno-cestrogénigue ou anti-androgénique, est également envisagée.

De fait, la constatation d’'un potentiel effet délétére des produits a activité xeno-cestrogénique
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a été dramatiquement illustrée par les conséquences de l'utilisation du diéthylstilbestrol
(DES) entre 1938 et 1971. Ce compose€, premier cestrogene de synthese, a été administré a
environ 10 millions de femmes enceintes afin de prévenir les risques d’avortement spontané
(Giusti et al., 1995). Son utilisation fat interdite quelques années plus tard suite a I'apparition
de lésions chez les enfants des meres ainsi traitées au DES: chez les filles, des
malformations au niveau de I'appareil reproducteur, des adénocarcinomes du vagin et du col
de l'utérus ainsi que des cas d'infertilité ont été rapportés (Herbst et al., 1971, Palmer et al.,
2001) ; chez les garcons, une altération de la qualité du sperme, cryptorchidie, hypospadias,
kystes épididymaires et quelques rares cas de cancer du testicule ont été décrits (Gill et al.,
1979, Klip et al., 2002, Palmer et al., 2009, Palmer et al., 2005). Toutefois, ces effets chez
les méles sont controversés (Klip et al., 2002, Palmer et al., 2005).

L'utilisation de plus en plus courante de produits chimiques variés, ayant un caractere de
perturbateurs endocriniens ou non et qui se retrouvent en concentration croissante dans
I'environnement, semble donc étre une des causes majeures de I'apparition du syndrome de
dysgénésie testiculaire. Compte tenu de la multiplicité des composés chimiques pouvant
ainsi se retrouver répandus dans I'environnement, ce phénomeéne représente désormais un

enjeu de santé publique.

Dans le cadre de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a deux perturbateurs
endocriniens utilisés comme plastifiants dans de nombreux produits de consommation
courante : le bisphénol A et les phtalates. Un trés grand nombre d’arguments expérimentaux
et épidémiologiques suggerent leur implication dans la perturbation du développement
testiculaire (Cravedi et al., 2007, Habert et al., 2009, Nordkap et al., 2012, Scott et al., 2009).
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Figure 14 : Liens entre facteurs environnementaux e t symptdomes du TDS (d’aprés Nordkap et

al., 2012).

Des perturbations fonctionnelles des différents types cellulaires du testicule foetal peuvent entrainer

I'apparition de pathologies liées au TDS.
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1. Bisphénol A

I.A. Généralités

Synthétisé en 1891 par le chimiste russe A.P. Dianin, le bisphénol A (BPA, 4,4-dihydroxy-
2,2-diphénylpropane) fut d’abord utilisé comme cestrogéne de synthése. La molécule de
BPA contient deux groupements phénols et appartient a la famille des diphénylalcalanes
hydroxylés ou bisphénols. Le BPA est produit par une réaction de condensation de l'acétone
avec deux phénols, réaction catalysée par l'acide chlorhydriqgue ou une résine de

polystyréne.

H.C CHj

ot -

Figure 15 : Formation du BPA
Le BPA est formé par la condensation de I'acétone avec 2 groupements phénols, en milieu acide.

Depuis le début des années 60, le BPA est grandement utilisé dans I'industrie du plastique.
En 2006, sa production annuelle dans le monde s’élevait a plus de 3,5 millions de tonnes. Il
est utilisé sous forme de polymere dans la production industrielle de polycarbonates de
plastigues (71%), de résines époxy (21%), et comme antioxydant ou inhibiteur de

polymérisation dans certains plastifiants et dans les PVC (7%).

Les polycarbonates sont utilisés dans la fabrication de hombreux objets de la vie courante
(CD, lunettes, amalgames dentaires, bouteilles en plastiques et autres contenants
alimentaires). On retrouve les résines époxy dans les revétements internes de certaines
boites de conserves et canettes. Le BPA est également utilisé dans le papier thermique

constituant certains tickets de caisse (Biedermann et al., 2010) (Fig. 16).

Le BPA est lié de fagcon non covalente dans ces polymeéres de plastiques, et peut s’en
extraire naturellement en faible quantité, et a des doses plus importantes lorsque le plastique
est exposé a une haute température ou en présence de détergents puissants. De plus la
libération de molécules semble plus importante lors d’utilisations multiples du contenant. Les
utilisateurs de contenants alimentaires a base de BPA sont donc susceptibles d’en ingérer

les particules. L’alimentation constitue d'ailleurs la principale source de contamination.
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Cependant, étant présent dans de nombreux produits ainsi que dans les poussiéres
domestiques (Loganathan and Kannan, 2011), le BPA pénétre également dans I'organisme
par voie dermique et par inhalation. D’apres, une étude réalisée sur une cohorte du National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) des traces de BPA sont détectées dans
l'urine de plus de 93% de la population américaine (Calafat et al., 2008).

i

-7

“a
T
al
I

H <

5" ) Bouteiles plastigLes

{ i}v N Revetements
L) des boies de conseryz
Jouets '\ \ A

BisphénolA | ——* %&fL'

— <
/

il atériel médical

Amalgames dentaires / “w
o v
d

CD

Ticketsde caisses

Figure 16 : Potentielles sources d’exposition au BP A

Le BPA est un plastifiant retrouvé dans de nombreux produits de consommation courante (bouteille

plastique, intérieur des boites de conserve, poche de perfusion etc...)

Le BPA fait I'objet de nombreux débats quant a sa toxicité pour I'Homme. En effet, la
molécule a été synthétisée et étudiée au début du XXeme siécle en tant qu'cestrogéno-
mimétique. Comme le diethylstilbestrol (DES), autre molécule de synthese, le BPA partage
certaines propriétés de I'cestradiol (E2), principal cestrogéne synthétisé chez I'Homme.

Or, le DES, utilisé comme médicament jusqu'au milieu des années 70 s’est avéré
extrémement nocif. De part ses propriétés aestrogéniques, le DES entraine des
déréglements hormonaux et les anomalies génitales précédemment décrites (Toppari et al.,
1996, Delbes et al., 2006).
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Figure 17 : Formule semi-développée de la structure générale du bisphénol A, de I'cestradiol et

du diéthylstilbestrol

Aujourd’hui, le BPA, fait I'objet de hombreuses études expérimentales et épidémiologiques
afin de définir de fagcon précise son degré de toxicité. Plusieurs études réalisées chez les
rongeurs font état d'effets toxiques du BPA a forte dose sur différents organes comme le
foie, la prostate, les seins, et particulierement sur la fonction de reproduction (Expertise
collective de 'INSERM : BPA, Effets sur la reproduction, 2011). Ceci a amené les agences
de sécurité sanitaire a définir une dose sans effet toxique observable (NOAEL, no
observable adverse effect level) de 5 000 pg/kg/jour et une dose journaliere admissible
(DJA) de 50 pg/kgl/jour (Expertise collective de 'ANSES : Effets sanitaires du BPA). A partir
des ces données, des décisions gouvernementales ont été prises quant a l'interdiction de
I'utilisation du BPA dans la fabrication de contenants alimentaires. Le Canada fut le premiers
pays a voter l'interdiction du BPA dans les biberons, en octobre 2008. La France interdit la
commercialisation de biberons contenant du BPA en juin 2010 dans la Loi Grenelle 2, suivie
par I'Union Européenne en novembre 2010, qui en interdit la fabrication, la vente et
l'importation depuis juin 2011. La France tente d'aller plus loin, en votant récemment un
projet de loi menant & la suspension de la fabrication et commercialisation des emballages
de produits contenant du BPA destinés aux enfants de moins de 3 ans, dés 2013, et a partir
de 2015, cette suspension viserait également la fabrication et la commercialisation de tout
conditionnement en contact avec des aliments. Ce projet de loi fait actuellement I'objet de
discussions au Sénat, et de nombreux débats avec les industriels, contraints de trouver

rapidement des substituts.

Le principe de précaution est appliqué, néanmoins la toxicité réelle du BPA fait encore I'objet
de nombreuses questions, car les études expérimentales réalisées sur les rongeurs sont
parfois contradictoires, et ne permettent pas d’extrapoler sur une éventuelle toxicité pour
’'Homme. De plus, la plupart des études sont réalisées en utilisant de fortes concentrations

de BPA, mais d’autres mettent en évidence des effets différents, a faible concentration.

Plusieurs études épidémiologiques tentent d'établir des liens entre I'exposition au BPA et
I'apparition de certaines pathologies. Cependant, il est difficile d’établir des liens de cause a

effet pour une molécule a laquelle nous sommes exposés de facon chronique. En effet, le
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BPA est éliminé de facon rapide par I'organisme, mais sa présence ubiquitaire dans les
objets de consommation courante maintient des taux de BPA non négligeables dans
'organisme. Ainsi, on le retrouve dans tous les fluides biologiques (sang, urine, lait
maternel...), a des taux qui peuvent étre trés variables d’un individu a l'autre (Vandenberg et
al., 2010).

1.B. Métabolisme et toxicocinétique

La dangerosité du BPA pour I'organisme dépend de plusieurs parameétres en plus de la dose
d’exposition : sa diffusion, sa prise en charge par les enzymes de détoxication, les processus

d’élimination permettent d’évaluer dans quelle mesure le BPA est toxique.

Dés son ingestion, le BPA est totalement pris en charge par le systéme digestif et absorbé.
Une fois absorbé, le BPA est rapidement distribué dans tous les tissus sans affinité
particuliere pour un tissu donné. Le taux plasmatique maximal est atteint environ 80 min
aprés administration d'une dose de BPA (Volkel et al., 2002). Les enzymes de
biotransformation intestinales et hépatiques qui interviennent classiguement dans les
processus de conjugaison des xénobiotiques, telles que les UDP-glucuronyl-transférases et
les sulfotransférases sont capables de le métaboliser en une forme conjuguée (Volkel et al.,
2002, Inoue et al., 2003, Pottenger et al., 2000).
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Figure 18 : Représentation schématique des voies pr  incipales de transformation du BPA.

Le BPA est transformé par les sulfotransférases en BPA sulfate ; par les UDP-glucuronyl-transférases
en BPA-glucuronide, hydroxy-BPA-glucuronide ou Catéchol-BPA-glucuronide. Ces réactions sont

réversibles. (D'apres I'Expertise collective de 'INSERM : BPA, Effets sur la reproduction, 2011.)
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Le BPA-glucuronide constitue la forme majoritaire chez I'Homme, mais on retrouve
également le BPA sous sa forme libre. Les formes conjuguées ne possedent pas les mémes
propriétés que la forme libre, qui est la forme active du BPA (Lacroix et al., 2011). Seul le
BPA libre est capable de se lier aux récepteurs des cestrogénes (Matthews et al., 2001). Par
ailleurs, la présence dans certains organes, d’enzymes de déconjugaison de type [-
glucuronidase ou arylsulfatase, permet de retransformer le BPA sous sa forme libre. D’aprés
Volkél et coll. et Teeguarden et coll., le taux de BPA libre sanguin représenterait moins d'1%
du BPA total (Volkel et al., 2002, Teeguarden et al., 2011). D’autres études de monitoring
publiées par Ye et coll. ou par Kim et coll. indiquent des taux urinaires allant de 10 a 30% de
BPA libre (Ye et al., 2005, Kim et al., 2003).

Une fois absorbé, le BPA est rapidement éliminé dans l'urine. Chez 'Homme, le BPA
posséde une demi-vie de 4 a 6h (Volkel et al., 2005, Volkel et al., 2002), cependant les
études de toxicocinétique sont difficlement exploitables compte tenu de I'exposition quasi
continue a laguelle nous sommes soumis. Des études de pharmacocinétique sont également
réalisées chez les rongeurs, mais elles ne permettent pas d’extrapolation a 'Homme, car il
existe d'importantes différences inter-espéces dans les mécanismes de détoxification et
d’élimination. La présence d'un cycle entéro-hépatique chez le rat entraine la libération de
BPA-glucuronide dans la bile, suivie d'une réabsorption avant d’'étre définitivement éliminé
(Upmeier et al., 2000, Kurebayashi et al., 2003). La demi-vie du BPA chez le rat serait

comprise entre 24 et 48 heures, temps de diffusion beaucoup plus long que chez I'Homme.

Chez le nouveau né, les voies métaboliques, notamment la voie de la glucuronidation, ne
sont pas entierement fonctionnelles. Les rapports BPA libre/BPA conjugué ne sont pas les
mémes qu'a I'age adulte. De plus, différentes études ont relevé des taux de BPA, libre et
conjugué, dans le plasma feetal, indiquant un passage placentaire (Vandenberg et al., 2007).
En outre, les enzymes de déconjugaison apparaissent avant les enzymes de conjugaison
dans le développement. Au niveau foetal, I'équilibre se déplace davantage vers une
augmentation du taux de BPA libre par rapport au BPA conjugué (Nishikawa et al., 2010).
Une attention particuliére doit donc étre portée sur I'exposition des feetus et des nouveau-

7

nes.

I1I.C. Taux d'exposition de la population

Le niveau d'exposition réelle des populations au BPA fait I'objet de nombreuses
interrogations. Déterminer les niveaux de BPA auxquels la population est exposée permet de
mesurer la pertinence des études expérimentales réalisées en laboratoire. Afin d’évaluer le

taux de contamination au BPA, plusieurs mesures ont été effectuées dans différentes
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cohortes aux Etats-Unis, en Europe et en Asie du sud-est. Les données principales
concernent les taux de BPA retrouvées dans le sang, aprés absorption par le systéme

digestif et dans I'urine aprés son élimination.

Les résultats sont extrémement variables d’'une étude a l'autre, ceux-ci dépendants de la
population étudiée (localisation, origine, sexe, age), mais aussi de la méthode de mesure. Le
dosage ELISA et la spectrométrie de masse (HPLC-MS/MS, GC/MS) sont les principales
méthodes utilisées. Depuis 2001, plus d’'une vingtaine d'études mesurant le taux de BPA
urinaire chez des adultes sains ont été publiées, avec des valeurs maximales atteignant 10°
M.

Masse volumique de Concentration molaire de BPA total Références
BPA total (ng/mL) (M) (valeur moyenne)
San NDa>2 ND & > 8,7.10° Kaddar et al., 2009
g 0,2 8,7.10™ He et al., 2009
-9 Schoéringhumer et Cichna-
o ;i ‘1"2'18_8 Markl, 2007
rne ! T g Calafat et al., 2008
2.8 1,110 Kim et al., 2012
Tableau 3: Taux moyens de BPA total retrouvés dans le sang et l'urine d’individus adultes
sains

Aprés prélevement de sang et/ou d'urine, les taux de BPA ont été mesurés par spectrométrie HPLC

ou par dosage ELISA

Les études les plus récentes réalisées sur de larges cohortes d'individus, révélent dans le
sang et l'urine, des valeurs moyennes de BPA variant entre 10°M (limite de détection

d’aprés la plupart des études) et 10°M.

Ces valeurs représentent les concentrations de BPA total, sous ses formes conjuguée
(principalement glucuronidées et sulfatées) et déconjuguée. Une étude réalisée par Kim et
al. en 2003 rapporte chez I'Homme une composition urinaire de 29,1% de BPA libre, 66,2%
de BPA-glucuronide et 4,78% de BPA-sulfate, et chez la femme, 33,4% de BPA libre, 33,1%
de BPA-glucuronide et 33,5% de BPA sulfate (Kim et al., 2003). Néanmoins, de vifs débats
remettent en cause les données répertoriées a ce sujet. Dans une étude récente, les valeurs
de BPA libre dans le sang sont rapportées entre 0,2 et 1,2% du BPA total, ce qui correspond
a des valeurs inférieures a 10"°M (Teeguarden et al., 2011). Le BPA conjugué étant

biologiquement inactif, il est important de mesurer les taux de BPA libre retrouvés dans
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I'organisme et les études les plus récentes s'intéressent distinctement aux mesures de BPA

sous ses différentes formes (Fenichel et al., 2012, Vandenberg et al., 2010).

Les fcetus et nouveau-nés étant des cibles particuliéres de la perturbation endocrinienne,
nous nous intéresserons principalement aux valeurs relevées en période de grossesse. Des
données sont rapportées concernant les taux de BPA libre dans le sang chez la femme
enceinte, dans le liguide amniotique, le placenta, le lait maternel ainsi que dans le sang de

cordon ombilical.

Masse volumique de | Concentration molaire de BPA Ré&férences
BPA libre (ng/mL) libre (M) (valeur moyenne)
. L t al., 2008
Sang materel & o 4107 Pziedemea:at;han et
’ -8
'accouchement 5,9 2,6.10 al. 2008
Lait maternel 19 8,3.10° Ye et al., 2006
Liquide Amniotique 0,6 2,4.10° Engel et al., 2006
. L t al., 2008
Sang de cordon 1,13 5.10° Fe,e .ehal tal
ombilical 0,9 3.9.10° emczoelze al.,

Tableau 4 : Taux moyens de BPA libre retrouvés en p  ériode de grossesse dans différents

fluides biologiques

Dans différents fluides biologiques, les taux de BPA ont été mesurés par spectrométrie HPLC ou par
dosage ELISA

Ces données concernant le liquide amniotique et le sang de cordon ombilical montrent que
le BPA libre traverse la barriére placentaire et le feetus est alors exposé a des concentrations

de BPA relatives a I'exposition de la mére.

Par ailleurs, des relevés ont été effectués chez de jeunes enfants de moins de 11 ans. Cette
population d’enfants étant susceptibles de porter les objets a leur bouche et étant souvent au
sol au contact de poussiéres, on retrouve dans leur urine des concentrations de BPA jusqu’a

5 fois plus importantes que chez les adultes (Becker et al., 2009, Calafat et al., 2008).

I1I.D. Toxicité du Bisphénol A sur I'organisme

Plusieurs études épidémiologiques ont tenté d’'établir des corrélations entre les taux
d’exposition au BPA et l'apparition de certaines pathologies. De nombreuses études

expérimentales effectuées chez I'animal font d'ores et déja état d'effets délétéres sur le
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fonctionnement de différents organes. Des dysfonctionnements dus au BPA sont suspectés
au niveau du cerveau, du systeme cardiovasculaire, de la thyroide, du systéme immunitaire
ou de l'intestin (Expertise collective de 'ANSES : Effets sanitaires du BPA, sept. 2011). Nous
nous sommes concentrés sur les déreglements observés sur les organes liés a la fonction

de reproduction.

Les doses de BPA utilisées, les méthodes et voies d'administration, les périodes
d’exposition, les espéces et souches d’animaux sont autant de critéres qui varient d’'une
étude a l'autre. Par conséquent, la transposition a I'Homme reste toujours difficile, mais il
convient de rester attentif vis-a-vis des résultats observés dans ces études expérimentales
réalisées chez I'animal. L'un des critéres majeurs dans I'étude des effets reprotoxiques étant
la période d’exposition, nous avons focalisé notre étude sur I'exposition prénatale et

périnatale au BPA.

[11.D.1.Effets du BPA sur la fonction de reproduct ion male

1.D.1.1. Etudes expérimentales chez I'animal
Chez l'animal, des dizaines d'études expérimentales ont été réalisées afin de déterminer la
toxicité du BPA sur les fonctions de reproduction masculine (Expertise collective de
'INSERM : BPA, Effets sur la reproduction). Les résultats sont contradictoires en fonction

des modeles étudiés.

a. Exposition en période gestationnelle et postnatale

De nombreuses études sont référencées concernant I'exposition au BPA en période feetale.
Pour la plupart, I'exposition est poursuivie pendant la période de lactation. Les principaux
paramétres étudiés sont les taux de sécrétions hormonales a I'age adulte et la qualité de la

production spermatique. Certaines études retrouvent des effets délétéres, d’autres non.

Chez le rat, Salian et al. ont effectué une étude sur des rats Holtzmann exposés au BPA de
12 jpc a 21 jpp a 1,2 et 2,4 pg/kg/jour. Les males F1 sont observés, puis accouplés a 75 jpp
et les générations F2 et F3 sont également étudiées. On observe dans la génération F1 une
augmentation des pertes post-implantatoires, une diminution de la taille des portées, du
nombre et de la mobilité des spermatozoides. Les taux d’hormone a I'dge adulte sont
également diminués (FSH, LH, testostérone, cestradiol). On observe également une
diminution de I'expression d’'ERP et du récepteur des androgenes, dans les 3 générations.
Ces effets persistants sur plusieurs générations suggerent une action du BPA sur la

reprogrammation épigénétique des cellules germinales (Salian et al., 2009b).
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Dans plusieurs études réalisées chez le rat, la distance ano-génitale (AGD), marqueur de
masculinisation a été mesurée aprés traitement au BPA & différentes doses. Une étude
démontre une réduction de 'AGD apres administration de 250 pg/kg/jour de BPA (Murray et
al., 2007) alors que deux autres études indépendantes ne montrent aucun effet sur TAGD
aux doses de 4 000-40 000 pg/kg/jour et 1-50 000 pg/kg/jour respectivement (Kobayashi et
al., 2002, Tyl et al., 2002).

A contrario, Howdeshell et al. démontrent une absence d'effet de I'exposition au BPA en
période feetale & des doses de 2 a 200 pg/kg/jour chez des rats Long-Evans. Dans cette
étude, le BPA n’'influe pas sur les niveaux d’hormones, ni sur la production spermatique
(Howdeshell et al., 2008). De méme, une étude précédente réalisée par Tinwell et al. sur des
rats Wistar et sur des Sprague-Dawley ne montre aucun effet du BPA aux doses de 20 et

100 pg/jgl/jour, sur la fonction de reproduction méle (Tinwell et al., 2002).

De facon étonnante, une étude de Watanabe et al. démontre des effets encore différents.
Chez des rats Sprague-Dawley exposés a de fortes doses de BPA (4 & 400 mg/kg/jour) de 6
jpc a 20 jpp, une augmentation significative du taux de testostérone est observée (Watanabe
et al., 2003).

Dans une étude réalisée sur des souris CD-1, le BPA n’est pas administré par gavage, mais
de facon chronique par des implants sous-cutanés contenant 100 ou 5000 pug de BPA,
pendant les périodes de gestation et lactation. Les souris sont sacrifiées a 28 jpp. Le poids
des organes reproducteurs n’est pas modifié par le traitement. En revanche, on observe une
diminution du pourcentage de tubes séminiféres contenant des spermatides matures (Okada
and Kai, 2008).
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Espéce Doses Période Effets Références
d’exposition
Aucun effet sur le poids des
Rat Long 2-20-200 7jpca1gjpp | or9anes du systeme Howdeshell et al., 2008
Evans pa/kgljour reproducteur ni sur la
réserve spermatique
| Taille des portées
des pertes post-
implantatoires
et du délai d’accouplement
126et24 | nombre et mobilité des
Rat Holtzmann ’ . 12jpc a 21jpp spermatozoides Salian et al., 2009
pa/kgljour .
poids corporel F2 et F3
| expression d'ERf
testiculaire
| expression d’AR
testiculaire en F1
Rat Sprague- 4-40-400 6jpc & 20jpp tau>§ de testostérone a 9 Watanabe et al., 2003
Dawley mg/kg/jour semaines
Rat Sprague- 20-100-50000 s | réserve spermatique (a 50 .
Dawley po/kgljour 6jpc a 21jpp mg/kg/jour uniquement) Tinwell et al., 2002
Rat 4000 a 40 000 gestatlgn et Aucun,effet sur la distance Kobayashi et al., 2002
pa/kgljour lactation ano-génitale
Rat Sprague- 1a50 .000 gestatlgn et Aucun,effet sur la distance Tyl et al., 2002
Dawley pa/kgljour lactation ano-génitale
estation et | tubes séminiferes
Souris CD-1 100 a 5 000 ug 9 lactation contenant des spermatides Okada et Kai, 2008
matures
| réserve spermatique
épididymaire
Rat Holtzmann 100 a 1600 la5jpp | mobilite dgs Salian et al., 2009
pa/kgljour spermatozoides
| expression de connexine
43
N Aucun effet sur la
Rat Sprague- 2a 97.00 1a9ijpp reproduction (hormones et Kato et al., 2006
Dawley pa/kgljour

genes testiculaires)

Tableau 5 : Effets du BPA sur le testicule de ronge

postnatale.

Le BPA est administré par gavage ou implants pendant différentes périodes de la gestation et les

effets sont observés a la naissance et a I'age adulte.

ur apres traitement en période fcetale et/ou




b. Exposition néonatale

Une autre étude a été réalisée par Salian et al. en 2009 sur des rats Holtzmann traités
pendant 5 jours a partir de la naissance a des doses de BPA variant de 100 a 1600
pg/kgljour, puis observés a I'age adulte. Une diminution de la réserve spermatique
épididymaire ainsi que de la mobilité des spermatozoides est observée. Une diminution de la
taille des portées est également observée. Cette étude démontre aussi des effets sur les
cellules somatiques ; le BPA diminuerait le taux d’expression de la protéine d'adhésion

cellulaire, la connexine 43, dans les cellules de Sertoli (Salian et al., 2009a).

Auparavant, dans une étude de Kato et al., des rats Sprague-Dawley avaient été traités de la
naissance a 9 jpp a des doses de 2 et 9 700 pg/kg/jour. Il n'est rapporté aucun effet du BPA
sur la fonction de reproduction, ni au niveau hormonal, ni sur l'expression de génes

testiculaires (Kato et al., 2006).

Les résultats des différentes études étant largement contradictoires, il est difficile de tirer une
conclusion quant a la toxicité du BPA sur la fonction de reproduction chez le male, et

impossible de tenter d’extrapoler ces résultats a de potentiels effets sur I'espéce humaine.

Cependant, des études épidémiologiques, le plus souvent chez I'adulte, ont été réalisées
afin de tenter de mettre en évidence des relations entre les taux d’exposition au BPA et

'apparition d’anomalies de la fonction de reproduction.

111.D.1.2. Etudes épidémiologiques

Les études épidémiologiques comportent elles aussi différents biais, le plus important étant
la contamination chronique au BPA et son élimination rapide. Il est difficile d'établir des liens

directs entre le relevé d'un taux de BPA a un moment donné et une anomalie particuliére.

Plusieurs études ont néanmoins réussi a corréler statistiqguement I'exposition au BPA et des

troubles de la fonction sexuelle.

Une étude de Li et al. a été réalisée parmi des hommes étant professionnellement exposés
au BPA au quotidien. Les taux de BPA ont été relevés dans l'urine, puis les éventuels
troubles de la fonction sexuelle ont été estimés par des réponses a un questionnaire (Li et
al., 2011). Les auteurs concluent gu’'un lien entre I'exposition au BPA et une augmentation

des troubles de la fonction sexuelle existe, cependant, cette conclusion ne reste qu'une
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hypothése étant donné le mode opératoire utilisé, les réponses a un questionnaire laissant

forcément place a une part de subjectivité.

De méme, Mendiola et al. observent dans une population d’hommes sains une diminution de
la quantité de testostérone libre liée a I'augmentation du taux de BPA urinaire (Mendiola et
al., 2010).

A l'inverse, d’aprés I'étude sur la cohorte INCHIANTI (adultes sains), le taux de testostérone

sérique augmenterait avec le taux de BPA urinaire (Galloway et al., 2010).

Afin de mettre en évidence des effets d’'une exposition au BPA en période feetale, deux
études ont mis en relation des criteres de masculinisation observables a la naissance et

'exposition préalable au BPA :

En Chine, les taux de BPA ont été relevés dans une cohorte de parents, puis 'AGD de leurs
nouveau-nés a été mesurée. D’apres cette étude, 'AGD serait plus faible chez les enfants
dont les parents ont été plus exposés au BPA (Miao et al., 2011). En revanche, dans une
autre étude récente, Fénichel et al. ont mesuré au sein d’une cohorte, les taux de BPA dans
le sang de cordon ombilical puis ont étudié I'apparition de cas de cryptorchidie. Aucun lien

n'a été établi entre le taux de BPA et l'incidence de cette pathologie (Fenichel et al., 2012).

11.D.1.3. Effets du BPA sur d’autres organes impli  qués
dans la fonction de reproduction masculine

a. BPA et cancer de la prostate

Dans la majorité des pays occidentaux, le cancer de la prostate est le cancer ayant la plus
grande incidence chez I'homme. Plusieurs études ont démontré linfluence de composés
cestrogéniques comme I'ethynil-cestradiol ou le diéthylstilbestrol sur la taille de la prostate

chez les rongeurs.

La premiére étude s'intéressant aux effets du BPA sur la prostate a été publiée en 1997. Les
auteurs indiquent qu’aprés administration orale de 2 et 20 mg/kg/jour in utero, le BPA induit
dans des souris CF-1, une augmentation de la taille de la prostate a I'dge adulte (Nagel et
al., 1997).

Par la suite, aucun effet du BPA n’a été retrouvé dans les études transgénérationnelles
effectuées sur le poids de la prostate de rats Sprague-Dawley et souris CD-1 (Tyl et al.,

2008, Tyl et al., 2002). En revanche, un traitement au BPA de souris BALB/c en période
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foetale de 13 a 18 jpc entraine 'augmentation de I'expression de la cytokératine 10, protéine

associée a I'apparition de néoplasie de I'épithélium prostatique (Ogura et al., 2007).

Dans une autre étude, un traitement en période néonatale de rats Sprague-Dawley induit la
modification du niveau d’expression d'une trentaine de génes, dont la phosphodiéstérase
4D, impliquée dans les phénoménes de méthylation. Le maintien de son expression est
susceptible de modifier la mémoire épigénétique de la prostate (Ho et al., 2006). D'aprés la
méme équipe, un traitement néonatal au BPA, suivi d'injections d’'cestradiol ou de
testostérone a I'age adulte entraine I'apparition de lésion précancéreuses prostatiques (Leav
et al., 1988). Ceci suggére I'implication du BPA dans la programmation du développement

de la prostate pouvant mener & des cancers en cas de déreglement hormonal a I'age adulte.

I".E. Mécanisme d’action

[1l.E.1.Les récepteurs classiques des oestrogenes

Les mécanismes daction du BPA sont peu connus. Perturbateur endocrinien
cestrogenomimétique, il est capable de se lier aux récepteurs nucléaires des cestrogénes
mais avec une faible affinité, 10 000 fois inférieure a celle de I'cestradiol (Kuiper et al., 1998).
Deux isoformes des récepteurs aux cestrogénes ont été caractérisées et appelées
respectivement ERa et ERB (Kuiper et al., 1996, Koike et al., 1987, Green et al., 1986). Elles
sont codées par deux genes différents nommés NR3AL (Nuclear Receptor 3A1) pour ERa et
NR3A2 (Nuclear Receptor 3A2) pour ERB. L'expression de ces deux récepteurs dans le

testicule varie en fonction de I'espéece et du stade de développement.

Dans le testicule foetal, les ARNm de ERa et ER[ sont présents dans la gonade foetale des
rongeurs pendant toute la période du développement foetal (Williams et al., 2001). Les
études immunohistochimiques ont montré que ERa commence a étre exprimé dans les
cellules de Leydig et les cellules péritubulaires a partir de 11,5 jpc jusqu’a la naissance alors
gu'il est absent des cellules germinales pendant toute la vie feetale (Nielsen et al., 2000,
Greco et al., 1992). ERp est exprimé dans la gonade des rongeurs (rat et souris) a partir de
14,5 jpc dans les cellules germinales (Jefferson et al., 2000). Chez le rat, il est également
exprimé dans les cellules de Sertoli et les cellules de Leydig a partir de 16,5 jpc (Jefferson et
al., 2000, van Pelt et al., 1999, Saunders et al., 1998).

Chez 'Homme, les travaux concernant I'expression des ER (a et B) dans le testicule ont
porté majoritairement sur le deuxiéme trimestre de gestation. Ills ont mis en évidence deux
variants de ERB (ERB1 et ERB2) (Saunders et al., 2002, Brandenberger et al., 1997). Les

ARNmM de ces deux variant sont exprimés dans les cellules de Sertoli, les cellules germinales
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et certaines cellules interstitielles (Gaskell et al., 2003, Takeyama et al., 2001,
Brandenberger et al., 1997). Cependant, la protéine ERB1 est détectée surtout dans les
cellules de Sertoli et interstitielles et la protéine ERB2 dans les cellules germinales (Gaskell
et al., 2003). En ce qui concerne ERa les études sont contradictoires, certains auteurs ne
retrouvant ni son messager ni sa protéine dans le testicule feetal humain (Gaskell et al.,
2003, Takeyama et al., 2001) alors que d’autres détectent le messager ou la protéine
(Pelletier and El-Alfy, 2000, Brandenberger et al., 1997).

Avec la faible affinité du BPA pour ces récepteurs, les effets observés a faible dose sont
difficilement attribuables a l'activation de ces voies de signalisation. Par ailleurs, plusieurs
études montrent des courbes doses réponses non monotones (Vandenberg et al., 2012,
Bouskine et al., 2009, Jenkins et al., 2011), ceci impliquant des effets différents selon le
récepteur activé par le BPA, via des voies de signalisation différentes. Hormis les récepteurs

« classiques » des cestrogénes, d'autres récepteurs ont la capacité de lier le BPA.

lIl.E.2. Récepteur membranaire GPR30
GPR30 appartient a la famille des récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G. |

posséde une forte affinité pour les cestrogenes et son activation induit des réponses

cellulaires rapides non-génomiques (Prossnitz and Barton, 2011).

Le BPA a été décrit comme pouvant se lier au récepteur GPR30 (Thomas and Dong, 2006).
La principale étude démontrant des effets du BPA via ce récepteur indique que dans une
lignée cellulaire de séminome germinal, la lignée JKT-1, une augmentation de la prolifération
des cellules est observée aprés un traitement au BPA & trés faible dose (10™?M) (Bouskine
et al., 2009). Cet effet disparait lorsque les cellules sont traitées au BPA en présence d'un
inhibiteur de GPR30. Par ailleurs, cette étude montre également une disparition de l'effet
prolifératif a forte dose, décrivant ainsi une courbe non-monotone des effets du BPA. Utilisé

en temps que témoin positif, I'cestradiol inhibe la prolifération de la lignée JKT-1.

Le réle de GPR30 dans la prolifération induite par le BPA a été confirmé dans d’'autres types

cellulaires comme les cellules de cancer du sein (Pupo et al., 2012).

I1l.E.3.Estrogen Related Receptor Gamma

ERRy (Estrogen-related receptor gamma, NR3B3) fait partie de la superfamille des
récepteurs nucléaires, dont l'activité est comparable a celle des facteurs de transcription
dépendant d’'un ligand (Gibson and Saunders, 2012). Cependant, ERRy ne possede pas de
ligand physiologique connu. Des études cristallographiques semblent indiquer qu'il est
capable de s’activer de facon constitutive. Le BPA posséde une forte affinité pour ce

récepteur et il est capable de maintenir son activité constitutive (Takayanagi et al., 2006,

66



Okada et al., 2008). D'autres composés synthétigues comme le DES ou le 4-
hydroxytamoxifene (4-OHT) sont décrits comme ligands d’ERRy (Tremblay et al., 2001,
Coward et al., 2001).

Dans un modéle in vitro, des effets du BPA via ERRy ont été démontrés dans la lignée de
cellules du trophoblaste JEG-3. Les auteurs décrivent des effets anti-prolifératifs et pro-
apoptotiques qui disparaissent en présence de siRNA dirigés contre ERRy (Morice et al.,
2011).

Une étude sur les niveaux d’expression des ARNm d’ERRy dans I'organisme révele que
lisoforme 1 du récepteur est prépondérante et fortement exprimée dans le placenta humain
(Takeda et al., 2009). Ces résultats soulévent I'hnypothése d'une accumulation de BPA au

niveau placentaire.

I1l.E.4.Récepteur des androgenes, Aryl hydrocarbon receptor

L'une des hypothéses permettant d’expliquer les effets contradictoires retrouvés dans les
différentes études expérimentales et les courbes dose-réponse hon monotones est la liaison

du BPA a d'autres types de récepteurs, avec une action parfois antagoniste.

Plusieurs études ont par exemple démontré la capacité du BPA & se lier au récepteur des
androgenes (Lee et al., 2003, Li et al.,, 2010a, Xu et al., 2005). Il posséde une action
antagoniste sur ce récepteur, ce qui peut expliquer une partie des effets anti-androgéniques

provoqués par le BPA (Paris et al., 2002).

Un autre type de récepteur a été étudié, le récepteur AhR (Aryl hydrocarbon receptor). La
liaison directe du BPA a ce récepteur n’est pas démontrée, mais certaines études indiquent
que son niveau d’expression est modifié par des traitements au BPA (Kruger et al., 2008,
Nishizawa et al., 2005).

Avec le bisphénol A, d'autres types de plastifiants sont considérés comme perturbateurs
endocriniens et soulévent des inquiétudes pour la santé publique. Parmi eux, les phtalates,
également présents dans de nombreux produits de consommation courante font I'objet de

nombreuses études.
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V.Phtalates

IV.A. Généralités

Les phtalates sont utilisés depuis les années 1920 en tant que plastifiants. Leur production
explose a partir de 1931, ou ils entrent dans la composition des PVC afin de leur conférer
une certaine flexibilité (plastiques souples ou semi-rigides). Produits de la réaction de di-
estérification de I'acide phtalique C¢H4(COOH),, ils sont composés d’un noyau benzénique et

de 2 groupements carboxylates de tailles variables.

O
HO O
OH di-estérification OR
o) OR
O
Acide phtalique Diester de phtalate

Figure 17 : Formation de phtalate par di-estérifica  tion de 'acide phtalique

Les di-esters phtaliques sont formés par I'ajout de radicaux carboxylates au niveau des fonctions

alcool de I'acide phtalique.

Les phtalates sont utilisés dans de nombreux produits en PVC et également dans certains
emballages plastiques, contenants alimentaires, adhésifs et colles, peintures industrielles,
encres d'imprimantes, insecticides, détergents, certains produits cosmétiques, médicaments
(en tant qu’excipients) et jouets d’enfants. Certains appareillages médicaux comme les
poches de transfusion sanguine contiennent également des doses élevées de phtalates
(Hauser et al., 2004, Heudorf et al., 2007, Koo and Lee, 2004).

A linstar du BPA, les phtalates sont considérés comme des perturbateurs endocriniens,
capables d'interférer dans la production, la sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison
aux récepteurs et les voies de signalisation des hormones naturelles qui régulent les
processus de développement et le maintien de 'homéostasie dans I'organisme. La principale
source de contamination par les phtalates est I'ingestion. Les phtalates sont liés de fagon
non covalente, et peuvent donc diffuser librement depuis les contenants alimentaires. Cette
diffusion peut avoir lieu pendant les périodes de conditionnement et surtout lors du chauffage
des emballages alimentaires (Heudorf et al., 2007, Page and Lacroix, 1995, Petersen and

Breindahl, 2000). Les contaminations par inhalation et par voie dermique sont également des
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sources importantes étant donné la présence de phtalate dans les cosmétiques (Fig. 18).
Des particules de phtalates sont également retrouvées dans l'air et dans les poussieres
domestiques (Bornehag et al., 2005, Clausen et al., 2004, Fromme et al., 2004).

Le DEHP (di(2-ethylhexyl) phtalate) est le phtalate le plus répandu. On le retrouve
principalement dans les contenants et films alimentaires, les parfums, les peintures ou le
matériel médical.

-
E =
N =2
e | Bouteilles plastiques
:ﬁj& Contenants
alimentaires

DEHP

\\\ M atériel madical

Vétements Parfurns et cosmeétiques

Figure 18 : Potentielles sources d’exposition au DE =~ HP

Le DEHP est le phtalate le plus produit au monde, présent dans plusieurs types de produits de

consommation courante

La législation en Europe et en France interdit la fabrication et I'importation d’articles de
puériculture dont la composition en phtalate est supérieure a 0,1% de la masse plastique
totale. Les phtalates restent autorisés dans la plupart des autres produits de consommation
quotidienne car d'aprés les autorités responsables, les concentrations retrouvées dans
'organisme ne sont pas toxiques. Au Canada, la législation impose néanmoins d’indiquer
aux consommateurs la présence de phtalate dans les produits.
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IV.B. Métabolisme et toxicocinétique

Dans l'organisme, les phtalates, ingérés sous forme de di-esters phtaliques, sont rapidement
métabolisés. Cette métabolisation peut s’effectuer en plusieurs étapes. La premiére réaction
enzymatique est I'hydrolyse du diester de phtalate en mono-ester, au niveau des chaines
carbonées. Le métabolite primaire ainsi créé est considéré comme le composé
biologiguement actif (Heindel and Powell, 1992). Cette réaction a principalement lieu au
niveau de l'intestin et de différents organes parenchymateux. Les phtalates a chaines
carbonées courtes comme le DEP (diéthyl phtalate) ou le DMP (diméthyl phtalate) ne
subissent que cette étape, les phtalates a chaines carbonées longues comme le DiBP
(diisobutyl phtalate), DnBP (di-N-butyl phthalate) ou le DEHP peuvent subir des
modifications secondaires d’hydroxylation, oxydation et/ou conjugaison, permettant ainsi la

formation de plusieurs métabolites différents (Frederiksen et al., 2007).

La conjugaison des mono-esters de phtalates s'effectue grace a [l'uridine 5'-
diphosphoglucoronyle transférase qui ajoute un groupement glucuronide au niveau du
groupement alcool du mono-ester. Cette réaction augmente la solubilité du phtalate dans
I'eau et lui permet d'étre plus facilement éliminé dans les urines (Koch et al., 2005b, Silva et
al., 2003).

L’hydrolyse du DEHP est réalisée par des lipases non spécifiques (monooxygénases mixtes
cytochrome p450 dépendantes) situées au hiveau intestinal ou pancréatique (Albro et al.,
1982). Cette réaction a pour produit le MEHP (mono(2-ethyl hexyl) phtalate), métabolite actif
du DEHP, et le 2-ethylhexanol (Barber et al., 1994, Gray and Beamand, 1984). Le MEHP
peut ensuite subir une série de transformations secondaires de sa deuxiéme chaine
aliphatique carbonée, conduisant a la synthése de différents métabolites secondaires (Koch
et al.,, 2006, Koch et al., 2003, Silva et al., 2003). Il existe environ une quinzaine de
métabolites secondaires du DEHP dont les principaux sont le Mono (2-ethyl-5-hydroxyhexyl)
phtalate (50H MEHP), le Mono (2-ethyl-5-oxo-hexyl) phtalate (50xo MEHP), le Mono (2-
ethyl-5-carboxypentyl) phtalate (5cx MEPP) et le Mono (2-(carboxymethyl) hexyl) phtalate
(2cs MMHP).
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Figure 19 : Métabolisation du DEHP et glucuronidati  on (d’apres Testa et al., 2012)

A : Le DEHP peut subir une premiere réaction d’hydrolyse ayant pour produit le MEHP. Des réactions
secondaires peuvent aboutir a la métabolisation d’autres phtalates mono-esteriques comme le 6-OH-
MEHP, 5-OH-MEHP ou le 5-oxo-MEHP. B : Ces métabolites peuvent a leur tour subir une réaction de

glucuronidation par les glucuronyltransférases.
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Le haut niveau de métabolisation des phtalates et la quantité de métabolites différents rend
particulierement difficile leur dosage dans les fluides biologiques. En 2004 et en 2005, Koch
et al. ont réalisé une étude expérimentale afin d’évaluer les taux d’élimination de phtalates. A
'aide de DEHP marqué au deutérium, les auteurs constatent que 65 a 70% de la quantité de
DEHP ingérée par voie orale par un volontaire, est éliminée en 24h (Koch et al., 2004, Koch
et al., 2005a). Uniquement 7,3% de la dose administrée est excrétée sous forme de MEHP,
la majorité étant excrétée sous forme de métabolites secondaires. Ceci s’explique par le fait
que les métabolites secondaires sont plus facilement conjugués et donc plus facilement
éliminés. Par conséquent, si le MEHP est retrouvé en faible quantité dans les urines, c’est en

revanche le métabolite le plus présent dans le plasma sanguin (Wittassek et al., 2007).

Un nombre conséquent d’études ont été effectuées afin de mesurer les taux des différents

phtalates et de leurs métabolites dans le but d’évaluer la toxicité de ces composés.

IV.C. Taux d'exposition de la population

Bien que les phtalates ne s’accumulent pas dans I'organisme comme d’autres composés
chimiques, leur présence ubiquitaire dans I'environnement entraine une exposition
chronique. Les phtalates possédent des effets propres selon leur degré de métabolisation, il
est donc important de relever séparément les concentrations des différents composés dans
'organisme, qu'ils soient présents sous forme de diesters (DEHP, DBP (dibutyl phtalate),
DINP (di-isononyle phtalate) etc...) ou de mono-esters (MEHP, MBP (monobutyl phtalate),
MiNP (mono-isononyle phtalate) etc...). lls ont été détectés dans de nombreux tissus et
fluides biologiques tels que l'urine, le sang, le sperme, le liquide amniotique ou le lait

maternel.

Nous avons focalisé notre attention sur le MEHP, métabolite du DEHP, le phtalate le plus

utilisé avec une production mondiale de plus de 4 millions de tonnes par an.

Les concentrations relevées dans le sang peuvent étre extrémement variables d'un individu
a l'autre. On retrouve par exemple dans une étude effectuée en Suéde chez 1 000 individus,
des concentrations sériques de MEHP variant de 0,47 ng/mL (1,7.10°M) & 415 ng/mL
(1,5.10°M), avec une moyenne de 3,76 ng/mL (1,3.10®M) (Olsen et al., 2012).

La méme moyenne de 3,7 ng/mL (1,3.10°M) est retrouvée dans le sang d’une population
d’hommes américains sains, partenaires de femmes enceintes, dans I'étude « Study for

Future Families » (Mendiola et al., 2012).
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Récemment, dans une cohorte de 881 hommes danois sains, des résidus de phtalates ont
été retrouvés dans 94 % des individus. La concentration moyenne de MEHP relevée dans
leur urine est de 2,4.10®M (max. 6,5.10°M) (Joensen et al., 2012).

Une autre étude a été réalisée dans un groupe de femmes enceintes, entre 25 et 35 ans, et
leurs enfants a 2 ans et a 5 ans. Les concentrations de MEHP relevées dans I'urine sont de
3,8.10% M (max. 5,8.10"M) chez les femmes, 2,8.10°M (max. 2.10"M) & 2 ans et 3.10°M
(max. 3,4.10'M) & 5 ans (Lin et al., 2011b).

Cette étude rapporte également des données importantes concernant I'exposition en période
foetale et néonatale : dans le lait maternel, la concentration moyenne est de 1,3.10°M, et
dans le sang de cordon ombilical, la concentration moyenne est de 1,1.10°M (Lin et al.,
2011a).

Masse volumique de . :
MEHP Concentration molaire de MEHP (M) Références
(valeur moyenne)
(ng/mL)
Olsén et al.,
san 0,47 4415 1,7.10°41,5.10° 2011
g 37 1,3.10° Mendiola et al.,
2012
Urine 6.7 2410°® Joensen et al.,
’ T 2012
L ait Maternel 3,7 1,3.10°® Lin et al., 2011
8,3 3.10° Latini et al., 2009
Sang de cordon 3.1 1,1.10° Lin et al., 2011
ombilical

Tableau 6 : Taux moyens de MEHP mesurés dans les di  fférents fluides biologiques d’adultes

sains

Dans différents fluides biologiques, les taux de BPA ont été mesurés par spectrométrie HPLC ou par
dosage ELISA.

Aussi bien a I'age adulte qu’au cours de la vie feetale, la concentration moyenne d’exposition
des populations reste autour de 10°M. Cependant, 'omniprésence des phtalates dans notre
environnement induit des taux extrémement variables et certains individus peuvent présenter
des taux de phtalates 100 fois supérieurs a la moyenne. Ainsi, dans le sang de cordon
ombilical, les valeurs maximales mesurées peuvent atteindre 10°M (Latini et al., 2003) et
dans le lait maternel, jusqu’a 5.10°M (Main et al., 2006). De plus, nous ne nous sommes
intéressés ici qu'a un métabolite du DEHP. Bien qu'il soit majoritaire, il faut garder a I'esprit

Y

gue nous sommes également exposés a d'autres phtalates diésteriques et a d'autres
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métabolites, ayant potentiellement des effets synergiques ou cumulatifs avec le MEHP. De
plus en plus d'études toxicologiques sur l'effet des polluants environnementaux et plus
particulierement des phtalates se sont penchées sur la question d’'un effet cumulatif de
'exposition a plusieurs phtalates présentant un méme mécanisme de perturbation du
développement (Rider et al., 2010). Au niveau européen, 'EFSA (European Food Safety
Agency) a défini la DJA (dose journaliere admissible) qui correspond a la dose journaliére
maximum qu’un individu peut ingérer sans risque (Wittassek et al., 2007). Toutefois, cette
notion de DJA est établie pour chaque phtalate (DEHP : 50ug/kg/jour, DiBP, DnBP :
10ug/kg/jour) et se base sur les données toxicologiques relatives a I'exposition exclusive a
ce compose, alors que toutes les études rapportant les mesures de taux de phtalates dans
différents fluides biologiques mettent bien en évidence une exposition simultanée a plusieurs
phtalates (DBP, DEHP, etc) (Hogberg et al., 2008, Main et al.,, 2006, Swan et al., 2005).
Dans le cadre de I'évaluation des risques encourus par les populations humaines, ces
données obligent a reconsidérer la notion de DJA afin de I'assimiler a la potentialité d’'une
exposition a de multiples molécules dont la dose cumulée dépasse tres certainement la DJA

fixée pour une molécule seule (Wittassek and Angerer, 2008).

IV.D. Toxicité du DEHP et du MEHP sur I'organisme

Des études cherchant a déterminer le degré de toxicité des phtalates, et en particulier du

MEHP, sont menées depuis plus de 30 ans (Thomas and Northup, 1982).

Aujourd’hui, de nombreuses données ont été répertoriées et la toxicité du MEHP est avérée

dans plusieurs organes.

Les premiéres études mettant en évidence un effet délétére des phtalates ont été réalisées
sur des rats adultes apres contamination chronique au DEHP. Les rats sont alors atteints
d’hépatomégalie, due a une hyperplasie et a une hypertrophie des hépatocytes (Lake et al.,
1975, Reddy et al., 1976). Ainsi le foie est le premier organe cible bien identifié de I'effet
délétére des phtalates. Ces perturbateurs endocriniens sont reconnus comme ayant la
capacité de modifier la régulation des voies métaboliques. Des corrélations entre les taux de
phtalates dans I'organisme et les risques de diabétes ont été établies dans plusieurs études,
notamment chez les femmes (James-Todd et al., 2012) ou chez les personnes agées (Lind
et al., 2012).

A un autre niveau, des effets neurotoxiques des phtalates sont suspectés. Des études
comportementales font le lien entre I'exposition prénatale aux phtalates et le développement

de l'enfant (Yolton et al., 2011). En 2012, une étude francaise a établi une relation
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significative entre les concentrations de certains métabolites des phtalates et I'apparition de
troubles du spectre autistique (Testa et al., 2012). Les phtalates exercent également un effet
délétere sur la thyroide. L’exposition de rats adultes au DBP ou au DEHP induit une
diminution de la production d’hormones thyroides (T3 et T4) (Hinton et al., 1986, O'Connor et
al., 2002). De plus, chez 'Homme, des études épidémiologiques ont montré une corrélation
entre les taux de phtalates élevés et un dysfonctionnement thyroidien (Huang et al., 2007,
Meeker et al., 2007). Des effets négatifs ont également été décrits au niveau du systéeme

immunitaire (Koike et al., 2009, Larsen and Nielsen, 2008).

Avec les voies du métabolisme hépatique et les fonctions neurologiques, la fonction de

reproduction est I'une des cibles majeures de la toxicité des phtalates.

Aussi bien chez le male que chez la femelle, des études expérimentales réalisées chez
I'animal démontrent que les phtalates entrainent des dysfonctionnements de la fonction de
reproduction. De plus, plusieurs études épidémiologiques associant les taux d’exposition aux
phtalates et I'apparition de certaines pathologies, viennent appuyer ces résultats

expérimentaux.

IV.D.1. Effets du DEHP et du MEHP sur la fonction d e reproduction
male

Le DEHP et ses métabolites peuvent induire des dysfonctionnements de la fonction de
reproduction chez [lindividu adulte, mais il semblerait que ces composés exercent
majoritairement leurs effets en altérant le développement de cette fonction en période feetale
et périnatale. Nous avons ainsi choisi de focaliser notre revue bibliographique sur les effets
des phtalates durant cette période. Les phtalates sont capables d'affecter les 2 fonctions

principales du testicule fcetal, a savoir la stéroidogenése et la gamétogenese.

a. Etudes expérimentales in vivo

Afin d'étudier les effets des perturbateurs endocriniens sur le développement foetal, la
plupart des expérimentations chez les rongeurs ont été réalisées par gavage de meéres

gestantes en période de gestation et de lactation.

Les premieres études réalisées chez le rat ont montré d’'importants effets anti-androgéniques
en réponse a différents phtalates (DBP, BBP (benzylbutyl phtalate), DEHP) pour des doses
allant de 100 a 1 000 mg/kg/jour. Des pathologies liées a la masculinisation, symptémes du
TDS apparaissent en premier lieu. Des cas d’hypospadias sont observés (Foster et al., 2001,
Saillenfait et al., 2009), ainsi que des cas de cryptorchidie ou d'anomalies de descente
testiculaire (Ema and Miyawaki, 2001, Saillenfait et al., 2011b, Shono et al., 2005). Dans le
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méme sens, une réduction de la distance ano-génitale de la progéniture méale (Borch et al.,
2005, Borch et al., 2004, Christiansen et al., 2010, Saillenfait et al., 2011b, Tyl et al., 2004)
est également observée. Ces parametres sont considérés comme des critéres solides de la
masculinisation de l'individu car leur développement est fortement sous contréle de la
testostérone (Scott et al., 2009).

De méme, toujours chez le rat, au niveau de la gonade, le DBP (500 mg/kg/jour) ou le DEHP
(750 mg/kg/jour) administrés au cours de la vie fcetale entrainent une diminution du poids
des testicules et une baisse de la qualité spermatique, ainsi qu’'une baisse de fertilité (Alam
et al., 2010, Fisher et al., 2003, Foster, 2006, Mahood et al., 2005, Mylchreest et al., 2000,
Wilson et al., 2007).

Ces effets sont potentiellement corrélés aux modifications hormonales engendrées par les
phtalates. En effet chez le rat, les phtalates affectent la synthese de stéroides. L'exposition a
des doses de 100 a 1 250 mg/kg/jour de DEHP, en période de gestation, de 12 a 21 jpc,
entraine une diminution de la production de testostérone (Akingbemi et al., 2001, Culty et al.,
2008). Il est intéressant de noter que cet effet est observable a 21 et a 35 jpp, et non a 90
jpp. L'atteinte des cellules de Leydig peut aussi se manifester par une diminution de leur
nombre (Lin et al., 2008a), une hyperplasie (Borch et al., 2006b, Culty, 2009, Fisher et al.,
2003) ou encore par la formation de clusters de cellules, phénomene retrouvé dans plusieurs
études apres traitement par différents types de phtalates (Mahood et al., 2005, Parks et al.,
2000, Scarano et al., 2010). Bien que le DBP et le DEHP soient les phtalates les plus étudiés
et les plus répandus, d'autres phtalates connus exercent également des effets délétéres
chez le rat. Le traitement de rats in utero au DnHP (di-n-hexyl phthalate) ou au DiBP induit
une diminution de leur AGD, ainsi que des malformations génitales de type hypospadias ou
défaut de descente testiculaire (Saillenfait et al., 2009, Saillenfait et al., 2008). De méme, le
di-n-heptyl phthalate (DHPP) induit une diminution de 'AGD, sans malformation génitale
(Saillenfait et al., 2011a).

De fagon surprenante, chez la souris, des effets opposés, pro-androgéniques, ont été
observés. Apres administration de DEHP entre 0,5 et 50 000 pg/kg/jour a des meres
gestantes de 9 a 18 jpc, les taux de testostérone de la mére et du feetus sont augmentés. Il a
également été observé une augmentation de I'AGD dans la descendance. Dans cette étude,
I'effet du DEHP suit une courbe dose-réponse non-monotone, puisqu’a la trés forte dose de
500 000 pg/kgljour, ces effets ne sont pas observés (Do et al., 2012). De méme, le
traitement in utero de marmouset (Callithrix jacchus) au DBP pendant la vie fcetale (500
mg/kg/jour de la 7°™ & la 15°™ semaine de gestation) ne modifie pas la synthése de

testostérone (McKinnell et al., 2009).
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Ainsi les effets négatifs sur la stéroidogenése semblent spécifiques du modéle rat. En ce qui
concerne la gamétogeneése, les effets sur les cellules germinales et sur la taille des cordons
séminiféres sont retrouvés aussi bien chez la souris (Gaido et al., 2007) que chez le rat
(Ferrara et al., 2006) ou une diminution du nombre de cellules germinales a été observée
aprés exposition in utero. Dans cette méme étude chez le rat, les auteurs indiquent que le
DBP entrainerait un retard de différenciation des cellules germinales, marqué par un retard
d’entrée en quiescence et le maintient de I'expression du marqueur de pluripotence OCT3/4
(Ferrara et al., 2006). Ces défauts de cellules germinales peuvent étre dus a des
dysfonctionnements de leurs cellules de soutien, les cellules de Sertoli. Différentes études
ont mis en évidence des défauts de maturation des cellules de Sertoli (Borch et al., 2006a),
une diminution de leur nombre (Scott et al., 2007), de leur prolifération (Auharek et al.,
2010), ou une altération des protéines de jonctions cellulaires de type vimentine et
cadhérines (Kleymenova et al., 2005), aprés traitement par des phtalates. Enfin, plusieurs
études ont mis en évidence I'apparition de gonocytes plurinucléés aprés traitement au DiBP
ou au DBP in utero chez le rat (Boekelheide et al., 2009, Borch et al., 2006a, Ferrara et al.,
2006, Kleymenova et al., 2005). Ces derniers effets sont également observés dans certaines

études in vitro.

Some
Phthalates
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Maturation Functions
Fetal Testis
Aberrant Gonocyte JINSL3 } Androgen
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Figure 20 : Effets des phtalates sur le développeme nt du testicule de rat (D’apreés Corton et al.,
2005)
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b. Etudes expérimentales in vitro

Le modele de culture organotypique de testicules fcetaux développé dans notre laboratoire
(Lambrot et al., 20064, Livera et al., 2006) a permis de réaliser plusieurs études concernant

le développement de cet organe, a la fois chez les rongeurs et chez 'THomme.

Chez le rat, les premiéres études effectuées sur ce modele ont montré que le MEHP,
diminue le taux de testostérone sécrété par des testicules foetaux prélevés a 14,5 jpc, puis
mis en culture en présence de MEHP a 10°M. Il est important de noter que cet effet ne

s'observe pas aprés un traitement au DEHP (Chauvigne et al., 2009).

Inversement, chez la souris, & un age comparable de 13,5 jpc, conformément aux résultats
observés in vivo, le MEHP augmente la production foetale de testostérone. En revanche, au
niveau des cellules germinales, on observe une diminution de leur nombre, par une
augmentation de leur taux d’apoptose ainsi qu'une augmentation du nombre de cellules

plurinucléées (Lehraiki et al., 2009).

La premiere étude concernant les effets du MEHP sur le testicule foetal humain démontre
qgu’a la concentration de 10°M, le MEHP ne modifie pas le taux de sécrétion de testostérone,
contrairement a ce que I'on observe chez les rongeurs. En revanche, le MEHP diminue le
nombre de cellules germinales en augmentant leur taux d’apoptose, apres 72h de culture
(Muczynski et al., 2012a, Lambrot et al., 2009).

Ces études mettent en évidence les différences inter-espéces existant vis-a-vis des effets
des perturbateurs endocriniens. Le modéle de culture organotypique étant un modéle
d’étude d'effets directs, les différences inter-especes peuvent étre encore plus grandes in
vivo, étant donné les différences qui peuvent exister entre les voies métaboliques des

espéces étudiées.

Par conséquent, pour répondre a des problématiques de santé publique, il est important
d’étudier les effets chez 'Homme de maniere spécifique. Pour cela, on dispose de données
épidémiologiques, et expérimentalement, le modeéle de culture organotypique est bien sir la

seule méthode d’approche possible.

C. Etudes épidémiologigues

Chez 'Homme, quelques études mettent en relation les taux d’exposition aux phtalates et les
dysfonctionnements d’ordre sexuel et particulierement les troubles liés au processus de

masculinisation et au TDS.

Une premiére étude a montré une corrélation entre les taux de métabolites des phtalates

dans l'urine des femmes enceintes et I'apparition d’anomalies telles qu’'une diminution de
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I'AGD, facteur de masculinisation. Cependant, parmi les multiples métabolites étudiés dans
ces travaux, le MEHP n’est pas corrélé de fagon significative a ces dysfonctionnements
(Swan et al., 2005). Cette corrélation n'a pas été retrouvée dans une autre cohorte (Huang et
al., 2009). Dans une autre étude, une corrélation a été mise en évidence entre le taux de
phtalates dosé dans le lait maternel et des variations des taux d’hormones sériques (Main et
al., 2006).

Dans les travaux récents de Mendiola et al., le taux de phtalates urinaire a été comparé aux
taux d’hormones sériques. Cette étude regroupe 2 cohortes d’individus pour lesquels des
articles avaient été publiés auparavant, un groupe d’hommes fertiles (Mendiola et al., 2011)
et un groupe d’hommes infertiles (Meeker et al., 2009). Dans chaque groupe, le taux de
MEHP urinaire est inversement corrélé avec les taux de testostérone libre, d’oestradiol et
avec l'indice d’androgéne libre (FAI, free androgen index), qui correspond au rapport entre le
taux de testostérone totale et le taux de SHBG (sex hormon-binding globulin) (Mendiola et
al., 2012).

Enfin, ces mémes corrélations ont été retrouvées dans I'étude de Joensen et al. réalisée sur
un groupe d’hommes danois sains. Le taux de MEHP urinaire est inversement corrélé aux

concentrations de testostérone (totale et libre) ainsi qu’'au FAI (Joensen et al., 2012).

Ainsi, bien que guelques études incriminent spécifiquement le MEHP, dans le cadre d’'une
étude épidémiologique, on ne peut exclure I'hypothése selon laquelle les effets observés

peuvent étre dus a différents métabolites, possédant un effet lié ou non, a celui du MEHP.

IV.E. Meécanisme d’action

Les effets des phtalates dans plusieurs organes sont connus, mais leur mode d’action au
sein des cellules cibles I'est beaucoup moins. Une hypothése est particulierement mise en
avant, celle de I'activation par les phtalates des récepteurs nucléaires PPARs (peroxisome-

proliferating activated receptor).

IV.E.1. Voie des récepteurs PPARs
Les PPARs appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires. La famille des PPARS
3 membres, PPARa (NR1C1), PPARB/S (NR1C2) et PPARy (NR1C3). Physiologiquement,

ils sont impliqués dans les voies de métabolisme des lipides et notamment dans la synthése

des acides gras et du cholestérol (Berger et al., 2005). Le role des PPARs dans la toxicité
due aux phtalates a été démontré dans un premier temps dans le foie. Les phtalates

induisent une augmentation de la prolifération et une inhibition de I'apoptose des
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hépatocytes, induisant ainsi des cas d’hépatomégalies et d’hépatocarcinomes (Rusyn et al.,
2006). Plusieurs études effectuées grace a des plasmides contenant des génes rapporteurs
pour les différents PPARs ont permis de montrer que les phtalates ont la capacité d'activer

ces récepteurs de fagon directe (Lapinskas et al., 2005, Hurst and Waxman, 2003).

Physiologiquement, PPARy est activé par la liaison de ligands naturels tels que les acides
gras polyinsaturés et les métabolites des prostaglandines, comme la 15-deoxy®12,14-
prostaglandine J2 (15d-PGJ2). Il peut aussi étre activé par des ligands synthétiques comme
les thiazolidinediones (TZD) ou aussi nommés glitazones (Lehmann et al., 1995). Ces
ligands sont souvent administrés a des patients insulino-résistants atteints de diabéte de
type Il (Staels and Fruchart, 2005, Gurnell et al., 2003, Houseknecht et al., 2002) afin
d’'augmenter leur sensibilité a l'insuline. L'activation de la voie des PPARs s'effectue par
hétéro-dimérisation avec les récepteurs RXRs (retinoid x receptor).

Chez I'adulte, PPARa et PPARB/® sont exprimés dans les trois principaux types cellulaires
du testicule (Sertoli, Leydig et cellules germinales). L'expression de PPARy est majoritaire
au niveau des cellules de Sertoli (Corton and Lapinskas, 2005), mais on détecte également
de 'ARNm PPARy dans les spermatocytes (Thomas et al., 2005). Plus récemment, en
période fcetale, entre 7 et 12 semaines de gestation, la présence d’ARNm de PPARYy a été
détecté spécifiqguement dans les cellules germinales et non dans les cellules somatiques
(Muczynski et al., 2012b).

Ces récepteurs ne semblent pas avoir de rble prépondérant sur la fertilité, les souris
invalidées pour PPARa et PPAR B/ étant fertiles (Peters et al., 2000, Lee et al., 1995). En
revanche, l'invalidation de PPARY est létale & 10 jpc (Barak et al., 1999).

Concernant l'activation des PPARs par les phtalates, dans le testicule, elle a été décrite in
vitro. Dans des cultures primaires de cellules de Sertoli. Les récepteurs subissent une
translocation vers le noyau aprés une incubation en présence de DEHP (Dufour et al., 2003,
Bhattacharya et al., 2005).

Par ailleurs, il a été démontré que PPARYy est davantage exprimé dans les cellules de cancer
testiculaire par rapport aux tissus testiculaires normaux. De plus, les agonistes naturels (15d-
PGJ2) ou synthétiques (TZDs) ont un effet antiprolifératif sur les cellules testiculaires
cancéreuses (Hase et al., 2002). Les 3 PPARs sont exprimés dans le testicule foetal, et leur
activation par les phtalates est démontrée.

Dans le testicule fcetal de rat, aprés traitement au DEHP ou au DiBP de 7 a 2ljpc,
I'expression de TARNmM de PPARa est diminuée, ainsi que I'expression de la protéine PPARy
(Boberg et al., 2008, Borch et al., 2006b). Dans une autre étude, Ryu et al. démontrent que
le DEHP induit I'apoptose dans le testicule de rat, via PPARy (Ryu et al., 2007).
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Chez I'Homme, des traitements cliniques a base d’agoniste des PPARSs, de type troglitazone
ou rosiglitazone, induisent une diminution du taux de testostérone chez 'adulte (Vierhapper
et al., 2003, Bloomgarden et al., 2001). L'implication des récepteurs PPARs dans la
régulation du métabolisme et dans le transport du cholestérol (Xie et al., 2002), précurseur
de la chaine de synthése des stéroides permet d’émettre une hypothése quant au
mécanisme d’action des phtalates sur la diminution du taux de testostérone foetale observée
apres traitement in utero.

L’ensemble de ces données expérimentales font des PPARs les plus probables médiateurs

des effets des phtalates sur la fonction de reproduction.

IV.E.2. Autres types de récepteurs

a. Récepteurs aux hormones stéroides

D’autres types de récepteurs nucléaires sont des cibles potentielles des phtalates. Parmi
eux, les récepteurs aux hormones stéroides ERa (NR3A1), ERB (NR3A2), AR (NR3C4),
NR3C1 (récepteurs aux glucocorticoides) et NR3C2 (récepteurs aux minéralocorticoides) ont

la capacité de lier les phtalates ou sont impliqués dans leurs mécanismes d’action.

D’aprés une analyse globale de la capacité de liaison de plusieurs phtalates, une majorité
d’entre eux auraient un effet agoniste sur ERa et un effet antagoniste sur ERB (Takeuchi et
al., 2005). Plusieurs études réalisées sur la lignée de cancer du sein aestrogeno-dépendant
MCF-7, exprimant fortement ERa ont démontré que le DBP et le BBP étaient capables
d’induire la prolifération des cellules (Andersen et al., 1991, Harris et al., 1997, Jobling et al.,
1995).

Concernant le testicule feetal de souris, les résultats obtenus dans notre laboratoire montrent
gue les effets du MEHP sur la diminution du nombre de cellules germinales et sur la
production de testostérone sont retrouvés dans les souris invalidées pour ERa, ER( et AR.
Ceci suggeére que ces effets sur le testicule pendant la vie feetale sont indépendants de ces

récepteurs (Lehraiki et al., 2009).

Sans démonstration concréte de la liaison des phtalates a ces récepteurs, quelques études
évoquent également I'implication des récepteurs aux glucocorticoides et minéralocorticoides
dans les mécanismes d’action des phtalates. En effet, 'administration de DBP a des rats
prépubéres entraine, en paralléle de la diminution de testostérone, une augmentation dose
dépendante a la fois du niveau des glucocorticoides et du niveau d’expression du récepteur

aux glucocorticoides dans le testicule (Xiao-feng et al., 2009). De méme, une étude a montré
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gue le traitement de rats in utero au DEHP entre 14 et 19 jpc, entraine dans le testicule
adulte une réduction de I'expression du récepteur aux minéralocorticoides dans les cellules
de Leydig au niveau transcriptionnel et protéique. Ces résultats sont corroborés par la
diminution de l'expression de différents génes cibles des minéralocorticoides (Martinez-
Arguelles et al., 2009).

b. Autres récepteurs

D’autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires sont susceptibles d'étre

impliqués dans les effets des phtalates.

CAR (Constitutive Androstane Receptor ou NR1I3) est un récepteur nucléaire qui fonctionne
en hétérodimére avec RXR, comme les récepteurs PPARs. Ce récepteur nucléaire a la
particularité d'étre constitutivement actif. En revanche, la présence de son ligand
('androstanole ou Il'androstenole) induit le relargage de coactivateurs et la répression
transcriptionnelle des génes cibles (Forman et al., 1998). Plusieurs études ont montré que le
DEHP pouvait activer CAR dans des hépatocytes murins. En effet, le traitement de ces
cellules au DEHP induit I'expression de Cyp2b10, un géne cible de CAR (DeKeyser et al.,
2011, Eveillard et al.,, 2009). L'inactivation de CAR par shRNA supprime totalement
I'expression de Cyp2b10 induite par le DEHP montrant ainsi la nécessité du récepteur CAR
dans ce mécanisme (Eveillard et al., 2009). Dans le foie des souris invalidées pour PPARQq,
laugmentation de I'expression de Cyp2bl0 aprés traitement au DEHP montre que la voie
CAR est activée (Ren et al., 2010). Ceci démontre que les phtalates possédent des cibles
moléculaires multiples dans l'organisme. De plus, dans une étude comparative entre des
souris sauvages et des souris possédant le géne PPARa humanisé, il est démontré que le
DEHP active CAR dans le foie, et de fagon plus importante chez la souris « humanisé »,
suggérant ainsi une interaction entre la voie des PPARs et la voie du récepteur CAR (Ito et
al., 2012).

PXR (Pregnane X Receptor ou NR112) appartient au méme groupe que CAR et fonctionne
lui aussi en dimeére avec RXR. PXR intervient dans I'activation d’enzymes impliquées dans le
métabolisme des stéroides ainsi que dans la détoxification des xénobiotiques et de I'acide
biliaire (Goodwin et al., 2003, Xie et al., 2001, Waxman, 1999). Les métabolites MEHP et
MBzP (Mono Benzyl Phtalate) auraient un effet agoniste sur PXR, d'aprés une étude
réalisée sur des cellules HepG2 (lignée humain d’hépatocarcinome) aprés transfection d’'un
plasmide contenant le PXR humain (Hurst and Waxman, 2004). Une autre étude réalisée
sur des hépatocytes de souris démontre également des maodifications du niveau
d’expression de genes cibles de PXR aprés traitement au DEHP ou DINP (DeKeyser et al.,
2011).
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V. Objectifs

Les inquiétudes vis-a-vis des changements survenus dans I'environnement et leurs
conséquences sur les fonctions de reproduction humaine et animale sont croissantes. De
nombreuses études suggérent que I'apparition des anomalies de la fonction de reproduction
masculine est due a l'effet des perturbateurs endocriniens, capables méme a faible
concentration, de modifier I'équilibre hormonal et ainsi de perturber le fonctionnement de
'organisme. Parmi ces perturbateurs endocriniens, de nombreux produits chimiques et
notamment les plastifiants, de plus en plus présents dans notre environnement, ont été
incriminés. Les phtalates et le BPA comptent parmi les plastifiants les plus produits et sont

donc retrouvés dans les fluides biologiques d’'une grande majorité de la population.

Plusieurs études expérimentales ont été réalisées dans des modéles animaux afin de
déterminer le niveau de toxicité du BPA. Les effets chez le rat et la souris, qui sont les
modeles classiques d'études expérimentales dans le domaine de la toxicologie, ont été
largement décrits. En revanche, les études chez 'Homme se limitent principalement a des
études épidémiologiques. Grace a une collaboration établie entre notre laboratoire et le
service de gynécologie-obstétrique de I'HOpital Antoine Béclére, nous avons la possibilité
d’effectuer nos études sur les gonades de feetus issus d'IVG réalisées au premier trimestre
de gestation. Ainsi, grace a notre modéle de culture organotypique, nos expérimentations ont
été réalisées dans les mémes conditions et a la méme période de développement a la fois
chez 'THomme et chez les rongeurs dans le but d’effectuer une analyse rigoureuse des effets

du BPA sur le testicule foetal.

Concernant les phtalates, des études antérieures ont clairement démontré les effets
délétéres du MEHP sur la gamétogenése et sur la stéroidogenése dans le testicule foetal. Il
est désormais important de tenter de comprendre les mécanismes par lesquels s’exercent
ces effets. Nous avons focalisé notre étude sur la gamétogenése, qui est altérée par le
MEHP a la fois chez 'Homme et chez les rongeurs. Les conséquences d’une altération des
cellules germinales en période fcetale peuvent étre extrémement délétéres. En effet, d’'une
part la diminution du nombre de cellules germinale peut étre la cause d'infertilité a I'age
adulte, et d'autre part, des défauts de différenciation de ces cellules peuvent entrainer

I'apparition de cancer testiculaire.
Ce travail de these s’articule donc autour de deux objectifs :

* Identifier les effets du BPA sur le développement du testicule foetal humain et

comparer la sensibilité du modéle humain par rapport au modéle rongeur.

o Déterminer les mécanismes d'action par lesquels le MEHP affecte les cellules

germinales dans le testicule foetal de souris.
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. Prélevements

|.A. Prélevement des testicules foetaux humains

Les testicules foetaux humains utilisés lors de cette étude proviennent du service de
gynécologie obstétrique de I'hdpital Antoine Béclere dirigé par le Pr. Alexandra Benachi. Le
projet a été soumis et validé par le comité local d’éthique médicale et par I'agence francgaise
de biomédecine (référence PFS12-002). Un consentement écrit de chaque patiente pour un

prélevement a but scientifique est requis pour chaque échantillon.

Les foetus agés de 6 a 12 semaines de gestation sont issus d’IVG (Interruption Volontaire de
Grossesse) pour raison non médicale et ne présentent donc pas un taux d’anomalie
supérieur a la moyenne de la population. Quarante-huit heures avant linterruption, du
Mifégyne, un anti progestérone (RU486), est administré a la patiente et complété par du
Cytotec, un analogue de la prostaglandine E, juste avant l'intervention. L'IVG est réalisée par

aspiration sous anesthésie locale ou générale.

Les gonades foetales sont prélevées dans un laboratoire de niveau L2 sous une loupe
binoculaire, les fragments du foetus sont récupérés au sein des débris d’aspiration
(composés d'un mélange de sang maternel ainsi que de fragments d’endometre et de
placenta), puis les gonades sont recherchées et prélevées. Le pourcentage de récupération
des gonades n'est que d’environ 50% car leur petite taille rend extrémement difficile leur
identification au sein des débris d’aspiration. Les testicules sont donc récupérés dans 25%

des cas.

Nous déterminons précisément I'dge des fcetus par mesure de criteres morphométriques.
Nous employons en effet une version simplifiée du modéle mathématique mis au point par
Evtouchenko et collaborateurs (Evtouchenko et al., 1996) basé sur la mesure de cing

parameétres morphologiques du foetus :

. PAL = Proximal Arm Length: distance épaule-coude en mm.
. DAL = Distal Arm Length: distance coude-main en mm.

. PLL = Proximal Leg Length: distance fessier-genoux en mm.
. DLL = Distal Leg Length: distance genoux -talon en mm.

. FL = Foot Length: longueur du pied en mm.
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Dans notre modéle, les deux valeurs de PLL et PAL sont souvent inaccessibles en raison de
'état fortement détérioré du foetus aprés aspiration. La formule d’Evtouchenko et
collaborateurs a donc été simplifi€ée pour n’inclure que les trois parametres de DLL, DAL et
FL. La valeur de I'age obtenu est exprimée en jours post conception (jpc) puis convertie en

semaines de gestation.

Le sexe est déterminé grace a l'observation morphologique des gonades. En effet, le
testicule présente une morphologie épaisse dont la surface est lisse et renflée avec un sillon
central nettement marqué, par opposition a I'ovaire dont la structure est plus fine et les
contours plus irréguliers. De méme, par transparence on peut observer les cordons

séminiféres du testicule alors que I'ovaire présente un aspect homogéne.

|.B. Prélevement des testicules foetaux de souris et de rat

Les rates Wistar (Janvier, Le Genest Saint Isle, France) et les souris NMRI et C57BL/6 sont
élevées dans notre animalerie sous contrble photopériodique, avec une nourriture sans

cestrogene ad libitum.

Les souris C57BL/6 hétérozygotes pour ERa (ERa +/-) (Dupont et al., 2000) ont été fournies
par le Pr. P.Chambon (IGBMC, llikrich, France). L’exon 3 du géne, codant pour le premier
doigt de zinc de domaine de liaison a I'’ADN, est la cible de la mutation. Les souris ER (-/-)

ont été générées par croisement des hétérozygotes.

Les souris mutantes homozygotes (BAX -/-) gestantes a 12,5 jpc ont été généreusement

fournies par le Dr. M.Coulpier (ENVA, Maison-Alfort, France).

Le jour suivant I'accouplement est considéré comme 0,5 jour post-conception (jpc). Les
souris gestantes sont sacrifiées par dislocation cervicale a 12,5 jpc. Les rates sont
anesthésiées par injection de 4mg/ml de sodium pentobarbital (Sanofi, Libourne, France) a
14,5 jpc.

Les foetus sont rapidement prélevés de l'utérus, disséqués sous loupe binoculaire et sexés
par analyse morphologique de la gonade (Livera et al., 2006). Les gonades sont prélevées et
cultivées sans le mésonéphros adjacent. L’animalerie posséde une licence du ministere de
'Agriculture (n°d’agrément B92-032-02). Les expér imentations animales ont été supervisées
par le Pr. Virginie Rouiller-Fabre (n°d’agrément p our I'expérimentation animale délivré par le
ministére de I'Agriculture : C-92-224) en accord avec le « NIH Guide for Care and Use of
Laboratory Animals ». Tous les efforts ont été réalisés dans le but de réduire au maximum la

souffrance de I'animal.
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II. CULTURE ORGANOTYPIQUE

Il.A. Produits et réactifs employés
- Le milieu nutritif employé pour la culture est du Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/HamF12 (Gibco ; DMEM/F12 : 1/1 vlv), supplémenté de 0,08 mg/mL de

gentamycine (Sigma, St. Louis, MO). Ce milieu de culture est dépourvu de rouge de phénol

(indicateur colorimétrique du pH) car ce composé peut présenter une activité aestrogénique

susceptible d’'interagir avec les différents perturbateurs utilisés dans cette étude.

- Le BPA (Sigma, St.Louis, MO) est dilué dans de I'éthanol en une solution intermédiaire a
10™'M conservée a -20C. Cette solution intermédiaire e st ensuite diluée 10 000 fois dans le
milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 10°M, puis diluée a nouveau

jusqu’a la concentration souhaitée.

- Le DES (Sigma, St.Louis, MO) est dilué dans de I'éthanol en une solution intermédiaire a
10°3M conservée a -20C. Cette solution intermédiaire e st ensuite diluée 100 ou 1 000 fois

dans le milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 10° ou 10° M.

- Le MEHP (TCI Europe, Antwerpen, Belgique) est dilué dans du DMSO (Sigma-Aldrich) en
une solution intermédiaire a 0,4M conservée a -20C . Cette solution intermédiaire est ensuite

diluée 20 000 fois dans le milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 2.10°M.

- L’agoniste de PPAR Gamma GW1929 (Sigma, St.Louis, MO) est dilué dans une solution
intermédiaire a 20 mM conservée a 4C. Cette soluti on est ensuite diluée 2 000 fois dans le

milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 10 uM.

- L'agoniste de PPAR Alpha GW7647 (Sigma, St.Louis, MO) est dilué dans une solution
intermédiaire a 20 mM conservée a 4T. Cette soluti on est ensuite diluée 2 000 fois dans le

milieu de culture afin d’obtenir une concentration finale de 10 uM.

I.B. Méthode de culture
En ce qui concerne les faetus humains, toutes les cultures sont réalisées dans un laboratoire

de niveau L2.

Les gonades sont mises en culture juste aprés leur prélevement. Afin de favoriser
'oxygénation des tissus et de limiter les phénoménes de nécrose, les testicules humains
sont coupés en morceaux dans du milieu de culture sous une loupe binoculaire. De part leur
taille réduite aux ages étudiés, les testicules de souris et de rat peuvent étre cultivés entiers.
Les morceaux de testicule humains (ou les testicules de rongeur) sont placés sur des inserts

Millicell-CM Biopore (Millipore, Billerica, MA) qui flottent a la surface de 320uL de milieu

88



nutritif dans une plaque de culture (Nunc). L'insert comporte une membrane poreuse (pores
de 0,45um) sur laquelle sont placés les explants testiculaires ce qui permet a la fois une
bonne oxygénation et un apport nutritif optimal des échantillons. Les plaques de culture sont
placées dans un incubateur thermostaté a 37 dont I'atmosphére est saturée en vapeur

d’eau et contenant un mélange gazeux composé de 95% d’air et 5% de CO2.

Durant la culture, les milieux sont renouvelés toutes les 24 heures et conservés a -20C afin

de doser ultérieurement la sécrétion de testostérone.

Le testicule humain étant un tissu hétérogene cultivé en morceaux dans plusieurs puits
différents, il est difficile d’obtenir une sécrétion basale identique dans les puits contrdles et
dans les puits traités. Les explants sont donc mis en culture avec un milieu témoin pendant
24h (Jo), puis traités uniguement a partir du J;. Ceci nous permet de rapporter le taux de
sécrétion de testostérone apres traitement (J;) a un taux de sécrétion basal (Jo), pour chaque
puits. Les testicules de rongeur sont cultivés entiers, il n'est donc pas nécessaire d'effectuer
une culture avec Jo. Cependant, afin de comparer rigoureusement nos résultats humains
avec ceux obtenus chez les rongeurs, nous avons également effectué des cultures avec un

Jo chez les rongeurs. Les résultats obtenus étaient identiques aux résultats obtenus sans Jo.

A la fin de la culture, les organes sont fixés pour l'analyse histologique ou placés dans du

tampon RLT (Qiagen) pour I'extraction d’ARN.

lll. Histologie

Trois heures avant l'arrét de la culture, 1% de BrdU a 30pg/mL (Bromo-2-Désoxy-Uridine)
(Amersham) est ajouté dans le milieu pour mesurer la prolifération des cellules (Olaso et al.
1998). Les gonades sont ensuite fixées 2h a température ambiante dans du liquide de Bouin
(solution d’acide picrique saturé, formol, acide acétique glacial : 75/20/5 v/v) ou une nuit a
4 dans du formol tamponné 10%. La déshydratation se fait par bains successifs de 30min
d’éthanol (70, 95, 100%) puis de butanol toute la nuit. Les pieéces sont ensuite mises dans de
la paraffine liquide (60C) pendant au moins 4h pui s incluses dans un bloc de paraffine. Les

blocs sont coupés au microtome avec une épaisseur de coupe de 5 microns.

Une coloration a I'Hématoxyline Eosine est réalisée sur quelques coupes pour Vérifier leur
état. Les coupes sont montées sur des lames Superfrost pré-traitées a I'APES (3-
aminopropyltriéthoxylane) recouvertes d’'albumine glycérinée diluée dans I'eau, puis
déparaffinées dans une succession de bains de toluéne et réhydratées progressivement par

des bains de 3 min d’éthanol de concentration décroissante jusqu'a I'eau. Les lames sont
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ensuite plongées 20 sec dans I'Hématoxyline (colorant nucléaire bleu), rincées a I'eau
pendant 1 min, puis plongées dans I'Eosine (colorant cytoplasmique rose) et rincées a
I'éthanol 100. Aprés une nouvelle série de bains de toluéne, les lames sont montées dans la

résine Eukitt.

II.A. Immunohistochimie

L'immunohistochimie permet de visualiser un élément cellulaire particulier grace a une
réaction immune. Les coupes sont déparaffinées puis réhydratées comme décrit ci-dessus.
Elles sont ensuite placées dans un tampon de démasquage (tampon citrate pH 6) et portées
a haute température dans un Retriver 2100 (Proteogenix, Oberhausbergen, France) afin de
dénaturer les protéines et ainsi révéler les différents sites antigéniques. L’activité
enzymatique des peroxydases endogenes est épuisée dans I'eau oxygénée (H,0,, 3%)
pendant 15 min pour éviter toute réaction parasite ultérieure, puis les sites de liaison non
spécifique de I'anticorps sont ensuite saturés dans du sérum bloquant (Normal horse serum
2,5%, Vector, Burlingame, CA) pendant 30 min avant que les coupes soient mises a incuber
en présence de l'anticorps primaire (1h a 37<C, 2h a température ambiante ou une nuit a
4C). Apres ringage, les coupes sont incubées avec l'anticorps secondaire (IMmPRESS
Reagent Kit, Vector, Burlingame, CA) spécifique de I'anticorps primaire pendant 30min a
température ambiante. Cet anticorps secondaire est couplé a la peroxydase. Les coupes
sont ensuite incubées avec un substrat de la peroxydase (DAB, VIP ou HistoGreen) qui,
oxydé par cette derniére, donne un produit de dégradation coloré permettant la révélation du
marquage. Les lames sont ensuite montées sous lamelles pour I'observation au microscope.

Les différents ringcages se font dans du PBS 1X (Phosphate Buffer Saline, Gibco).

Dans le cas d’'un double marquage, les coupes sont rincées dans du PBS apres la premiére
révélation, avant d’étre incubées en présence du deuxiéme anticorps primaire. La suite du
protocole est identique a celui d'un simple marquage jusqu’'au montage de lames dans
'Eukitt. Pour chaque anticorps, la spécificité du marquage a été préalablement testée en
réalisant une lame témoin pour laguelle I'anticorps primaire est remplacé par un IgG isotype

de la méme espéce.

Liste des anticorps primaires

» Caspase-3 Clivée: Anti-asp 175 (1/100, Cell Signaling, Beverly, MA)

« AMH Humaine : Anticorps polyclonal de lapin (1/8 000) (fourni par le Dr N. Di
Clemente (INSERM U782, Clamart, France)

* AMH murine : Anticorps polyclonal de lapin (1/500; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA)
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e BrdU: Kit de prolifération (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)

* Mouse Vasa Homologue: anticorps polyclonal de lapin (1/500; Abcam, Cambridge,
UK)

I1I.B. Quantification de I'apoptose et de la prolif ération.

La quantification se fait par calcul de pourcentage. Un certain nombre de champs
d’observation sont comptés de maniére a dénombrer au minimum 200 cellules germinales
(dont au moins 20 cellules germinales apoptotiques dans le cas d'un marquage caspase-3
clivée) sur 3 coupes différentes, puis le pourcentage de cellules positives pour le marquage

caspase-3 clivée ou BrdU est calculé pour estimer le taux d’apoptose ou de prolifération.

IV.Analyse d’expression de gene

IV.A. Extraction dARN

Les explants sont récupérés dans des tubes contenant du tampon RLT, 1% de B-mercapto-
éthanol et des billes de céramique de 1,4 mm de diametre (MP-Bio). lls sont ensuite lysés
par vibration dans un homogénéisateur FastPrep-24 (MP-bio). L'extraction des ARNs totaux
est ensuite réalisée en utilisant les kits Rneasy mini (Qiagen). Les ARNSs ainsi extraits sont
quantifiés a l'aide du spectrophotométre NanoDrop ND-1000 (Labtech, France) qui permet
également d’évaluer la contamination protéique des échantillons. La rétrotranscription des
ARNs en ADNc est réalisée en utilisant le kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) selon les recommandations du fabriquant. Les ARNs

extraits d’échantillons de gonade entiére sont rétrotranscrits 200ng d’ARN dans 20uL final.

IV.B. Real Time quantitative PCR (RTgPCR)

Deux types d’amorces ont été utilisés dans ces études: une partie a été dessinée en
utilisant le logiciel Primer Express 2.0 et synthétisée par Eurogentec avec une sonde SYBR,
lautre partie a été obtenue auprés d’Applied Biosystems avec une sonde TagMan. Dans le
cas des amorces dessinées par Eurogentec, l'efficacité de chaque couple est testée sur une
gamme de concentration d’échantillon d’ADNc afin de s’assurer qu’elle est comprise entre 95
et 105%, puis les produits d’amplification sont déposés sur gel d’agarose pour vérifier la

spécificité de la réaction (un seul produit d’amplification).
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Les qPCR sont réalisées dans une plaque 96 puits avec un volume final de 20uL par
puits selon le protocole suivant :

- Amorces pour sonde SYBR :

* SYBR green Master Mix (2X) : 10uL
* Amorce Sens (10uM) : 0,5uL
* Amorce Antisens (10uM) : 0,5uL
* ADNCc (Dilution minimum 1/10) : 9uL

- Amorces pour sonde TagMan :

* TagMan Gene Expression Master Mix (2X) : 10uL
®* Amorce (Sens et Antisens) : 1yl
® ADNCc (Dilution minimum 1/10) ; 9uL

Listes des amorces pour sonde Tagman

Amorces Humain Souris
P4450C17al Hs00164375_m1l Mm00484040_m1
StAR Hs00264912_m1 Mm00441558 m1
P450scc Hs00167984 m1l MmO00490735_m1
3-B-HSD Hs00426435_m1 -
MmO01340353_m1
InsI3 Hs01394273 ml
(rat : Rn00586632_m1)

Listes des amorces pour sonde SYBR :

Amorces Humain Souris Rat
B-actine NM_001101.2 NM_007393.3 NM_031144.2
Stra8 ) F 5-GCCTGGAGACCTTTGACGA-3' )
R 5-GGCTTTTGGAAGCAGCCTTT-3'

La B-actine a été utilisée comme géne de référence apres avoir testé différents génes grace
au programme geNorm. Le programme permet de comparer la stabilité de plusieurs génes
aprés un traitement donné. Nous avons mesuré la stabilité de plusieurs génes, les trois
genes apparaissant comme les plus stables aprés traitement au BPA étaient la SB-actine

SDHA (succinate dehydrogenase complex, subunit A) et MAPK1 (mitogen-activated protein
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kinase 1). Nous avons donc choisi le géne de la B-actine comme référence dans nos
expériences de RTqPCR.

L’acquisition de la fluorescence et l'analyse des données sont réalisées a l'aide d'un
thermocycleur 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) et de son logiciel
adapté. Le protocole de PCR en temps réel compte 40 cycles pour une température
d’hybridation de 60<C suivi, dans le cas des amorce s SYBR, d'une étape de dissociation afin
de vérifier que le produit de réaction est unique.

Les résultats ont été exprimés en utilisant la méthode des AACT. L’appareil indique le
premier cycle (CT) au cours duquel il a détecté une amplification significative de la
fluorescence. Apres soustraction du CT du géne d'intérét et du CT du géene de référence du
témoin et du traité, on obtient le ACT. La différence des ACT entre témoin et traité permet
d’obtenir le AACT, qui refléte la différence du nombre de cycles d’amplification nécessaires
pour obtenir la méme quantité d’ADNc pour le témoin et le traité. En utilisant la formule
22CT nous pouvons calculer la quantité relative d’ARNm initiaux pour un géne spécifique
chez le traité par rapport au témoin. Des témoins sont réalisés avec les échantillons de RT
qui ne contiennent que de I'eau et pas d’ADNc et qui, par conséquent, ne seront pas

amplifiés.

IV.C. Analyse transcriptomique

Dans le cadre de notre analyse transcriptomique, les testicules foetaux murins de 12,5 jpc
ont été cultivés pendant 6 heures en présence de BPA & la dose de 10”7 M, ou en présence
d’éthanol (10°%). L'extraction d’ARN a été réalisée sur des pools de 10 gonades selon le

protocole d’extraction du paragraphe (IV.A).

Aprés vérification de la qualité des cDNA, I'amplification est réalisée sur des « flow cell »
selon le systéme de séquengage lllumina. Brievement, les séquences sont amplifiées par
ajout de nucléotides fluorescents sur chaque ligne du «flow cell ». 46 000 séquences
correspondant a 35 000 genes ont été amplifiées. La fluorescence émise est alors mesurée
pour chaque séquence amplifiée. Notre expérience a été réalisée sur quatre échantillons
témoins et quatre échantillons traités différents. Dans avons alors relevé et classé les

séquences différentiellement exprimées apres traitement au BPA.

V. Dosage radioimmunologigue de la testostérone

La méthode de dosage utilisée est celle décrite par Picon (Picon, 1976). Les échantillons de
milieux (dilués en fonction du temps de culture et de I'age de I'échantillon) sont incubés 3h a

4T en présence de I'anticorps anti-testostérone (o btenu par immunisation de lapin contre la
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3-carboxy-méthoxine-sérum-albumine bovine, COVALAB) dans un tampon phosphate. lls
sont ensuite incubés pendant 2h en présence de I'hormone radioactive ([1, 2, 6, 7-3H]
testostérone, Amersham, France). Les fractions libres et liées a I'anticorps sont séparées par
du charbon-dextran. La radioactivité présente dans la fraction liée est mesurée dans un
compteur 3 aprés addition de liquide scintillant.

La limite de sensibilité du dosage est de 80 pg/mL, le coefficient de variation intradosage est
de 6% et le coefficient de variation interdosage de 11%. L’anticorps anti-testostérone ne
présente de réaction croisée (64%) qu'avec la dihydrotestostérone (DHT). Toutefois, cette
production de DHT par le testicule foetal humain est négligeable (George et al., 1987).

Afin de satisfaire aux conditions optimales de la culture organotypique, chaque testicule est
coupé en morceaux et réparti sur plusieurs inserts, il est donc impossible de comparer
directement la production de testostérone par insert en raison de la différence de taille des
morceaux ainsi que de I'hétérogénéité de I'organe. Pour palier a ce probléme, les gonades
sont d’abord cultivées 24h sans traitement, la mesure de testostérone obtenue pour ces 24h
permet d'obtenir un point de référence identique pour chaque insert. La production de

testostérone au cours du traitement est ensuite normalisée par rapport a la valeur de ce JO.

VI.Analyses statistigues

Le logiciel Instat 3 a été utilisé pour réaliser les tests statistiques. En raison du faible nombre
d’échantillons (n<30), il est impossible d’appliquer la loi normale et par conséquent de réaliser
des tests paramétriques. La significativité des différences entre les valeurs moyennes
relevées dans les échantillons traités par rapport aux échantillons témoins est évaluée par le

test apparié non paramétrique de Wilcoxon.

94



RESULTATS
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Article nd

Differential effects of bisphenol A and diethylstil bestrol on human, rat and

mouse fetal Leydig cell function

Thierry N'Tumba-Byn, Delphine Moison, Marlene Lacroix, Charlotte Lecureuil, Laétitia

Lesage, Sophie M. Prud’homme, Stéphanie Pozzi-Gaudin, René Frydman, Alexandra

Benachi, Gabriel Livera, Virginie Rouiller-Fabre* and René Habert*.

Plusieurs études concernant les effets des perturbateurs endocriniens sur le développement
du testicule foetal ont été réalisées dans notre laboratoire. Chez les rongeurs et aussi chez
’'Homme, les effets du cadmium, de I'uranium, et des phtalates ont été examinés (Angenard
et al., 2011, Angenard et al., 2010, Lambrot et al., 2009, Lehraiki et al., 2009, Muczynski et
al., 2012a). Le bisphénol A (BPA) est considéré comme un perturbateur endocrinien
cestrogéno-mimétique, qui comme le diéthylstilbestrol (DES), posséderait des capacités
cestrogéniques et anti-androgéniques, en exergcant son action via les récepteurs des
cestrogénes. Largement étudié dans la littérature, les effets du BPA sur les fonctions du
testicule foetal sont pourtant incertains. De nombreuses études ont été réalisées chez les
rongeurs, avec des conclusions variables. De plus, aucune étude n’'a été réalisée sur le
testicule feetal humain. Nous avons donc décidé d'étudier les effets du BPA sur le
développement du testicule feetal durant la période critique de mise en place des fonctions

testiculaires chez 'Homme.

Grace a la collaboration établie depuis plusieurs années entre notre laboratoire et le
service de gynécologie-obstétrique de I'hdpital Antoine Béclére, nous avons effectué une
étude sur les testicules de foetus humains issus d’interruptions volontaires de grossesse au
premier trimestre de grossesse, plus précisément entre 6,5 et 10,5 semaines de gestation.
Cette période correspond a la période de mise en place des fonctions de masculinisation du
testicule (Rouiller-Fabre et al., 2008, Scott et al.,, 2009). A ce stade de développement
apparaissent les cellules de Leydig, qui sécréetent la testostérone, et les cordons séminiféres,
formés par les cellules de Sertoli et les cellules germinales. Cette fenétre de développement

est donc particulierement sensible aux perturbateurs endocriniens (Welsh et al., 2008).

Afin de renforcer les données obtenues dans notre étude, nous avons choisi d'utiliser des
concentrations de BPA semblables aux doses retrouvées dans les fluides biologiques dans

la population. Les études les plus récentes ont démontré que le BPA est retrouvé dans le
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sang et l'urine de la grande majorité des populations adultes occidentales, a des

concentrations moyennes d’environ 10°M (Vandenberg et al., 2010).

Pour disposer d’un modeéle de comparaison entre notre étude chez 'Homme et les données
expérimentales disponibles chez les rongeurs, nos expériences ont été réalisées dans 3
espéces, selon un protocole expérimental comparable. L'étude a été effectuée chez la
souris, sur des testicules foetaux de 12,5 jpc, chez le rat, a 14,5 jpc et chez 'Homme, entre

6,5 et 10,5 semaines de gestation.

De plus, nos expériences ont également été réalisées en présence de DES, perturbateur
endocrinien dont les effets et mécanismes d’action sont connus (Delbes et al., 2005), nous

permettant de les comparer a ceux du BPA.

Dans ce travail, nous avons focalisé notre étude sur la stéroidogenése et sur les fonctions

sécrétoires des cellules de Leydig.

Grace au modéele de culture organotypique développé dans notre laboratoire (Lambrot et al.,
2006a, Livera et al., 2006), les testicules foetaux des trois espéces sont cultivés pendant 3
jours, en présence ou en absence de BPA ou de DES. Les milieux de culture sont récupérés
toutes les 24h afin d'effectuer un dosage radioimmunologique du taux de testostérone
sécrétée par la gonade. En fin de culture les gonades sont récupérées afin d'effectuer des
mesures de niveau d’expression de génes par qPCR. Nos résultats s’articulent autour de
trois données majeures. Concernant la sécrétion de testostérone, nous observons qu'aprés
traitement au BPA & 10° M, la sécrétion de testostérone est significativement diminuée dans
les 3 espéces, dés le premier jour de culture. En revanche, a la dose de 10® M, plus proche
des concentrations environnementales, la sécrétion de testostérone est altérée uniqguement
dans le testicule foetal humain. D’autre part, nous avons également mesuré le niveau
d’expression de I'Insl-3, protéine secrétée par les cellules de Leydig feetales, et impliquée
dans les processus de masculinisation, comme la testostérone. A la faible dose de 10® M,
I'expression du gene de I'Insl-3 est significativement plus faible en présence de BPA chez
'’Homme, mais pas chez les rongeurs. Enfin, nos expériences réalisées en présence de DES
montrent que ce dernier n’a aucun effet sur la sécrétion de testostérone chez 'Homme, alors

gu’il l'altére de facon significative chez les rongeurs.

Ainsi, nous démontrons a travers cette étude que le testicule foetal humain posséderait une
sensibilité plus grande a la perturbation endocrinienne du BPA, que les rongeurs. Ceci
souléve la question de I'extrapolation & 'Homme de résultats d'études expérimentales
réalisées chez I'animal. De plus, nous mettons en évidence la différence d’effet entre le BPA

et le DES, perturbateurs ayant pourtant tous les deux des propriétés xéno-cestrogéniques.
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Les mécanismes d’action du DES étant connus, nos résultats suggeéerent que le BPA agirait
par des voies de signalisation différentes de celles du DES, via des récepteurs autres que

les récepteurs classiques des cestrogenes.
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Abstract

Endocrine disruptors (ED) have been incriminated in the current increase of male reproductive alterations. Bisphenol A (BPA)
is a widely used weak estrogenic environmental ED and it is debated whether BPA concentrations within the average
internal exposure are toxic. In the present study we investigated the effects of 10~'2 to 10> M BPA concentrations on fetal
Leydig cell function, as fetal life is a critical period of sensitivity to ED effects on male reproductive function. To this aim, fetal
testes from human at 6.5-10.5 gestational weeks (GW) or from rat and mouse at a comparable critical period of
development (14.5 days post-coitum (dpc) for rat and 12.5 dpc for mouse) were explanted and cultured using our validated
organotypic culture system in the presence or absence of BPA for 1-3 days. BPA concentrations as low as 10~ M reduced
testosterone secretion by human testes from day 1 of culture onwards, but not by mouse and rat testes where
concentrations equal to 107> M BPA were required. Similarly, 1078 M BPA reduced INSL3 mRNA levels only in human
cultured testes. On the contrary, 10> and 10™° M diethylstilbestrol (DES), a classical estrogenic compound, affected
testosterone secretion only in rat and mouse testis cultures, but not in human testis cultures. Lastly, contrarily to the DES
effect, the negative effect of BPA on testosterone produced by the mouse fetal testis was maintained after invalidation of
estrogen receptor o (ERa). In conclusion, these results evidenced i) a deleterious effect of BPA on fetal Leydig cells function
in human for concentrations from 10~8 M upwards, ii) species-specific differences raising concerns about extrapolation of
data from rodent studies to human risk assessment, iii) a specific signaling pathway for BPA which differs from the DES one
and which does not involve ERa.
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Introduction extends from 15.5 days post-conception (dpc) to 18.5 dpc in the
rat, (equivalent of 13 to 17.5 dpc in the mouse and estimated to be
from 6.5 to 14 gestational week (GW) in human) is essential for
normal phenotypic masculinization [11,12].

Since the initial “estrogenic hypothesis” proposed by Sharpe
and Skakkebaek, several findings have suggested a link between
deterioration of reproductive health and environmental factors,

Concerns about the increasing incidence of abnormalities in
human and animal male reproductive function, such as cryptor-
chidism, hypospadias, low sperm count and testicular germ cell
cancer, have been steadily increasing [1,2]. These disorders have
been hypothesized to be the expression of one common underlying

disqrder, the Festicular dysge'nesis syndrom'e (IDS) that arises particularly endocrine disruptors (EDs), that have been quantita-
during fe.ta.l life [3,4]. Spec.lﬁcall'y, the higher occurrence of tively and qualitatively increasing in our environment during the
cryptorchidism and hypospadias might be the result of increasing last decades [3,6,7,13].

alterations of the function of fetal Leydig cells. Indeed, Leydig cells
produce testosterone that is responsible for the masculinization of
the male urogenital system and external genitalia [5-8]. Moreover,
fetal testis migration into the scrotum is dependent on testosterone
and Insulin-like 3 (INSL3), a hormone produced by Leydig cells
[9,10]. An important finding in relation to TDS is that androgen
action during the “masculinization programming window”’, which

Among such EDs, the estrogenic activity of bisphenol A (BPA,
4,4'-dihydroxy-2,2-diphenylpropane) has been the focus of con-
siderable research effort and discussion about its toxicity at low
doses [14-17]. BPA is a widely used and produced organic
compound (about 3.5 million tons manufactured worldwide in
2008). Currently, it is used as monomer for the industrial

PLOS ONE | www.plosone.org 1 December 2012 | Volume 7 | Issue 12 | 51579



production by polymerization of polycarbonate plastic (72%) and
epoxy resins (21%), and as anti-oxidant or inhibitor of polymer-
ization in some plasticizers and PVC (7%) [18]. BPA can leach
into the content of food containers made of polycarbonate plastic
or coated with epoxy resins and it is then ingested [18]. This is the
main source of contamination, although its ubiquitous distribution
leads also to contamination from dermal exposure and inhalation
of household dusts.

Data on the effect of BPA on fetal Leydig cell function are
limited. Exposure to high doses of BPA during pregnancy reduced
plasma testosterone at birth and increased expression of Rafl,
which is predominant in Leydig cells, at postnatal day 3 in the rat
[19,20]. Administration of doses 5 times higher than the
recommended tolerable daily intake (e, 50 pg/kg/day) to
pregnant rats reduced the anogenital distance in male pups,
whereas lower BPA doses did not have any effect [21]. On the
contrary, three other independent studies didn’t show any effect of
BPA on AGD after a gestational gavage with 2-200 pg/kg/day,
400040000 pg/kg/day and 1-50000 ug/kg/day respectively
[22-24]. In humans, a recent retrospective epidemiological study
highlighted that sons of workers who were professionally exposed
to high levels of BPA during pregnancy had shorter AGD [25].
However, no increase in BPA concentration in umbilical cord
blood was observed in newborns with cryptorchidism [26].

In the 1990s, we developed an organotypic culture system for
fetal testis from rats on floating filters in which the testis
architecture and intercellular communications are preserved
enough to allow reproducing the normal development of testis
somatic and germ cells @ vitro without addition of exogenous
signaling factors [27-30]. We have then extended this methodol-
ogy to the culture of mouse and human fetal testes [31,32]. We
proposed this organotypic culture system as a method to study the
direct effects of potential EDs on fetal testicular functions and
development under the name of rat, mouse and human Fetal
Testis Assay (r/m/h FeTA) [6,31,33]. This experimental approach
has already been employed to evaluate the effect of different
potential EDs, such as DES [34,35], mono-(2-ethylhexyl) phtha-
late (MEHP) [36-39], cadmium [40], mild analgesics [41] and
genistein [42] on the fetal development of different cell types in
both rodent and human testes. Recently, we further validated this
organotypic culture system as a highly valuable model for
toxicological assay by showing that it reproduces the wn vivo
observed effects of one phthalate on the mouse fetal testis
development [39].

Using FeTA, here we evaluated the effect of different
concentrations of BPA on human Leydig cell endocrine functions
through quantification of testosterone secretion in the culture
medium and of INSL3 mRNA levels in the testis. We then
compared these effects with those observed in rat and mouse fetal
testes, which are classically used in toxicological studies. Finally we
compared the BPA effects with those of diethylstilbestrol (DES), an
estrogenic compound that is used as a positive control for BPA, in
the three species and also in mouse invalidated for Estrogen
Receptor o (ER@) to investigate the role of this receptor in BPA-

signaling.
Materials and Methods

Animals

Wistar rats from Janvier (Le Genest Saint Isle, France) and
NMRI and C57BL/6 mice bred in our animal facility were
housed under controlled photoperiod conditions (lights from 08:00
to 20:00 h) and were supplied with estrogen-free commercial food
and tap water ad libitum.
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C57BL/6 mice heterozygous for ERa (ERo+/—) were pro-
duced by Dupont et al. [43] and generously provided by Prof. P.
Chambon (IGBMC, Illkirch, France). Exon 3 of this gene,
encoding the first zinc finger of the DNA-binding domain, was
targeted for disruption. We generated mice homozygous for ERa
(ERa—/—) by caging heterozygous males with heterozygous
females.

The day after overnight mating was counted as 0.5 day post-
conception (dpc). Pregnant mice were killed by cervical dislocation
at 12.5 dpc and pregnant rats were anesthetized by intraperitoneal
injection of 4 mg/ml sodium pentobarbital (Sanofi, Libourne,
France) at 14.5 dpc. Fetuses were quickly removed from the
uterus, dissected under a binocular microscope and sexed based on
the gonad morphology as previously described [31]. Testes were
removed without the adjacent mesonephros.

The animal facility is licensed by the French Ministry of
Agriculture (agreement N°B92-032-02). All animal experiments
were supervised by Pr. René Habert (agreement delivered by the
French Ministry of Agriculture for animal experiment N°92-191)
in compliance with the NIH Guide for Care and Use of
Laboratory Animals. All efforts were made to minimize animal
suffering.

Collection of Human Fetal Testes

Human fetal testes from the 6 until the 11" GW were
obtained from pregnant women referred to the Department of
Obstetrics and Gynecology at the Antoine Béclére Hospital,
Clamart (France) for legally induced abortions in the first trimester
of pregnancy as previously described [32]. All pregnant women
provided their written informed consent for scientific use of the
fetuses. None of the terminations were due to fetal abnormality.
Fetuses were dissected under a binocular microscope. The fetal
age was evaluated by measuring the length of limbs and feet [44].
Gonads within the abortive material were retrieved in approxi-
mately 50% of cases. Testes were identified based on their
morphology. The project was approved by the local Medical
Ethics Committee and by the French Biomedecine Agency
(reference number PFS12-002).

Organ Cultures

The organotypic culture system was previously described
[27,31,32]. Briefly, human, rat and mouse testes were cultured
on Millicell-CM Biopore membranes (pore size 0.4 um, Millipore,
Billerica, MA) floating on 320 uL culture medium in tissue culture
dishes at 37°C in a humidified atmosphere containing 95% air/
5% COgy. The culture medium was phenol-red free Dulbecco
modified Eagle medium/Ham F12 (1:1) (Gibco, Grand Island,
NY), supplemented with 80 pg/mL gentamicin (Sigma, St. Louis,
MO). BPA and DES were purchased from Sigma (Sigma, St.
Louis, MO) and diluted in ethanol. The whole culture medium
was changed every 24 h.

For mouse and rat, one entire testis was placed on the
membrane. For human, each testis was cut into small pieces due to
their larger size (12 to 36 pieces depending on the age of the testis)
and 3—4 pieces were randomly placed on the membrane providing
4 to 8 wells per testis. Thus, the size of the explants was
comparable for the 3 species.

For evaluating the effects of BPA or DES on testosterone
secretion, in human one testis per fetus was used. Explants were
first cultured in control culture medium for 24 h (DO0). Then the
culture were pursued for 3 days (D1 to D3) with half of the wells
added with BPA or DES and the other half in basal medium to
serve as controls. For each well, the D1 to D3 testosterone
secretion in the medium was normalized to its basal secretion at
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DO. Then, the average of the normalized secretion of the treated
explants was divided by that of untreated explants to obtain the
“relative secretion”. This protocol has been previously validated
[32,37,40]. For rat and mouse, the protocol was identical except
that for each fetus, one entire testis was treated with BPA or DES,
whereas the other one was left untreated and served as control.

For assessing the effect of BPA on INSL3 expression, one testis
(mouse and rat) or the pool of all the pieces from one testis
(human) cultured in the presence of BPA was compared with the
untreated contralateral testis (mouse and rat) or the pool of all the
pieces from the untreated contralateral testis (human).

As BPA 1in the culture dishes can leach in the medium [45], we
measured the BPA concentration in the medium before and after
culture by using the LC/MS method developed for biological
fluids [46]. Culture medium samples were directly assayed after
dilution (1:1) with the internal standard solution (200 ng/mL BPA-
d-16 in AcN). The limit of sensitivity was 1 ng/ml (4.38.10" 7 M
BPA). No BPA was detected in control samples (no BPA added)
before and after culture, whereas the expected concentrations of
BPA were detected in treated samples.

Histology

At the end of the culture some explants were fixed for 2 h at
4°C in Bouin’s fluid. After dehydratation in absolute ethanol and
I-butanol the tissue pieces were embedded in paraffin wax and
sectioned at 5 wm thickness. The sections were mounted on slides,
deparaffined, rehydrated and stained with hematoxylin as pre-
viously described [28].

Testosterone Radioimmunoassay

We measured the amount of testosterone secreted into the
culture medium every 24 hours by radioimmunoassay as pre-
viously described [47]. The limit of detection was 8 pg/100 ul
The intra-assay coeflicient of variation (CoV) is 2% and inter-assay
CoV is 5%.

RNA Extraction, Reverse Transcription and Real-Time
Polymerase Chain Reaction

Explants were frozen in RLT buffer (Qiagen, Courtaboeuf,
France) at the end of the culture period and stored at —20°C.
Total RNA from frozen samples was extracted using the RNeasy
Plus Mini-Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) and reverse tran-
scribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Courtabeuf, France), followed by real-time
PCR as previously described [32]. Primers and probes were
designed by Applied Biosystems (sequences not provided: human
p-Actiny NM_001101.2; mouse [3-Actin, NM_007393.3; rat f-Actin,
NM_031144.2; human INSL3, Hs01394273_ml; mouse Insi3,
MmO01340353_ml; rat Insl3, Rn00586632_ml). Reactions were
carried out and fluorescence detected using an ABI Prism 7900
apparatus (Applied Biosystems, Courtabeuf, France). Each sample
was run in duplicate. Negative controls were run for every primer/
probe combination. The measured amount of cDNA for Insl3 was
normalized to f-Actin.

Statistical Analysis

All values are expressed as mean = SEM. The significance of
the differences between mean values of treated and untreated
explants was evaluated using the Wilcoxon’s non-parametric
paired test. The statistical comparison between basal testosterone
secretion values from ERao+/+, ERo+/—, ERo—/— animals was
performed with the Mann-Whitney’s non-parametric unpaired
test.
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Results

Effect of BPA on Fetal Testis Morphology

After culture in presence of 107> M BPA, the architecture of the
testis was well maintained (Fig. 1). The testicular morphology, with
the Sertoli cells surrounding the germ cells in the seminiferous
cords and the Leydig cells in the interstitial compartment, was not
altered by BPA treatment. We observed no sign of necrosis or
disorganized areas in the tissue.

Effect of BPA on Human Fetal Testis Steroidogenesis

To investigate whether low doses of BPA could affect the
activity of human fetal Leydig cells, organotypic cultures of human
fetal (6.5-10.5 gestational weeks (GW)) testes were exposed to
various BPA concentrations (from 10" to 107> M) for three days
and testosterone secretion in the medium was quantified.
Testosterone  secretion was unaffected by 107'2 M BPA.
Conversely, a BPA concentration as low as 1078 M was enough
to significantly decrease by 20% testosterone secretion during the
first day of exposure (D1), with a maximum effect from D2
onwards (—30%) (Fig. 2).

The amount of testosterone secreted in the medium was largely
dependent on the developmental stage as previously reported [32].
Specifically, at DO (before addition of BPA), testes explanted at
6.5-7.4, 7.5-8.4, 8.5-9.4 and 9.5-10.5 GW secreted 252*83 pg/
h (n=35), 2721%1016 pg/h (n=7), 53631038 pg/h (n =10) and
13879%4231 pg/h (n=15) of testosterone, respectively. Converse-
ly, the effect of BPA on testosterone secretion was not influenced
by the age of the fetus (Fig. 3).

Effect of BPA on Rat and Mouse Fetal Testis

Steroidogenesis

The same experiment was then carried out using testes from rat
and NMRI mouse fetuses at a developmental stage that was
comparable to that of the human testes (i.e., 14.5 for rat and
12.5 dpc for mouse). Differently from human testes, only the
highest BPA concentration tested (107> M) altered testosterone
production in the rat and mouse testes, while concentrations equal
to or lower than 1077 M had no effect even after 3 days of
treatment (Fig. 4). Indeed, in rat, testosterone secretion rate was
95+ 15 pg/testis/h at D2 of treatment with 107 M BPA and
104£8 pg/testis/h in control cultures (untreated testes) (n =9). In
mouse, the testosterone secretion rate was 53+9 pg/testis/h at D2
of treatment with 1077 M BPA and 49+ 11 pg/testis/h in control
cultures (untreated testes) (n = 6).

These results indicate that the steroidogenic function of fetal
testis is more sensitive to BPA in humans than in rodents.

Effect of BPA on INSL3 mRNA Level

For each human, rat and NMRI mouse fetus, one testis was
cultured in the presence of 10°% M BPA for 24 h and the
contralateral in its absence (control). This treatment reduced
INSL3 mRNA level only in human testes (by more than 20%), but
not in rat and mouse testes (Fig. 5). Because, there was no effect in
mouse and rat, we tested the effect of a higher concentration of
BPA in the mouse. We observed that 107> M BPA induced
a significant decrease in the Insl3 mRNA level by around 20%
(data not shown).

DES Effect on Fetal Testis Steroidogenesis

DES is commonly used as a positive control when assessing the
estrogenic effects of EDs, particularly BPA. Surprisingly, addition
of 107° or 107% M DES did not significantly modify testosterone
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Figure 1. Effect of BPA treatment on testicular histology. Histological sections of human, rat and mouse fetal testes removed at 11 gestational
week (GW), 14.5 day post conception (dpc) and 12.5 dpc respectively after one day of culture in control medium (DO) followed by 3 days of culture in
the absence (control) or presence (BPA) of 10> M BPA. At the end of the culture, testes were fixed in Bouin’s fluid and hematoxylin/eosin staining of
the histological sections was performed. The testicular architecture and morphology were not affected by BPA-treatment. Black arrows: Sertoli cells;
white arrows: Leydig cells; arrowhead: gonocytes.

doi:10.1371/journal.pone.0051579.g001

production by human fetal testes in culture (Fig. 6). Conversely, 10~° M DES (Fig. 6) as we previously reported using cultured fetal
testosterone secretion by 14.5 dpc rat fetal testes and by 12.5 dpc rat (14.5 dpc) and mouse (13.5 dpc) testes [34,48].
mouse testis was significantly reduced by addition of 107> M and
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Figure 2. Effect of BPA on testosterone secretion by human fetal testes. One testis per fetus (between 6.5 and 10.5 gestational week) was
cut in different pieces that were cultured as separated explants in different wells (4 to 12 wells according to the age of the fetus). After 24 h of culture
in control medium (DO), half of the explants were cultured in the absence (control) and the other half in the presence of BPA at concentrations
ranging from 1072 M to 107> M for 3 days (D1 to D3). The daily testosterone secretion in treated and untreated samples was measured by
radioimmunoassay and the values at D1 to D3 were normalized to the DO secretion of the same well. The D1 to D3 mean normalized secretion of
treated samples are expressed as the percentage of that of the controls (untreated samples). Means = SEM of these percentages from n fetuses are
presented. n=5 for 10~ ' M BPA, n=7-8 for the other BPA concentrations. *p<<0.05, ** p<<0.01 in the statistical comparison between BPA-treated
and control testes using the the Wilcoxon’s non-parametric paired test.

doi:10.1371/journal.pone.0051579.g002

Effect of BPA on Mouse Fetal Steroidogenesis with

Invalidation of ERa

We have previously studied the importance of ERa signaling in
the effect of DES on mouse fetal steroidogenesis by comparing the
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and cultured in the presence or absence of DES [48]. We reported
that the negative effect of DES was abolished after invalidation of
ERo. We used here the same mice and the same protocol (.e.
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Figure 3. Effect of BPA on testosterone secretion by human fetal testes as a function of their developmental stage. Individual
(normalized to DO and expressed as the percentage of the control explants) values at D2 of culture for the samples of the experiment described in
Figure 2 are presented. GW: gestational week.
doi:10.1371/journal.pone.0051579.9003
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Figure 4. Effect of BPA on testosterone secretion by rat and mouse fetal testes. Testes were removed from 14.5 dpc rat and 12.5 dpc
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n=10 for 107> M. *p<<0.05, ** p<<0.01, *** p<<0.001 in the statistical comparison between BPA-treated and control testes using the Wilcoxon’s non-

parametric paired test.
doi:10.1371/journal.pone.0051579.9004

without DO preculture) to investigate the ERa involvement in the
effect of BPA.

First, as previously reported [48], we observed that the
testosterone production in basal medium was much higher with
ERo—/— animals (87.5 pg/testis/h, n=>5) than with wild-type
animals (21.4 pg/testis/h, n=6) (p<0.01 using Mann-Whitney’s
non-parametric unpaired test). ERo+/— animals, that have only
half the amount of ERo protein found in wild-type animal,
produced amounts of testosterone intermediate between wild type
and ERa—/— (38.3 pg/testis/h, n=13) (p<<0.01 in comparison
with ERo—/— and ERo+/+ using Mann-Whitney’s non-para-
metric unpaired test). These results confirm that the estrogens
endogenously produced by the cultured fetal testis inhibit

PLOS ONE | www.plosone.org

testosterone production via ERo. Interestingly these results are
positive controls in this experimental series for assessing the effects
of BPA.

We observed that 10> M BPA reduced testosterone production
with testes from ERo—/— as well as with ERa+/— or ERo +/+
fetuses suggesting that ERa. is not necessary for BPA action (Fig. 7).

Discussion

| - Concentrations of BPA from 108 M Upwards Affect

the Function of Human Fetal Leydig Cells
BPA concentration in biological fluids has been extensively
evaluated. BPA is mostly metabolized into BPA glucuronide(s) and
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mouse and rat fetal testes. Testes were removed from human
fetuses at 6.5 to 10.5 weeks of gestation or from mouse and rat fetuses
at 12.5 and 14.5 dpc, respectively. For each fetus, both testes were
cultured in control medium for 24 h (D0) and then one in the presence
of 1078 M BPA and the other one without for another 24 h. At the end
of the culture, RT-PCR amplification was performed. Values are the
mean = SEM of INSL3 mRNA level normalized to B-Actin one, and
expressed as percentage of control values from 7 (human), 5 (mouse)
and 6 (rat) independent experiments. * p<0.05in the statistical
comparison between BPA-treated and control testes using the paired
Wilcoxon’s non-parametric paired test.

doi:10.1371/journal.pone.0051579.9005

BPA sulfate(s) but, unconjugated BPA, which is the only
biologically active form [49], has been detected in the majority
of individuals in many developed countries with large inter-
individual variations. No data on the concentration of BPA found
in the plasma of human fetus during the first trimester are
presently available. Vandenberg et al. recently reviewed the data
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Figure 7. Effect of ERa gene inactivation on in vitro testicular
response to BPA. Testes from homozygous 12.5 dpc (ERa—/-),
heterozygous (ERa+/—) and wild-type (ERo+/+) ERa-deficient fetuses
were cultured on floating filters for 48 h. One testis from each animal
was cultured in control medium and the other one in medium
containing 107> M BPA. Values are means = SEM of testosterone
secreted in the medium during the 2 days of culture by BPA-treated
testes referred to testosterone secreted by the respective contralateral
control testes; n=6 (ERo+/+), 13 (ERa+/—) and 5 (ERa—/—), * p<0.05 in
the statistical comparison between BPA-treated and control testes
using the Wilcoxon'’s parametric paired t test.
doi:10.1371/journal.pone.0051579.g007
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from 17 studies published between 2000 and 2009 dealing with the
concentration of unconjugated BPA in blood and serum samples
from healthy male and non-pregnant female adults. This review
indicates that internal exposure to unconjugated BPA is in the
range of 2 to 40.10™% M with most studies suggesting an average
internal exposure of approximately 4 to 13.1077 M (I to 3 ng/mL)
[50]. BPA concentration in the blood or serum from pregnant
women may be slightly higher since different studies reported
a mean value of 17.107% M (3.88 ng/mlL) [50]. However, in
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Figure 6. Effect of DES on testosterone secretion by human, rat and mouse fetal testes. Testes were removed from human fetuses at 6.5
to 10.5 weeks of gestation or from mouse and rat fetuses at 12.5 and 14.5 dpc, respectively. Like for the experiments presented in Figures 1 to 3,
human rat and mouse testis explants were cultured in control medium (DO) for 24 h and then in the absence or presence of DES at 10°°Mor10™°M
for the three subsequent days (D1-D3). Testosterone secretion in both treated and untreated samples at D1 to D3 was normalized to the DO
secretion of the same sample. The figure presents mean = SEM of the D1 to D3 normalized values of treated samples expressed as the percentage of
the control (untreated samples) values; n=6, n=7-10 and n="7 for human, rat and mouse testes respectively. *p<<0.05, ** p<<0.01, *** p<<0.001 in the
statistical comparison between DES-treated and control testes using the Wilcoxon’s non-parametric paired test.
doi:10.1371/journal.pone.0051579.9006
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another study, using isotopically labeled BPA, Teeguarden et al.
showed that free BPA represents between 0.2 and 1.2% and no
more than 2% of the total BPA in blood, leading to a concentration
of free BPA in the plasma lower than 107" M [51]. Thus, the
value of the BPA level of exposure is unclear. Nonetheless, BPA
quantification in amniotic fluid and in umbilical cord (to estimate
the internal exposure of the fetus) reported a mean level around
1 ng/ml (i.e. 4.3.107% M) (reviewed in [26]). In a recent study, the
concentration of unconjugated BPA was measured in 106 samples
of umbilical cord blood in control newborn and concentrations
ranged from 0.14 to 4.76 ng/ml (ie. 0.6 to 20.8.107Y M) with
a mean value equal to 1.12 ng/ml (ie. 4.9.107° M) [26].
Furthermore, it has been proposed that BPA might accumulate
particularly in early fetuses because of lower metabolic clearance
or conjugation at this development stage [52]. Taken together, our
observation that a concentration of BPA as low as 107% M
(2.28 ng/mL), is able to decrease testosterone secretion and
mRNA levels of INSL5 in human fetal testis can be related to
many, but not all reports concerning the internal exposure.
Because there is still great uncertainty, and dispute, about the level
of effective exposure in humans, it is presently not possible to
conclude whether the present findings are health-relevant or not.
This will only be resolved once more accurate data for internal
human exposure, including the fetus at the first trimester of
pregnancy, are established.

The potential dangers for human health of BPA at doses that
are below the regulatory references are currently a matter of
debates within the industry, the Agencies for Public Health and
the scientific community [17,53]. However, so far, no experimen-
tal studies have evaluated the effect of low concentrations of BPA
that might correspond to common environmental exposure on the
endocrine activities of fetal testis in human and animals, although
fetal testis is one of the major target of EDs [6,7,54].

Moreover, data dealing with the effect of BPA on the function of
human adult Leydig cells are contradictory. Several epidemiolog-
ical studies reported no changes in testosterone production in
adults exposed to BPA, although weak inverse correlations of the
testosterone/LH ratio and of estradiol/testosterone ratio with BPA
levels were observed [55-57]. Conversely, others described
a positive association between BPA and plasma testosterone
concentrations [58]. Lastly, @ vitro studies suggested that BPA
could decrease steroidogenesis in a human adenocarcinoma cell
line or in human microsomal preparations of human testes only at
concentrations starting from 1.3 1077 M or 107° M [45,59].

Il Comparison with Rat and Mouse

Using the same experimental approach, the same consumables
and experimental materials, we also analyzed the effect of the
same range of BPA concentrations on the function of Leydig cells
in testes from rat and mouse fetuses. Furthermore, the studies of
the three species were performed at a comparable developmental
stage (t.e. the onset of steroidogenesis). No effects of the lowest
tested doses (1077, 107% and 1072 M) were observed as BPA
reduced the i vitro testosterone secretion only at concentrations
equal 10™° M. Similarly, 10~* M BPA did not affect Insi? mRNA
levels in rat and mouse fetal testes, differently from what we
observed in human testes.

These species-specific differences are very important because
animal models are routinely used in toxicological tests for the
assessment of the BPA risk. Concerns about data extrapolation
from in vivo animal studies to human risk assessment have already
been raised, because BPA metabolism and pharmacokinetics may
be different in rodents and in humans [53,60,61]. The present
study reinforces these concerns by reporting interspecies differ-
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ences in the responsiveness to BPA and clearly indicates that
rodents are not relevant models for predicting the effect of low
BPA concentrations on the endocrine function of human fetal
testis. This is in agreement with our previous findings showing the
human testes are more sensitive to cadmium exposure than rodent
testes [40], while MEHP modifies testosterone production in
mouse and rat, but not in human fetal testes [36—38]. These results
highlight the need of rigorous comparisons of the effects in human
and rodent models together, when assessing ED risk.

It is difficult to compare the sensitivity to BPA in rodent fetal-
type (this study) and in adult-type Leydig cells because most of the
investigations in adult animals were performed i vivo and BPA can
affect the hypothalamo-pituitary-testicular axis at different levels
[62]. Cultured adult rat Leydig cells were used only in two studies,
but their results are confusing since one work reported that 1 to
1000.10~? M BPA had not effect on the production of testosterone
[63], whereas the other observed a negative effect of BPA only at
10~"" M, but not at higher doses (107° to 107° M) [64].

Il Mechanisms of Action

We observed here that 107% M and 107> M DES reduced fetal
testicular steroidogenesis in rat and mouse fetal testes confirming
our previous data [34,35,48]. On the contrary, using the same
wn vitro system, DES had no effect on testosterone produced by fetal
human testes. This probably results from the fact that ERa
expression (mMRNA and protein) is not detected in human fetal
testes [65] while DES acts on testicular steroidogenesis via ERa as
shown by the disappearance of DES effect after ERa invalidation
[48].

BPA binds to nuclear Estrogen Receptors (ERo and ERB), but
its affinity for these receptors is weak [66]. This low affinity and
the non-detectable expression of ERo in the human fetal testis
suggest that ERa is not involved in the effect of BPA in human
species. This is probably the same for mouse species since we
observed here that the negative effect of BPA on mouse testicular
steroidogenesis is maintained after invalidation of ERar.

Therefore, BPA should act via a signaling way different from
ERua signaling and this pathway should be more efficient in human
than in mouse and rat. Low concentrations of BPA have been
reported to trigger effects via G-protein coupled receptor 30 (GPR
30, the membrane estrogen receptor) or Estrogen-related receptor
gamma (ERR-gamma) [17,67,68]. Both GPR30 and ERR-gamma
are expressed in the mouse and human fetal testis (personal
observation). Interestingly, ERR-gamma has higher affinity for
BPA than for DES [69]. The mechanism of action of BPA may be
complex and it has been suggested that BPA might antagonize the
binding of an unknown ligand of ERR-gamma that would be
constitutively active [69]. More experiments must be conducted to
identify the mechanism of action of BPA and the present study
gives important methodological bases for conducting these
experiments.

Conclusion

We show here for the first time that concentrations of BPA as
low as 10~% M are sufficient to reduce fetal testis endocrine activity
in humans. The mechanism of action of BPA will need further
investigation, but it is likely to involve non-classical estrogen
receptors.

The negative effect of BPA on testosterone production and Insl
3 expression during fetal life observed here during the “mascu-
linization programming window”, may have several consequences
as it can impair the masculinization of internal and external
genitalia [4,7,13]. Our present results should encourage pro-
spective epidemiological studies to investigate the possible
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association between environmental exposure to BPA during
pregnancy and anogenital distance at birth. Furthermore, BPA-
induced reduction of fetal testosterone production may have long-
term consequences. Although brain masculinization and the onset
of male-specific sexual behaviors start during the second half of
pregnancy, we can’t exclude that BPA-induced reduction of fetal
testosterone production during the first trimester of pregnancy
may influence these parameters [70]. It may also affect the germ
cell lineage since androgens control gonocyte development [71].
Thus, it will be relevant to study the effect of BPA on gonocytes
since alterations of the germ cell lineage may result in testicular
cancer or in reduced sperm production [3,4] and may also explain
the recently reported multigenerational effects of BPA [72].

Finally, our findings challenge the widespread use of rodent
models to assess the toxic effects of EDs and highlight the need for
setting up specific tools to study reprotoxicity in humans.
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|. Effets du BPA sur I'expression de genes impligué s dans la
steroidogenese

[.A. Introduction
Dans le testicule, la synthése de testostérone est effectuée par les cellules de Leydig, a la

suite d'une succession de réactions enzymatiques ayant pour substrat d'origine le
cholestérol. La premiere étape limitant la production de testostérone est le transport du
cholestérol dans les mitochondries par la protéine StAR (steroid acute regulatory protein). La
réaction suivante est catalysée par l'enzyme P450scc (cytochrome P450 side chain
cleavage), qui va cliver le cholestérol afin de former la pregnenolone. Par la suite, la
pregnenolone est transformée par Cypl7al (cytochrome P450 17A1) et la 3-B-HSD (3-B-
hydroxy-steroid-desyhdrogenase) en une série d’hormones dont la transformation aboutit &
la synthése de testostérone. Ces enzymes sont présentes et fonctionnelles dés la vie foetale
puisque les cellules de Leydig foetales produisent de la testostérone tres tot au cours du
développement et la testostérone produite est indispensable a la masculinisation du foetus

(cf. Introduction, Paragraphe 1.C.2).

Chez l'adulte, le BPA est décrit dans différentes études comme capable daltérer la
stéroidogenese (Nakamura et al., 2010, Salian et al., 2009b, Tanaka et al., 2006). Chez le
rat, un traitement au BPA en période pré-pubertaire induit une diminution de la production de
testostérone et également de I'expression des génes StAR, P450scc et P450C17al
(Nakamura et al., 2010). De méme, il a déja été démontré que le BPA est capable de
modifier I'expression de certains genes de la stéroidogenése ovarienne, dans des cultures

de follicules antraux (Peretz et al., 2011) ou de cellules de la granulosa (Zhou et al., 2008b).

Pour tenter d’expliquer les effets déléteres du BPA sur la production de testostérone par le
testicule foetal observé dans notre travail (cf. article 1), nous avons mesuré, a la fois chez
'Homme et chez la souris, le niveau d’expression des génes codant pour les principales

protéines intervenant dans la stéroidogenése : StAR, P450scc, P450C17al et la 3-B-HSD.
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Figure 2: Effet du BPA sur I'expression de StAR et de genes des enzymes de la stéroidogenese

dans les testicules foetaux humains et murins.

Les testicules feetaux proviennent de feetus humains agés de 6,5 a 10,5 SG ou de fcetus de souris a
12,5 jpc. (A) Pour chaque feetus humain, un testicule est cultivé en présence de 10® M ou 107 M de
BPA et I'autre en condition contrble, pendant 72 h. (B) Pour chaque fcetus de souris, un testicule est
cultivé en présence de 10° M de BPA et l'autre en condition contrdle, pendant 48 h. A la fin de la
culture, une RT-gPCR est effectuée. Les valeurs représentent la moyenne + SEM de I'expression des
génes StAR, 3-B-HSD, P450C17 et P450scc normalisée a la B-Actine, et exprimée en pourcentage du

contréle, sur 4 (humain) et 5 (souris) échantillons indépendants.
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[.B. Materiel et Méthodes
(cf. Chapitre « Matériel et Méthodes » du manuscrit)

|.C. Résultats
Nous avons étudié les effets du BPA sur le niveau d’expression des génes des principales

protéines impliquées dans la synthese de testostérone. Quelque soit la concentration de
BPA utilisée (107 M ou 10® M chez 'Homme et 10 M chez la souris), le niveau d’expression
de génes impliqués dans la stéroidogenese (StAR, 3-8-HSD, P450C17 et P450scc) n'est

pas modifié de facon significative par le traitement au BPA.

[.D. Discussion
Nous avons focalisé notre étude sur les concentrations de BPA les plus faibles induisant un

effet sur la sécrétion de testostérone. Une altération de I'expression des principales enzymes
impliguées dans la synthése de testostérone pourrait expliquer une diminution de la
production de cette hormone. Cependant, dans notre modéle de culture organotypique, nous
n'observons aucun effet du BPA sur l'expression des genes des enzymes de la
stéroidogenese que ce soit chez I'Homme ou chez la souris. Dans une étude réalisée in vitro
sur le testicule du poisson Tilapia du Nil, il est également démontré que le BPA, & une
concentration d’environ 4.10® M (10 pg/L), ne modifie pas le niveau d’expression des génes
des enzymes de la stéroidogenése (Ribeiro et al., 2012). De méme, chez le rat, aprés une
exposition prénatale au BPA et une observation a 16 jpp, I'expression de StAR n’est
modifiée ni au niveau des transcrits, ni au niveau protéique (Horstman et al., 2012). Dans
notre modéle, une étude doit étre effectuée apres des temps de traitement plus courts. En
effet, nous avons réalisé notre étude apres 72h de traitement chez 'lHomme et 48h chez la
souris, or des modifications transcriptionnelles peuvent intervenir trés rapidement dans le
testicule. Par ailleurs, la diminution de production de testostérone est observable des le
premier jour de culture. De fagon générale, les PEs peuvent agir a de multiples niveaux. Le
BPA peut bien sir modifier la synthese de la testostérone mais également son transport et
modifier ainsi les concentrations hormonales. D’autre part, la diminution de la production de

testostérone peut résulter d’'une augmentation de son métabolisme. Ainsi, il semble
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indispensable de vérifier les effets du BPA sur I'expression de lI'aromatase, enzyme qui
transforme les androgenes en cestrogénes. Chez la souris, une exposition périnatale au BPA
entraine une augmentation de I'expression de I'aromatase dans le testicule (Xi et al., 2011).
De plus, I'expression de la 5a-réductase, enzyme qui convertit la testostérone en DHT
(dihydrotestostérone) devra étre étudiée. Le BPA est décrit comme un agent mitogéne
augmentant le nombre de cellules de Leydig a la fois in vitro et in vivo (Nanjappa et al.,
2012). Bien que l'effet observé sur la production de testostérone soit inhibiteur, il serait
également important de vérifier 'impact du BPA sur le nombre de cellules de Leydig. Enfin,
d’autres pistes doivent étre recherchées. Il sera important d’étudier le niveau d’expression
protéique des enzymes de la stéroidogenese en présence de BPA, et surtout leur activité
enzymatique. Il a été démontré que le BPA peut diminuer l'activité enzymatique de la 3-3-
HSD et de P450C17 chez I'Homme et chez le rat (Ye et al., 2011). Cette étude s’affranchit
d’'ailleurs d'effets potentiels du BPA via des récepteurs cellulaires, étant donné que
'observation n’est pas réalisée au niveau cellulaire, mais directement sur les enzymes a
partir de résidus de réticulum endoplasmique (Ye et al., 2011). Une démonstration in vivo
d'une éventuelle diminution d’activité des enzymes responsables de la synthése de la
testostérone constituerait une grande avancée dans la compréhension du mécanisme

d’action du BPA.
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Il. Etude de I'effet du BPA sur la gamétogenése

[.A. Introduction
La gamétogenese joue un réle fondamental dans la fertilité de I'individu. En effet, la quantité

de cellules germinales et de cellules de Sertoli mises en place pendant la vie foetale
détermine en partie la quantité de spermatozoides et la fertilité de 'individu adulte (Forand et
al., 2009, Habert et al., 2009, Orth et al., 1988). Plusieurs perturbateurs endocriniens ont été
décrits comme capables d’altérer la gamétogenése. Dans notre laboratoire, les effets du
MEHP sur la survie des cellules germinales ont déja été démontrés, a la fois chez I'Homme
et chez la souris (Lambrot et al., 2009, Lehraiki et al., 2009, Muczynski et al., 2012a). Des
effets du BPA sur la survie des cellules germinales en période fcetale n’ont pas été décrits
jusqu'a présent. En revanche, chez le rat, une exposition au BPA de 12 jpc a 21 jpp
provoque une diminution du nombre et de la mobilité des spermatozoides a I'dge adulte
(Salian et al., 2009b). Chez la souris, le BPA administré par implants (5 mg) en période de
gestation et de lactation induit une diminution du nombre de spermatides matures dans les
tubes séminiferes (Okada and Kai, 2008). De plus, plusieurs études démontrent des effets
transgénérationnels du BPA, ce qui suggére I'apparition de modifications épigénétiques dans
les cellules germinales, transmises a la descendance (Salian et al., 2009b, Wolstenholme et
al., 2012). Les cellules germinales peuvent étre atteintes directement par les PEs, mais aussi
indirectement, via les cellules somatiques. En effet, une altération des cellules de Sertoli,
cellules de soutien et cellules « nourriciéres » des cellules germinales peut entrainer des
défauts de développement importants au niveau des cellules germinales. Une détérioration
des protéines des jonctions cellulaires, comme décrite par Salian et al. dans le testicule de
rat, pourrait entrainer des défauts de formation des cordons séminiferes (Salian et al.,
2009a). De méme, les cellules germinales fcetales sont également dépendantes de la
production d’androgénes par les cellules de Leydig (Merlet et al., 2007). L’ensemble des ces

données ainsi que le phénotype observé sur la sécrétion de testostérone nous ont conduit a
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étudier I'apoptose et la prolifération des cellules germinales afin de déterminer si le BPA

pouvait affecter directement ou indirectement leur survie.

s [ A [ control
. [] BPA108M
Il BPA 105M

Caspase-3 positive germ cells (%)
N

BrdU positive germ cells (%)
N

Figure 3: Effet du BPA sur l'apoptose et la prolifé  ration des cellules germinales dans les
testicules foetaux humains.

Les testicules foetaux proviennent de foetus humains agés de 6,5 a 10,5 SG. Pour chaque feetus, un
testicule est cultivé en présence de 10® M ou 10®° M de BPA et I'autre en condition contréle, pendant
72 h. A la fin de la culture, les gonades sont fixées dans du paraformaldéhyde 4% ou du liquide de
Bouin puis un double marquage immunohistochimique est effectué avec les anticorps dirigés contre
'AMH (en vert) et contre la caspase-3 clivée (en marron (B)) pour le comptage des cellules
germinales apoptotiques ou contre le BrdU (en marron (D)). (A-C) Les valeurs représentent les
moyennes = SEM de 5 expériences. (B-D) Fléches noires: cellules de Sertoli; Pointes de fleche
noires: gonocytes; Pointes de fleche blanches: gonocytes apoptotiques; Pointes de fleche rouges:
gonocytes en prolifération.
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I1.B. Materiel et Méthodes
(cf. Chapitre « Matériel et Méthodes » du manuscrit)

I.C. Résultats
Nous avons étudié les effets du BPA sur le taux d’apoptose et de prolifération des cellules

germinales dans le testicule foetal humain et murin. Le taux d’apoptose des gonocytes ne
semble pas modifié ni dans le testicule feetal humain traité aux concentrations de 10® et 10
°M (Fig. 3A). Bien que les valeurs ne soient pas significatives, une tendance a
laugmentation de l'apoptose est observée. Chez 'Homme, le test statistique donne une
valeur de p=0,08, donc, une augmentation du nombre de cas nous permettra peut-étre de
voir un effet plus net. Chez la souris, nous observons également une tendance a

l'augmentation & 10"°M, et une augmentation significative & 10”’M (Fig. 4A)

Le taux de prolifération des cellules germinales a également été étudié. Chez 'Homme, nous
n'observons pas de modification du taux de prolifération des gonocytes, méme a la forte de
dose de 10° M (Fig. 3C). En revanche, en réalisant la mesure aprés 24 h de culture chez la
souris, nous observons une diminution significative du taux de prolifération dés la dose de

10"M de BPA (Fig 4B).
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Figure 4: Effet du BPA sur I'apoptose et la prolifé ration des cellules germinales dans le

testicule foetal murin.

Les testicules foetaux proviennent de feetus de souris a 12,5 jpc. Pour chaque foetus, un testicule est

cultivé en présence de 107 ou 10° M de BPA et l'autre en condition contrdle, pendant 24h pour la
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mesure de prolifération et pendant 48h pour la mesure du taux d'apoptose. A la fin de la culture, les
gonades sont fixées dans du paraformaldéhyde 4% ou du liquide de Bouin puis un double marquage
immunohistochimique est effectué avec les anticorps dirigés contre 'AMH et contre la caspase-3
clivée ou le BrDU pour le comptage des cellules germinales apoptotiques ou en prolifération. Les

valeurs représentent les moyennes + SEM de 5 expériences.

I1.D. Discussion
Dans notre modele de culture organotypique, les effets du BPA sur les testicules foetaux

humains et murins different. Chez I'Homme, le taux d’apoptose des cellules germinales n’est
pas modifié par le traitement au BPA, malgré une légére tendance a 'augmentation a la forte
dose de 10®° M. Par ailleurs, nous avons également étudié le taux de prolifération des
gonocytes aprés traitement au BPA & la concentration de 10° M, et aucune modification n'a
été observée. En revanche, chez la souris, a la dose 107M, nous avons pu mettre en
évidence un effet du BPA sur l'apoptose des cellules germinales a 48h et sur leur
prolifération a 24h. Ces résultats suggerent que le nombre de spermatozoides pourrait étre
diminué a I'dge adulte, comme l'atteste I'étude de Salian et al. réalisée in vivo chez le rat
aprés traitement au BPA in utero (Salian et al.,, 2009b). De nombreux perturbateurs
endocriniens sont connus pour leurs effets déléteres sur la lignée germinale. Ainsi le MEHP,
qui appartient & la famille des plastifiants comme le BPA, augmente le taux d’apoptose des
cellules germinales et réduit leur nombre, in vitro, chez le rat (Chauvigne et al., 2009), la
souris (Lehraiki et al., 2009), et 'Homme (Lambrot et al., 2009, Muczynski et al., 2012a). De
méme, le DES, cestrogéne de synthése souvent utilisé comme contréle positif réduit le
nombre de cellules germinales en augmentant I'apoptose et en diminuant la prolifération
(Lassurguere et al., 2003). Dans ces modeles in vitro, en ce qui concerne l'effet du MEHP
sur la prolifération des cellules germinales, chez I'Homme, le MEHP ne modifie pas le taux
d’incorporation de BrdU (Lambrot et al., 2009) alors que chez la souris, en fonction de I'age
des foetus, I'effet peut étre positif ou négatif (Lehraiki et al., 2009). La toxicité du BPA en
période foetale peut donc conduire a des altérations des cellules germinales, cependant, ces
altérations sont la conséquence soit de la détérioration des fonctions des cellules

somatiques qui permettent le bon développement des cellules germinales sur le long terme,
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soit d'une atteinte directe des cellules germinales. En ce qui concerne les effets du BPA sur
les cellules somatiques, des altérations des jonctions cellulaires entre les cellules de Sertoli,
qui permettent le maintien de l'intégrité de la barriere hémato-testiculaire ont été décrites.
Chez le rat, les niveaux d’expression de plusieurs protéines des jonctions cellulaires (Cx43
(connexine 43), ZO-1 (zona occludin-1), N-cadhérine) sont modifiés par un traitement au
BPA en période néonatale (Salian et al.,, 2009a). Une autre étude réalisée sur des cellules
de Sertoli en culture met en évidence une désorganisation réversible de ces jonctions,

induite par le BPA (Li et al., 2010Db).

D’autres niveaux d’action du BPA sur les cellules germinales peuvent étre envisageés.
Pendant la vie foetale, les cellules germinales subissent une série de modifications
permettant leur différenciation (Olaso and Habert, 2000). Il serait pertinent d’étudier le niveau
d’expression des génes de pluripotence et de différenciation des cellules germinales apres
traitement au BPA. Chez la souris, les gonocytes connaissent des phases de prolifération,
apoptose et quiescence de facon synchrone (Olaso and Habert, 2000). Un retard de
différenciation pourrait induire des altérations de la qualité spermatique a l'dge adulte.
Récemment, dans un modéle in vitro de différenciation de cellules souches embryonnaires
(ES), il a été montré que le BPA module la différenciation des cellules germinales en up-
régulant I'expression du géne Stra8, caractéristique de I'entrée en méiose (Aoki and Takada,
2012). De plus, les effets transgénérationnels observés aprés traitement au BPA suggérent
des modifications du niveau de méthylation des cellules germinales (Salian et al., 2009b).
L'étude des taux d’expression des meéthyltransférases et/ou I'étude directe des taux de
méthylation dans les cellules germinales pourrait étre une approche pertinente pour
comprendre les effets du BPA. En effet, le niveau de méthylation de plusieurs genes a
empreinte tels que Igfr2, Peg3 ou H19 est diminué chez la souris, apres traitement au BPA

des 0,5 jpc (Zhang et al., 2012).

Par ailleurs, des méthodes de tri cellulaire par cytométrie en flux ont été développées au

laboratoire aussi bien chez la souris (Souquet et al., 2012) que chez I'Homme (Muczynski et
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al., 2012b), ce qui permettrait de réaliser des recherches plus approfondies spécifiguement

dans les cellules germinales, plutét que sur le testicule entier.
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lll. Analyse transcriptomigue

LA, Introduction
Les effets déléteres du BPA ont été décrits dans de nombreux organes et systemes,

notamment le cerveau, la thyroide et bien sdr le systeme reproducteur. Il est reconnu comme
perturbateur endocrinien oestrogéno-mimétique, de par sa capacité a se lier aux récepteurs
classiques des cestrogénes, ERa et ER[B. Des études démontrent qu’il est capable de lier
d’autres récepteurs aux cestrogenes tels que GPR30 ou ERRYy, et aussi d'autres types de
récepteurs tels que les AR ou PPAR-y. Cependant, les mécanismes par lesquels il exerce
ses effets délétéeres sont a ce jour peu connus. De nombreuses études descriptives ont été
publiées, démontrant la capacité de liaison du BPA a certains récepteurs d'une part, et des
phénotypes observés in vitro ou in vivo d’autre part. De plus en plus d’études décrivent des
voies de signalisation activées par le BPA dans différents organes, notamment dans le
testicule. Dans une lignée de séminome germinal, Chevalier et al., démontrent un effet
prolifératif du BPA via le récepteur GPR30 (Chevalier et al., 2012). Un effet du BPA via
GPR30 a par ailleurs été retrouvé dans la lignée de cellules de cancer du sein SKBR3, ou le
BPA augmente l'expression de plusieurs genes cibles du récepteur via la voie de

signalisation GPR30/EGFR/Erk (Pupo et al., 2012).

Nos résultats précédents démontrent que le bisphénol A posséde un effet délétere sur la
production de testostérone du testicule fcetal, chez le rat, la souris et chez I'Homme. Nous
avons également observé une augmentation du taux d'apoptose des cellules germinales
apres traitement au BPA chez la souris et cette méme tendance chez 'Homme. Pour tenter
de comprendre les mécanismes d'action du BPA et de déterminer si les phénotypes
observés sont les résultats de modifications au niveau transcriptionnel, nous avons effectué
une premiére approche en nous intéressant aux génes impliqués dans la stéroidogenéese
foetale. Nous n'avons observé aucune modification du niveau d’expression des genes des
principales enzymes de la stéroidogenése, cependant, le niveau d’expression de toutes les

protéines impliquées dans la production de testostérone n’a pas été mesure.

111



Cancer du
pancréas
7%

9%

. Régulation
Métabolisme du  arginine et proline cytosquelette
glutathione 5% s
Métabolisme du 0 ° d'actine
5% 17%
propanoate
5% \
Maturation
ovocytaire
progesterone-
dépendante Voie des MAP
7% kinases
15%

Méiose ovocytaire

Génes surexprimés

Métabolisme

\Cycle cellulaire

10%

Métabolisme de la

\

Jonctions serrées

~
3]
Q
=

<

pyrine 10%
10%
Cycle cellulaire Voie des MAP kinases
1,3 13
1,25 1,25
1,2 12
1,15 1,15
1,1 11
1,05 1,05
1 1
Q 0 N 0N e X SIS AR NG N N A VT R A C I\
O° @ S Y P& N 2 X F Q" P & 3P A L S
(}q‘? & F (;bé\, o & < ,bbbb‘ Q¢ RO SRCUSI IS @’79 0\5" < Qi\(g’bbbv Q\’g’ Q& S
1,35 Régulation du cytosquelette d'actine
1,3
1,25
1,2
1,15
1,1
1,05
1

[¥a)

Qo
o1

=

Dnmtl
LOC629364
lggap1
Arpclb
2900073G15Rik
Fnl
Araf
Mras
Rras2
Wasf1
Mylc2b
Abi2
Pdgfb

Figure 5 : Effet positif du BPA sur I'expression de

génes impliqués dans différents processus

biologiques ou voies de signalisation.

Les génes dont I'expression est augmentée par le BPA peuvent étre regroupés dans différents
groupes selon leurs réles physiologiques. (D’'apreés le logiciel DAVID Bioinformatics Resources 6.7)
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L'aromatase, qui métabolise la testostérone en cestradiol, peut-étre activée par le BPA (Kim
et al., 2010) et devra étre étudiée dans notre modele. Le mécanisme d’action par lequel le
BPA exerce son effet apoptotique sur les cellules germinales est également inconnu. Dans
des testicules de souris adultes, le BPA augmente le taux d'apoptose testiculaire et
augmente de fagon significative I'expression de Fas et FasL (Li et al., 2009). Cependant, un
phénotype apoptotique peut étre du a la modulation d'un large spectre de voies de

signalisation différentes.

Afin de réduire notre champ d’hypothéses et d’effectuer une analyse plus exhaustive des
voies de signalisation par lesquelles le BPA exerce ses effets anti-androgéniques et
apoptotiques dans notre modeéle de culture de testicule foetal, nous avons choisi d’étudier le
niveau d’expression de I'ensemble du transcriptome via une étude transcriptomique réalisée

sur le testicule foetal de souris.

[11.B.  Materiel et Méthodes
(cf. Chapitre « Matériel et Méthodes » du manuscrit)

I.C. Résultats
Nous avons réalisé des cultures de testicule de souris de 12,5 jpc pendant 6 heures en

présence ou en absence de BPA & la dose de 10'M. Nous avons choisi cette dose puisque
c’est celle pour laquelle nous avons observé un effet pro-apoptotique du BPA. Le temps de
traitement court a été choisi afin d’identifier les effets moléculaires a court terme. Notre étude
transcriptomique porte sur un total de 46 000 séquences, correspondant a 35 000 génes.
Aprés 6 heures de traitement au BPA & la dose de 107 M, nous avons retrouvé un total de
1342 genes dont I'expression a été significativement modifiee. 648 génes sont régulés
positivement avec une induction maximale de 35%. 694 genes sont régulés négativement,

avec un maximum de 26% de réduction du taux d’'expression (Tableau 1).

113



Nombre de genes Expression min. Expression max..
Geénes surexprimés 648 1,05 1,35
Génes réprimés 694 0,74 0,95

Tableau 1 : Nombre de génes dont I'expression estm  odulée par le BPA

Les génes dont I'expression est modulée par le traitement au BPA peuvent étre regroupés
en «familles » de genes reliées soit a un processus biologique donné (par exemple, le
métabolisme oxydatif) soit & une voie de signalisation particuliére (par exemple, la voie Wnt).
Pour effectuer un classement parmi ces 1342 genes, nous avons utilisé I'outil de classement

et les bases de données du logiciel DAVID Bioinformatics Resources 6.7 (NIAD/NIH).

Les genes surexprimés peuvent étre divisés en 11 groupes, parmi lesquels 3 catégories se
détachent. 9 génes significativement surexprimés interviennent dans le cycle cellulaire, 14
genes appartiennent a la voie des MAP kinases, 15 sont impliqués dans la régulation du

cytosquelette d'actine.

Parmi les genes réprimés, 14 catégories ont été identifiées. Celles regroupant le plus de
genes étant la voie de I'épissage alternatif et la voie Wnt, avec chacune 12 génes

significativement réprimés.
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Figure 6 : Effet négatif du BPA sur I'expression de genes impliqués dans différents processus
biologiques ou voies de signalisation.

Les geénes dont I'expression est diminuée par le BPA peuvent étre regroupés dans différents groupes

selon leurs réles physiologiques. (D’aprés le logiciel DAVID Bioinformatics Resources 6.7)
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[1I.D. Discussion
Dans nos études précédentes, nous avons observé les effets du BPA aprés 24 a 72h de

traitement. Dans ces conditions, nous n'avons pas observé de modification de I'expression
des quelques génes étudiés mais ces genes concernaient uniquement la stéroidogenese.
Gréace a une analyse globale du transcriptome, nous avons mis en évidence plusieurs génes
dont I'expression est modifiée par le traitement de 6 heures au BPA a la dose de 107 M. Les
pourcentages de modification du taux d’expression des genes, 35% pour le géne le plus
surexprimé et 26% pour le gene le plus réprimé, sont des pourcentages faibles. Cependant,
les tests statistiques nous ont permis de mettre en évidence 1342 geénes dont I'expression

est modulée de fagon significative.

Parmi ces genes, on retrouve les voies de signalisation des MAP kinases, du cycle cellulaire
et du cytosquelette d’actine, toutes liées aux phénomenes de prolifération, apoptose ou
différenciation des cellules. Ainsi, les résultats de cette analyse nous suggerent que les
phénotypes observés sur les cellules germinales de souris peuvent étre dus a un arrét du
cycle a 24 h, menant a l'apoptose des cellules observable aprés 48 h de traitement.
Toutefois, notre champ d’étude reste vaste, étant donné la quantité d'interactions possibles
au sein de ces voies de signalisation. En nous basant sur ces données, nous pourrons dans
un premier temps effectuer une étude ciblée du niveau d’expression de plusieurs génes du
cycle cellulaire, par gPCR. En réalisant une cinétique de traitement et en étudiant le niveau
d'expression des principaux geénes impliqués dans le cycle cellulaire, nous pourrons
déterminer les protéines potentiellement responsables de l'effet anti-prolifératif et pro-
apoptotique du BPA dans les cellules germinales. Nous nous focaliserons dans un premier
temps sur plusieurs génes décrits comme spécifiques du cycle cellulaire dans les cellules
germinales tels que p15 et p16 (Fig. 8) (Western et al., 2008). Ceci nous permettra de mieux
cerner les voies impliguées, cependant, le niveau d’expression des genes ne donne qu’une
information partielle si on ne connait ni le taux d’expression protéique, ni le niveau
d’activation et de phosphorylation des protéines. Des modifications, induites par le BPA, de

plusieurs voies de signalisation retrouvées dans notre analyse transcriptomique ont

117



également été décrites dans la littérature. Dans des cellules embryonnaires de cerveau de
rat, le BPA serait capable de bloquer les cellules en phase S et G2/M, et d’augmenter leur
taux d'apoptose. L'étude démontre que le niveau de phosphorylation des protéines CREB et
C-jun est diminué, et le niveau d’expression de Bax et P53, protéines pro-apoptotiques est
augmenté (Liu et al., 2012). Dans une autre étude réalisée sur des cellules PC12, le BPA
diminue le taux de phosphorylation de CREB et de MAPK (Seki et al., 2011). Enfin, dans une
étude réalisée in vivo sur le testicule de rat, Thuillier et al. démontrent qu’un traitement au
BPA en période fcetale entraine une augmentation transitoire de I'expression de Rafl et
Erk1/2 au niveau transcriptionnel et protéique (Thuillier et al., 2009). Il sera important
d’étudier par la suite dans notre modéle, les taux d’activation des différentes protéines, en
mesurant par exemple les niveaux de phosphorylation des protéines appartenant aux voies
transcriptionnellement altérées. Enfin, nous devrons surtout essayer de corréler ces
évenements avec l'effet physiologique observé, a savoir 'augmentation du taux d’apoptose
mais aussi la diminution de la production de testostérone. Toutes ces études étant réalisées
chez la souris, il faudra bien sdr vérifier nos hypothéses chez I'humain compte tenu des
différentes réponses observées au niveau des doses efficaces, sur la stéroidogenese, mais

sur aussi sur la gamétogenese.
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Figure 8 : Protéines du cycle cellulaire impliquées dans I'entrée en quiescence des cellules

germinales chez la souris (D’aprés Western etal.,,  2008)

A 12,5 jpc, les cellules germinales proliferent et présentent une forme hyperphosphorylée de pRB.
Elles recoivent alors un signal extracellulaire qui induit I'initiation de l'arrét du cycle. A 13,5 jpc, on
observe avec l'arrét mitotique une surexpression de p27Kipl et p15INK4b qui inhibent la phosphorylation
de pRB en formant des complexes avec les cyclines E-cdk2 et D-cdk4/6. pRB active alors le
checkpoint G1-S permettant I'arrét mitotique. A 14,5 jpc, toutes les cellules germinales sont en arrét,

toutes les protéines pRB sont hypophosphorylées et commencent a étre réprimées puis dégradées.
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Article n?2

MEHP and PPARs agonists induce germ cells apoptosis and Stra8 overexpression in

the mouse fetal testis

Thierry N'Tumba-Byn, Ali Lehraiki, Christine Levacher, Delphine Moison, Sébastien

Messiaen, René Habert, Marie-Justine Guerquin, Virginie Rouiller-Fabre, Gabriel Livera

Depuis de nombreuses années, on observe dans les populations occidentales une
augmentation de lincidence de différentes pathologies liées au syndrome de dysgénésie
testiculaire. Ce syndrome aurait pour origine linfluence délétére des polluants
environnementaux sur le développement de la fonction de reproduction en période feetale.
Les phtalates, et notamment le DEHP, font partie des perturbateurs endocriniens

reprotoxiques les plus produits et les plus répandus (Latini et al., 2006).

Plusieurs études ont démontré les effets délétéres du DEHP et de son principal métabolite,
le MEHP, sur plusieurs organes, dont le testicule foetal (Caldwell, 2012, Rusyn and Corton,
2012). Dans des études antérieures effectuées au laboratoire, nous avons mis en évidence
les effets déléteres du MEHP sur le développement des cellules germinales dans le testicule
foetal. Le MEHP induit I'apoptose des gonocytes a la fois chez le rat, chez 'Homme et chez
la souris (Chauvigne et al., 2009, Lambrot et al., 2009, Lehraiki et al., 2009).

Le but de la présente étude a été de déterminer les causes du déclenchement du processus
apoptotique dans les cellules germinales aprés traitement au MEHP, puis d’étudier quelle

voie de signalisation est activée par le MEHP pour induire ce phénotype.

Cependant, alors que le MEHP induit une forte apoptose des cellules germinales dans le
testicule feetal, chez la femelle, les cellules germinales ne subissent de modification de leur
taux d’apoptose ni dans I'ovaire humain (Muczynski et al., 2012b), ni dans I'ovaire de souris
(données non publiées). Partant de ce constat, nous avons dirigé nos recherches sur les
évenements cellulaires spécifiques de la gonade méale par rapport a la gonade femelle et sur
les génes différentiellement exprimés entre le male et la femelle a 12,5 jpc. Chez la souris,
jusqu'a 12,5 jpc, les gonocytes sont trés similaires et expriment des marqueurs de
pluripotence de type OCT3/4 et SSEA-1. En revanche, a partir de 12,5 jpc chez le male, les
cellules commencent a perdre I'expression des marqueurs de pluripotence et amorcent leurs
processus d’'arrét mitotique afin d’étre en quiescence a 15,5 jpc (Olaso and Habert, 2000).
Chez la femelle, a ce stade, les gonocytes initient leur processus méiotique et expriment les

marqueurs spécifiques tels que Stra8 ou Dmcl (Koubova et al., 2006, Pittman et al., 1998).
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Sachant que l'apoptose peut étre induite dans les cellules germinales lorsqu’elles sont
dirigées vers un processus de différentiation erroné (MacLean et al., 2007, Suzuki and Saga,
2008), nous avons choisi d’étudier la différenciation des gonocytes méles apres traitement
au MEHP, a travers l'expression de marqueurs de différenciation. Nous avons mis en
évidence une augmentation de I'expression du géne Stra8 apres 24 heures de traitement au
MEHP.

Ceci nous a conduits & une étude plus poussée des marqueurs exprimés par les cellules
germinales males apres traitement chez la souris. Cependant, le MEHP induit une apoptose
drastique des gonocytes apres trois jours de traitement qui empéche leur étude a moyen
terme. Par conséquent, afin d’examiner I'évolution des cellules germinales sur plusieurs
jours, nous avons du contourner l'effet apoptotique induit par le MEHP. Pour cela, nous
avons utilisé un modele de souris invalidées pour la protéine Bax, principale protéine de la
voie d’apoptose intrinseque. De facon intéressante, nous avons observé une survie des

cellules germinales apreés traitement au MEHP.

Le principal r6le connu de Stra8 étant son implication dans l'initiation de la méiose, nous
avons recherché I'expression de marqueurs méiotiques dans les cellules germinales males
de testicules de souris Bax -/- traités au MEHP. Toutefois, aucun gonocyte ne semblait avoir

initié de processus meéiotique apreés trois jours de traitement au MEHP.

Parallelement a ces études sur le statut de différentiation des cellules germinales males,
nous avons également recherché la voie de signalisation activée par le MEHP dans le
testicule feetal de souris. Plusieurs études dans la littérature démontrent une activation des
récepteurs PPARs par le MEHP (Lapinskas et al., 2005, Hurst and Waxman, 2003). Nous
avons réalisé des cultures de testicule fcetal de souris de 12,5 jpc en présence d’un agoniste
du récepteur PPARa et en présence d'un agoniste de PPARy. Nous avons alors observé
gue ces deux agonistes entrainent les mémes phénotypes que le MEHP, une augmentation
du taux d’apoptose des cellules germinales, et une augmentation de I'expression du géne
Stra8.

Ainsi, nous démontrons dans cette étude que le MEHP induit dans les cellules germinales
une augmentation de I'expression du géne Stra8, pourtant spécifique de la différenciation
femelle a ce stade de développement. Et nous démontrons également que la voie de
signalisation des récepteurs PPARs est probablement la voie de signalisation impliquée

dans les effets du MEHP sur le testicule faetal de souris.
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Introduction

Concerns about the effects of endocrine disruptors (EDs), and especially phthalates, on the
reproductive system have been rising for several years. Phthalate esters belong to a class of
endocrine disrupting chemicals widely used as plasticizers in PVC plastics. Di-2-ethyl-hexyl
phthalate (DEHP) is the most used phthalate in the plastic industry (Latini et al., 2006). It can
be found in numerous products of common use, such as food containers, cosmetics, toys
and clothes. As phthalates are not covalently bound to the plastic, then can leach out from
the product and be absorbed by ingestion, inhalation or dermal contact (Heudorf et al., 2007,
Petersen and Breindahl, 2000, Page and Lacroix, 1995). Once ingested, DEHP can be
transformed by hepatic enzymes into different metabolites. Its main metabolite is the mono-

2-ethyl-hexyl phthalate (MEHP), recognized as an active endocrine toxicant (Fisher, 2004).

The toxic effects of phthalates have been widely described in several organs, such as the
liver, the brain, the thyroid and the reproductive system (Caldwell, 2012, Rusyn and Corton,
2012). Our study is focused on the testis, at fetal stage, a period of development particularly
sensible to endocrine disruptors. Numerous studies have been performed to determine the
effects of DEHP and MEHP on the testis and some of them described effects at fetal stage.
While an absence of effect has been demonstrated on the testosterone secretion of human
fetal testis (Lambrot et al., 2009), MEHP affects the testosterone secretion in the mouse and
rat at fetal stage (Chauvigne et al., 2009, Lehraiki et al., 2009). Moreover, MEHP alters the
gametogenesis in those three species. It has been reported that micromolar concentrations
of MEHP induce the apoptosis of fetal germ cells and alters their number in the mouse, rat
and human (Chauvigne et al., 2009, Lambrot et al., 2009, Lehraiki et al., 2009). Studies also
demonstrated that phthalate treatments induce the occurrence of abnormal multinuclear
germ cells in the mouse testis, although these cells may disappear later in the development

(Gaido et al., 2007, Lehraiki et al., 2009). Alteration of the germ cells development may lead
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to several pathologies at adult age, such as testicular cancer, oligospermia, azoospermia or

aneuploidy issues.

Interestingly, the MEHP effect on the apoptosis of fetal germ cells is specific of the male
gonad. In the female fetal gonad, the germ cell number and the apoptosis rate are not
affected even by a 100 pM MEHP treatment neither in the human ovary (Muczynski et al.,
2012b) nor in the mouse ovary (unpublished data). One of the main differences in the
development of male and female germ cells occurs in their differentiation at 12.5 days post-
coitum (dpc). Indeed, until 12.5 dpc, XX and XY germ cells are considered identical. They
proliferate actively and express markers of pluripotency such as Oct-3/4 and SSEA-1. Then,
in the testis, germ cells undergo a proliferation and apoptosis phase until 14.5 dpc, where
they become quiescent, and then proliferate again from 18.5 dpc to birth (Olaso and Habert,
2000). At the same stage, in the ovary, at 12,5 dpc, retinoic acid (RA) is secreted and germ
cells enter into meiosis (Koubova et al., 2006). RA induces the overexpression of the gene
Stra8 (stimulated by retinoic acid 8), which is considered as a marker of meiosis entry
(Menke et al., 2003). Moreover, it has been shown that Stra8 is necessary to induce the
expression of other markers of meiosis such as Dmc1 (dosage suppressor of mckl homolog)
or Sycp3 (synaptonemal complex protein 3) (Anderson et al., 2008, Baltus et al., 2006). In
experimental models, female primordial germ cells (PGCs) can be prevented from meiosis
entry when cultured with a RA inhibitor and continue to express markers of pluripotency such
as Oct-3/4 (Bowles et al., 2006, Koubova et al., 2006, Trautmann et al., 2008). Conversely,
in cultured male PGCs, RA treatment is able to induce Stra8 (Menke et al., 2003, Oulad-
Abdelghani et al., 1996), Sycp3 (Dobson et al., 1994) and Dmcl (Pittman et al., 1998)
expression. However, these modifications of the male germ cells differentiation induce their
apoptosis. Moreover, in mice invalidated for Nanos2 or Cyp26B1, which are two genes
preventing meiosis in the fetal testis, the germ cells express meiotic markers and then die by
apoptosis (Suzuki and Saga, 2008, MacLean et al., 2007). These data and the sex-specific

phenotype observed after MEHP treatment, led us to study the differentiation state of germ
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cells in the fetal testis. Our hypothesis is that in the fetal testis, MEHP may induce an
inappropriate differentiation of germ cells, leading them to an induced apoptosis. While the
apoptotic effect of MEHP on mouse fetal germ cells has already been demonstrated at 13.5
dpc (Lehraiki et al., 2009), we decided to perform our experiments at 12.5 dpc to study an
earlier phase, where germ cells are less engaged into their differentiation process and

potentially more sensible to alterations.

To understand the mechanisms involved in the phenotypes observed on the fetal testis after
MEHP treatment, we focused on the PPARs (peroxisome proliferating activated receptor)
pathway. Phthalates are known to have the ability to activate the PPARs, members of the
nuclear receptor superfamily. The PPAR family is composed of three members: PPARa
(NR1C1), PPARB/® (NR1C2) and PPARY (NR1C3). They are mostly involved in the lipid and
cholesterol metabolism, and in fatty acid synthesis (Berger et al., 2005). The role of PPARs
in the phthalate toxicity was first demonstrated in the liver. Phthalates induce an increase in
the proliferation and an inhibition of the apoptosis of hepatocytes, leading to hepatomegaly
and hepatocarcinoma (Rusyn et al., 2006). Several studies performed with plasmids
containing reporter genes for the different PPARs showed that phthalates can directly
activate the PPARs, and particularly PPARa and PPARYy (Lapinskas et al., 2005, Hurst and
Waxman, 2003). Although there can be differences of activation levels between species, a
study on a hepatocarcinoma cell line showed that PPARYy is equally activated at similar
concentrations of phthalates in mice and humans (Bility et al., 2004). Concerning the
implication of PPARs in the effects of phthalates on the reproduction, a study on mice
invalidated for PPARa showed that the uro-genital tract was less affected by DEHP treatment
in PPARa -/- mice than in wild-type (Ward et al., 1998). The invalidation of PPARy being
lethal at 10 dpc (Barak et al., 1999), no study of the effect of phthalates on this knock-out
model has been performed. In the rat fetal testis, DEHP or DiBP (di-isobutyl phthalate)
treatments between 7 and 21 dpc induced an increase in the PPARa gene expression and in

the PPARY protein expression in the Leydig cells (Boberg et al., 2008, Borch et al., 2006b).
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In another study, Ryu et al. demonstrate that the DEHP induces apoptosis in the rat testis via

PPARy and the Erk1/2 pathway (Ryu et al., 2007).

In this study, to understand the cause of the MEHP-induced apoptosis of germ cells, we
studied the differentiation state of male fetal germ cells after MEHP treatment. Then, using a
Bax -/- mice model to prevent the apoptosis in these cells, we examined the evolution of their
differentiation with a specific marker of meiosis. Finally, in order to identify the pathway
involved in the MEHP effects, we studied the phenotypes induced by specific PPARs

agonists on the fetal testis.

Material and Methods
(cf. Chapitre « Matériel et Méthodes » du manuscrit)
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Results

[11.D.1.Effect of MEHP on the apoptosis and the nu  mber of germ cells in
mouse

12.5 dpc testes were cultured in presence of 20uM of MEHP during 24h. An immunostaining
with the cleaved caspase-3 antibody (Fig. 1A) was then performed and the percentage of
cleaved caspase-3 positive germ cells was counted. The germ cell apoptosis rate was
significantly increased by MEHP to 6.22% versus 3.06% in the control (Fig. 1B). After culture
in presence of 20 uM of MEHP during 72h, we performed an immunostaining with a vasa
antibody to label gonocytes. While the global structure of seminiferous cords is conserved,
very few vasa positive cells remain (Fig. 2). Although a rigorous cell counting has not been

performed, the reduction in the number of germ cells is clearly visible after an MEHP

treatment during 72h.

Apoptotic germcells (%)

Control MEHP
Figure 1 : Effect of a 24 h MEHP treatment on the a  poptosis of male fetal germ cells in mouse

A: lllustration of a histological section of a 12.5 dpc fetal testis cultured during 24 h in presence of 20
UM MEHP. The tissue is labelled with an AMH antibody (purple) and a cleaved caspase-3 antibody
(brown). Black arrowhead: gonocyte. Blue arrowhead: apoptotic gonocyte. B: Percentage of apoptotic
germ cells in fetal testes cultured during 24 h in presence or absence of 20 uM MEHP. Values
represent the mean + SEM of 5 experiments. *, p<0.05 in the statistical comparison between MEHP-

treated and control testes using the Wilcoxon’s non-parametric paired test.
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Control MEHP

Figure 2 : Vasa immunostaining of fetal testes afte  r 72h of culture with MEHP

Histological section of 12.5 dpc testes cultured during 72h in presence or absence of 20uM MEHP.
Gonocytes are labelled with a vasa antibody (brown). Black arrowhead: gonocyte. White arrowhead:
Sertoli cell. Bar represents 8um.

111.D.2.Effect of MEHP on Stra8 expression
In order to verify the differentiation state of germ cells and their hypothetic progression

toward meiosis initiation, we measured the mRNA level of Stra8 expression, in 12.5 dpc
testes cultured in presence or absence of 20 p MEHP during 24 h. At the end of the culture,
RT-gPCR amplification was performed. MEHP increases the expression of Stra8 by 7.31 fold
(Fig. 3A).
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Figure 3 : Effect of MEHP on Stra8 expression

12.5 dpc testes were cultured during 24 h in presence or absence of 20 pM MEHP. At the end of the
cultured, RT-PCR amplification was performed. Values represent the mean £+ SEM of Stra8 mRNA
level compared to B-actin and expressed as the ratio of the control values from 5 experiments. *,
p<0.05 in the statistical comparison between MEHP-treated and control testes using the Wilcoxon’s
non-parametric paired test.

[11.D.3.Effect of MEHP on germ cells of BAX-/- mic_e
The increase in the Stra8 expression led us to study the progression of germ cells during

MEHP treatment. For this, we first had to investigate how to prevent them from entering into

an apoptotic process after MEHP treatment using a Bax -/- mice model.
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Wild-type and Bax -/- C57BL/6 mice testes were cultured with 20 uM MEHP or vehicle,
during 72h. An immunostaining of the tissue with an vasa antibody was then performed to
localize the germ cells. In wild-type, MEHP significantly reduces the number of germ cells
while in Bax -/- mice, germ cells survived (Fig. 4). The apoptosis induced by MEHP is
dependent of the Bax protein pathway.

WT+MEHP BAX-/- + MEHP

Figure 4 : Vasa immunostaining of fetal testes afte = r MEHP treatment in wild-type and Bax -/-

mice

Histological sections of 12.5 dpc fetal testes from wild-type or Bax -/- mice, cultured during 72 h in
presence of 20 uM MEHP. Gonocytes are labelled with a vasa antibody (brown). Black arrowhead:

gonocyte. White arrowhead: Sertoli cell. Bar represents 8um.

After the observation of the increased expression of Stra8 in the germ cells, the first
hypothesis was to look for a meiosis entry in the surviving germ cells. We performed an
immunostaining with a yH2AX antibody to label the double-strand break into the meiotic
germ cells. However, in the Bax -/- fetal testes treated with 20 uM MEHP during 72 h, we did
not find any germ cell labelled for yH2AX (Fig. 5A), compared with a positive control of 12.5
dpc fetal ovary cultured during 72 h (Fig. 5B). MEHP increases Stra8 gene expression in the

fetal testis without inducing meiosis.
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Figure 5: yH2AX immunostaining in fetal ovary and in Bax -/-f  etal testis after MEHP treatment

A: Histological section of a Bax -/- 12.5 dpc fetal testis after 72 h of culture in presence of 20 uM
MEHP. Immunostaining for yH2AX was performed. B: Histological section of a wild-type 12.5 dpc

ovary cultured during 72 h in control medium. Immunostaining for yH2AX was performed (brown).

[11.D.4.Effect of PPAR a and PPAR y agonists on the apoptosis of germ
cells

To investigate whether the effect of MEHP in the germ cells involves the PPARs, we cultured
the 12.5 dpc mice testes in presence of a PPARy agonist (GW1929) or a PPARa agonist
(GW7647). When the testis is cultured during 24h in presence of the PPARa agonist at 10
MM, the apoptosis rate is significantly increased from 6.2% to 16.09% (Fig. 6). When the
testis is cultured during 24h in presence of the PPARy agonist at 10 uM, the apoptosis is
significantly increased from 4.82% to 17.4% (Fig. 6). As MEHP, PPARs agonists are able to

induce a high level of apoptosis in the germ cells, and still maintain the global structure of
testis.
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Figure 6 : Effect of PPARs agonists on the apoptosi s of male fetal germ cells

12.5 dpc fetal testes were cultured during 24 h in presence of 10 uM PPARa agonist (GW7647), 10
UM PPARy agonist (GW1929) or in control medium. Values represent the mean + SEM of 5
experiments. *, p<0.05 in the statistical comparison between PPAR agonist-treated and control testes

using the Wilcoxon’s non-parametric paired test.
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[11.D.5.Effect of PPARSs aqgonists on Stra8 expressi ___on
To compare the effects of MEHP and those of PPARs agonists we studied the expression of

Stra8 after agonists treatment during 24 h in 12.5 dpc fetal testes. Treatment with the PPARa
agonist at 10 uM increases the stra8 gene expression by 5.78 fold (Fig. 7). The treatment of
the fetal testis with the PPARYy agonist at 10 uM increases the stra8 gene expression by
15.34% (Fig. 7).

As MEHP, PPARs agonists can induce the expression of Stra8 in the fetal testis.

Treatment of the fetal testis with PPAR agonists (10 uM) and MEHP (20 puM) simultaneously
did not significantly modify the effect on the Stra8 gene expression (Fig. 7), suggesting no
additive effect.
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PPAR alpha agonist 10 uM - + - + -
PPAR gamma agonist 10 uM - - + - +
MEHP 20 uM + - - + +

Figure 7: Effect of PPARs agonists on the mRNA expr  ession of Stra8

12.5 dpc testes were cultured during 24 h in presence or absence of 20 pM MEHP, 10 uM PPARa
agonist (GW7647), 10 pM PPARYy agonist (GW1929) or in control medium. At the end of the culture,
RT-PCR amplification was performed. Values represent the mean + SEM of Stra8 mRNA level
compared to B-actin and expressed as the ratio of the control values from 2 to 5 experiments. *,
p<0.05 in the statistical comparison between PPAR agonist(+MEHP)-treated and control testes using

the Wilcoxon’s non-parametric paired test.
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Discussion
The goal of this study was to improve the understanding of the apoptotic effect induced by

the MEHP on the fetal testis germ cells in mouse. We observed that the increased apoptosis
in germ cells comes with an increase in the expression of Stra8, marker of meiotic initiation.
Then, to investigate the germ cells fate, we observed the effect of MEHP on Bax -/- fetal
testes, to prevent the apoptotic effect of MEHP in germ cells. In treated Bax -/- mice, the
germ cells survived, however, they did not enter into meiosis after a 72 h culture. In parallel,
in order to identify the pathway triggered by MEHP on the germ cells, we performed fetal
testes cultures in presence of PPARs agonists and found out that they induce the same

phenotypes as MEHP, an increase in the apoptosis and the overexpression of Stra8.

MEHP induces Stra8 expression but not meiosis initiation

We first had to confirm that 20 uM MEHP induce an increase in the apoptosis rate of the
germ cells at 12.5 dpc, like in 13.5 dpc testes. This was confirmed by a cell counting of
cleaved-caspase 3 positive germ cells performed on fetal testes cultured with MEHP. After
24h of MEHP exposure, we observe a 2-fold increase of the percentage of apoptotic germ
cells, and after a 72 h treatment, the amount of germ cells was drastically reduced until most
seminiferous cords contained no germ cell at all, as previously seen in 13.5 dpc testes
(Lehraiki et al., 2009). In normal condition, at 12.5 dpc, the seminiferous cords have just
been formed. The germ cells, surrounded by Sertoli cells, are in a proliferative and apoptotic
phase. At 13.5 dpc, they initiate their mitotic arrest, to be completely quiescent at 15.5 dpc
(Olaso and Habert, 2000). Gonocytes progressively lose the expression of markers of
pluripotency like SSEA-1 and Oct3/4 (Kudo et al., 2004, Gomperts et al., 1994), and gain the
expression of markers such as p63y, member of the p53 family (Petre-Lazar et al., 2007) or
5-methylcytosine (5-mc), marker of DNA hypermethylation (Coffigny et al., 1999). In the
ovary, at the same stage, germ cells enter into meiosis. At 12.5 dpc, Stra8 is induced and
allows meiosis initiation (Anderson et al., 2008). Afterwards, the germ cells express other

meiosis specific genes such as Sycp3, Dmc1l, or Spoll, responsible for the formation of the
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synaptonemal complex, homologous recombination and double-strand breaks, respectively
(Anderson et al., 2008, Baltus et al., 2006, Chuma and Nakatsuji, 2001). As described
before, the MEHP induced germ cells apoptosis in the fetal testis, but not in the fetal ovary
(unpublished data). At 12.5 dpc, the sex difference lies mainly in the meiosis entry, therefore,
in male fetal germ cells after MEHP treatment, we investigated the level of expression of
Stra8, which is increased before meiosis entry in physiological condition (Menke et al., 2003).
MEHP increased Stra8 expression by 7.31 fold. This result may be associated with the
apoptosis triggered in the germ cells. Indeed, in a 13.5 dpc testis cultured in the presence of
RA, the factor inducing Stra8 expression, the apoptosis rate of germ cells is massively
increased (Trautmann et al., 2008). This can be related to an inappropriate differentiation
state. Indeed, in the same model, RA induced a delay in the extinction of the marker of
pluripotency SSEA-1 and in the expression of the quiescence marker 5-mc (Trautmann et al.,
2008). Germ cells apoptosis is often associated to a default of male differentiation. Moreover,
in mice invalidated for specific markers of male germ cells, such as Nanos2 or Cyp26B1 the
germ cells differentiate in an inappropriate context and die by a Bax dependant apoptosis,

thus involving the intrinsic pathway (MacLean et al., 2007, Suzuki and Saga, 2008).

Further studies had to be performed to characterize the differentiation state of the gonocytes
after MEHP treatment. However, as MEHP induces a high rate of apoptosis in the germ cells
after 72 h, it was not possible to examine the effect of MEHP on the progress of these cells.
In order to prevent the germ cells to go into apoptosis, we decided to work with a Bax knock-
out mouse strain. The apoptotic pathway triggered by MEHP in the fetal testis was not
known. Several previous results in our lab showed that the Fas and FasL expression were
not modified at the transcriptional level. Moreover, we did not see any change in the
expression of caspase-8 which is responsible for the extrinsic apoptotic pathway induced by
Fas (data not shown). Thus, the Bax protein involved in the intrinsic apoptotic pathway
seemed to be an interesting hypothesis to investigate. MEHP was described as increasing

the mRNA Bax expression and reducing the expression of Bcl-2 in several models such as
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the human monocyte leukemia U937 cell line (Yokoyama et al., 2003) or the mouse ovarian
antral follicles (Wang et al., 2012). Interestingly, we observed that in Bax -/- fetal testes, the
germ cells survive after a 20 uM MEHP treatment during 72 h, unlike the wild-type. By
preventing the MEHP-induced apoptosis of germ cells, this model allowed us to perform

further studies on the effect of MEHP on the development of the germ cells.

Stra8 is believed to regulate the meiotic initiation in the testis and the ovary, under the
stimulation of the RA (Anderson et al., 2008). Although the fact that Stra8 and RA are
physiologically involved in the fetal meiosis initiation is subject to debate (Mark et al., 2008),
it is nonetheless proven that the meiotic initiation is preceded by an increase in the
expression of Stra8. Therefore, we investigated the meiotic status of the germ cells after a 72
h MEHP treatment in the Bax -/- fetal testes. For this, we performed an immunostaining for y-
H2AX, marker of double-strand breaks that appear during the first meiotic division. We
observed no y-H2AX staining in the surviving germ cells after MEHP treatment. Stra8 is
overexpressed without inducing meiosis. Either Stra8 is not sufficient to trigger meiosis, or
there is another parameter preventing the testis to enter meiosis. In an in vitro model of fetal
ovary cultured with a nearby fetal testis, it was shown that a diffusible factor coming from the
testis was able to prevent the meiosis in the ovary germ cells (Guerquin et al., 2010). This
diffusible substance, called meiosis inhibiting factor is potentially expressed as soon as 12.5
dpc, when the somatic cells are developed. As described before, the fate of germ cells can
be reversed only at earlier stages of development (Adams and McLaren, 2002, Bowles et al.,
2006). Indeed, RA can induce a meiosis entry on XY gonads but only when treated at a
sexually undifferentiated state (Bowles et al., 2006, Ohta et al., 2012, Trautmann et al.,
2008). In order to know if MEHP can induce the meiosis of germ cells, testes should be
treated earlier in their development, at 11.5 dpc, when the cells are undifferentiated, and the
testis does not secrete its meiosis inhibiting factor. Thus, increasing the Stra8 expression at

a sexually undifferentiated state, MEHP might induce meiosis in male fetal germ cells.
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Stra8 is not related only to the meiosis initiation. Few data are available on the roles of this
protein but in a recent study, Stra8 was found to promote the susceptibility to germ cells
teratoma in the mouse. The percentage of mice developing a teratoma was decreased from
8% in the wild-type and heterozygous to 1% in Stra8 -/- mice (Heaney et al., 2012). In normal
condition, at 12.5 dpc, SSEA-1 and other markers of pluripotency are highly expressed in
gonocytes, and their expression decreases during the following days (Gomperts et al., 1994,
Kudo et al., 2004). However, in the same study, the pattern of expression of genes of
pluripotency was also associated with cancer susceptibility. Mice with a higher expression of
markers of pluripotent germ cells, like Nanog or Ngn3 (neurogenin 3), presented a higher
susceptibility to teratoma (Heaney et al., 2012). As MEHP is already associated with an
increase in the proliferation of germ cells (Lehraiki et al., 2009), a delay in their differentiation
could make a more solid link to a potential cancerization. Exposure to Di-(n-butyl) phthalate
delays the differentiation of germ cells in the rat testis. DnBP is able to maintain the
expression of the marker of pluripotency Oct-4 and to maintain the proliferation of the germ
cells (Ferrara et al., 2006). To extend the amount of data on the differentiation status of
gonocytes, these markers of pluripotency or differentiation should be researched in germ

cells treated with MEHP.

Involvement of the PPARSs pathway

Obviously, the role of Stra8 is mainly linked to RA and its specific receptors, known as RARs
(retinoic acid receptors). Our new data on the effect of MEHP on the expression of Stra8 led
us to investigate the RARs pathway. Our first data on RAR invalidated mice suggested that
the RARa pathway was not involved on the MEHP treatment (data not shown). We focused
our study on another pathway, the PPARSs, given that MEHP is known to activate the PPARs
(Hurst and Waxman, 2003). First, we observed that PPARa and PPARy agonists induce an
increase in the apoptosis rate of fetal germ cells. The PPARs pathway is related to apoptotic
induction in several models, and particularly in cancer cells (Elrod and Sun, 2008, Yang and

Frucht, 2001) and in the testis (Ryu et al., 2007). The absence of additive effect of PPAR

136



agonists and MEHP suggests that they do not act via different pathway. We also observed
that PPARa can significantly stimulate the expression of PPARy in our model. Our
hypothesis is that whether we use a PPARa or a PPARYy agonist, the pathway activated is
the PPARy pathway. To validate this hypothesis, further studies disrupting the PPARy
pathway should be performed. We first tried to study the effects of a simultaneous treatment
with MEHP and a PPARy antagonist (GW9662), but the question of its specificity was raised
when no antagonist effect was found. We decided to use a model of mice invalidated for
PPARy. The PPARYy invalidation being lethal at 10 dpc, due to placental communication
defaults (Barak et al., 1999), we are developing a model of conditional knock-out system. We
will then be able to study the effect of MEHP on fetal germ cells of mice lacking the PPARy

receptor.

Conclusion

This study provides new insights on the effects of MEHP on the fetal germ cells. The
upregulation of the Stra8 gene expression could be linked to developmental modifications
induced in gonocytes. In parallel, we set the basis for a study of the involvement of the

PPARs pathway. Further studies on knock-out mouse models should be performed.
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Mon travail de these s’articule autour de I'étude de l'effet du BPA et du MEHP sur le
développement du testicule foetal. Ces deux plastifiants sont considérés comme des
perturbateurs endocriniens et sont pourtant trés répandus dans les produits de
consommation courante. Ce travail avait deux objectifs: i) étudier les effets de doses
environnementales de BPA sur le testicule feetal humain et comparer ces effets a ceux
observés dans les modeles rongeurs classiquement utilisés dans les études de reprotoxicité
ii) comprendre les mécanismes impliqués dans les effets du MEHP sur le testicule foetal

murin.

L’étude des effets de doses environnementales de BPA sur le testicule foetal humain a
permis la publication d’'un article ayant une portée importante en santé publique. En effet, le
premier atout de notre publication est l'utilisation de doses environnementales de BPA dans
un modeéle de culture de testicule feetal humain. Nous avons démontré que le BPA diminue
significativement le taux de sécrétion de testostérone et I'expression de 'INSL-3 durant le
premier trimestre de la grossesse, chez 'Homme, a des doses similaires a celles retrouvées
dans les fluides biologiques. De plus, cet article permet de soulever la question des résultats
apportés par les études expérimentales réalisées chez I'animal et leur extrapolation a
’'Homme. Notre étude a été réalisée sur des explants testiculaires cultivés exactement dans
les mémes conditions grace au systeme de culture organotypique, dans trois especes
différentes, le rat, la souris et 'Homme. Nous avons démontré que le testicule foetal humain
posséde une sensibilité plus importante que les testicules de rongeurs. Enfin, notre article
pose les bases pour une étude des mécanismes d’action et des récepteurs impliqués dans
les effets du BPA. Grace a l'analyse des effets du DES, perturbateur endocrinien dont les
récepteurs cibles sont connus, nous avons pu émettre I'hypothése d'un effet du BPA
indépendant des récepteurs classiques des cestrogénes. Cette hypothése a d'ailleurs été

confirmée dans un modele de souris invalidée pour ces récepteurs.

La deuxieme partie de ce travail de thése a pu étre réalisée grace a plusieurs études
menées précédemment dans notre laboratoire sur les effets délétéres du MEHP. Plusieurs
études ont montré I'effet pro-apoptotique du MEHP sur les gonocytes du testicule foetal chez
'’Homme, la souris et le rat. Nous souhaitons dorénavant étudier les causes de cette
apoptose en réalisant une étude expérimentale chez la souris, sous deux aspects différents.
Premierement, nous avons démontré que le traitement au MEHP induit la surexpression de
Stra8 dans le testicule foetal. Le géne Stra8 étant associé a linitiation de la méiose,
'apoptose des cellules germinales males pourrait étre due a un défaut de différenciation des
cellules induit par le MEHP. En paralléle, nous étudions la voie de signalisation activée par le
MEHP afin d’induire I'apoptose des cellules germinales. L'activation des récepteurs PPARSs,

connus pour étre impliqués dans la réponse au MEHP constitue notre hypothése la plus
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solide. Nous avons par ailleurs observé que les agonistes de PPARa et de PPARYy ont la
capacité d’induire l'apoptose des cellules germinales, et également d’induire une
augmentation de I'expression du gene Stra8. Ces expérimentations font I'objet d’un article en

cours d’écriture.

|. Effets du BPA sur le testicule foetal.

|.A. Culture organotypique et différences inter-esp eces

Les études de toxicologie chez I'Homme sont principalement limitées aux études
épidémiologiques tentant d’établir des liens entre I'apparition de pathologies et I'exposition
préalable a un perturbateur endocrinien. Les modéles animaux sont et resteront des
modeéles pertinents pour I'étude des perturbateurs endocriniens et de leurs mécanismes
d’'action. lls permettent, dans les limites des conditions d’'éthique, de réaliser des
expérimentations dans les conditions d’exposition souhaitées. Le modéle animal permet in
vivo, de travailler a une dose donnée, avec une période d'exposition donnée, au niveau de
différents tissus. Cependant, il restera toujours un biais évident, quant a I'extrapolation des
données animales a une exposition humaine. Ce biais est en parti contourné par les cultures
in vitro de lignées de cellules humaines. Ce modele permet d'étudier les effets directs des
perturbateurs sur un type cellulaire donné. Il est intéressant d'utiliser ce genre de modele
lorsqu’on connait le degré de toxicité du perturbateur. Ce modele permet alors d’étudier au
niveau moléculaire les interactions modifiées par le perturbateur. En revanche, ce modele ne
permet pas non plus d’extrapoler sur I'effet physiologique observé in vivo sur ces mémes
cellules, au sein du tissu. Nos études sont réalisées sur un autre modeéle in vitro, la culture
organotypique. Ce systeme nous permet de cultiver des explants pendant plusieurs jours,
tout en conservant la structure interne du tissu prélevé (Lambrot et al., 2006b, Livera et al.,
2006). Il est ainsi possible d’étudier I'effet de perturbateurs sur les tissus dans un contexte
ou les interactions cellulaires sont conservées. Cependant, ce modele possede aussi ses
limites, bien que I'étude d'un tissu permette une analyse plus étendue que I'étude d’une
lignée cellulaire, nous sommes encore loin de I'effet observé dans un organisme entier. De
plus, ce modéle restreint la période d’exposition & un temps de culture limité. La durée
maximale de culture que nous avons réalisée pour le testicule feetal humain est de quinze
jours, mais méme si les structures sont bien conservées, au-dela, la perte de cellules

germinales devient trop importante.
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Gréace a ce modéle de culture, et a la collaboration que nous avons établie depuis plusieurs
années avec le service de gynécologie-obstétrique de I'HOpital Antoine Béclere, nous
pouvons cultiver des explants testiculaires de foetus issus d’IVG, donc récupérés au cours du
premier trimestre de la grossesse. Ainsi, en réalisant des explantations de testicule fcetal de
la méme facon chez les rongeurs, nous avons la possibilité d'effectuer une étude
comparative stricte, de I'effet du BPA sur le testicule foetal dans trois especes. La période
choisie (ler trimestre chez 'Homme, 12.5 jpc chez la souris et 14.5 jpc chez le rat)
correspond a la fenétre de masculinisation décrite comme étant particulierement sensible
aux perturbateurs endocriniens (Welsh et al., 2008). Le tissu ayant étant prélevé a une
période de développement similaire chez le rat, la souris et 'Homme, ceci nous a permis de
conclure quant a la sensibilité au BPA. In vitro, la stéroidogenese fcetale humaine est
affectée par des concentrations de BPA plus faibles que la stéroidogenese foetale des
rongeurs. Cette différence de sensibilité entre la souris et 'THomme a déja été décrite par
notre équipe lors d’'une étude sur les effets du cadmium. En effet le testicule feetal humain
est plus sensible a I'effet délétere du cadmium sur les cellules germinales que le testicule
foetal murin (Angenard et al., 2010). En dehors de cette différence de sensibilité entre les
trois espéces étudiées, il est important de noter que de facon plus générale, des différences
de réponse aux perturbateurs endocriniens ont également été observées entre especes.
Ainsi, in vitro, le MEHP exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion de testostérone chez le rat
(Chauvigne et al., 2009) alors qu’il est sans effet chez 'Homme (Lambrot et al., 2009).
D’autre part chez la souris, l'effet peut étre nul, positif ou négatif en fonction de I'dge des
foetus a I'explantation et des conditions de culture (Lehraiki et al., 2009). De méme, nous
avons montré que le DES exerce un effet négatif sur la stéroidogenése foetale chez la souris
et le rat alors qu'il est sans effet chez 'lHomme (N'tumba-byn et al, 2012). In vivo, de telles
différences de réponse sont également fréquemment rencontrées lors d’expositions in utero
avec le BPA. En effet le BPA est connu pour exercer a I'age adulte un effet négatif sur la
sécrétion de testostérone et le nombre de spermatozoides (Salian et al., 2009b), alors que
chez la souris, aucun effet n’est observé sur la stéroidogenése (Okada and Kai, 2008). Enfin,
il est également remarquable que dans la méme espéce, des résultats différents peuvent

étre observés en fonction des souches utilisées.

Ces données se révelent importantes pour les agences de sécurité sanitaires. En absence
d’étude chez I'humain, les agences doivent déterminer les NOAEL et DJA en se basant sur
les études expérimentales animales. Aujourd’hui, grace a des modeles tels que la culture
organotypique, les résultats obtenus devraient permettre d'affiner les données sur les

concentrations nocives pour I'Homme, et d’établir des NOAEL et DJA plus adaptées.
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I.B. Un effet a doses environnementales

De nombreuses études épidémiologiques ont été réalisées afin de tenter d’établir des
corrélations entre I'exposition des populations humaines au BPA et I'apparition de différentes
pathologies, notamment les pathologies liees au développement de la fonction de
reproduction. Ce grand nombre d’étude donne pourtant lieu a des controverses quant aux
concentrations de BPA retrouvées dans les fluides biologiques. Il est important de
différencier les taux de BPA libre des taux de BPA sous forme conjuguée. Le BPA libre étant
la forme biologiquement active capable de lier les différents récepteurs, la plupart des études
récentes s'attachent a distinguer les différentes formes de BPA. Le BPA libre serait présent a
des concentrations sanguines comprises entre 2 et 40.10°M (Vandenberg et al., 2010).
Cependant, une autre étude décrit que les concentrations de BPA libre, qui ne représenterait
que 0,2 a 1,2% du BPA total dans I'organisme, seraient de l'ordre de 10°M dans le plasma
(Teeguarden et al., 2011). Cette étude remet en cause les précédentes sur les méthodes de
dosage. Cependant, quelque soit la dose relevée dans les fluides biologiques, peu de
conclusions ont pu étre tirées quant au lien avec d’éventuelles pathologies. Il est en effet
difficile d’établir un lien entre un toxique & faible demi-vie dans I'organisme, et I'apparition
d’une pathologie précise. Le BPA est rapidement éliminé par I'organisme, c’est I'exposition
chronique a laquelle nous sommes soumis dans notre mode de vie qui permet au BPA
d'exercer ses effets toxiques. Néanmoins, la période foetale étant une période
particulierement sensible aux perturbateurs endocriniens, les données sur les concentrations
de BPA libre relevées dans le sang de femmes enceintes (1,7.10°M) (Vandenberg et al.,
2010) ou dans le sang de cordon ombilical (4,9.10°M) (Fenichel et al., 2012) sont d’une

profonde importance.

Ainsi, notre étude démontre qu'a des concentrations proches des concentrations
environnementales auxquelles est exposé un foetus, le BPA exerce un effet délétere sur la
sécrétion de testostérone et sur I'expression de I'Insl-3, en période faetale. Il est important de
noter que les concentrations utilisées dans notre modéle de culture ont été vérifiees. En
effet, dans la mesure ou la culture repose sur l'utilisation de boites de culture et d’inserts
composés de plastique, nous avons fait doser par l'intermédiaire de I'équipe Toxalim de
Toulouse, les concentrations de BPA présentes dans nos milieux de culture. L'absence de
BPA dans nos milieux témoins (< & la limite de sensibilité du dosage : 4.10°M), nous a
permis de vérifier le non « relargage » du BPA a partir des plastiques de culture. De méme,
nous avons également vérifié que nous retrouvions bien en fin de culture les concentrations

de BPA correspondant aux concentrations a tester choisies (N'tumba-byn et al., 2012).
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Nos résultats peuvent avoir un impact conséquent en santé publigue. Nous sommes
exposeés de facon chronique & une dose nocive de BPA pouvant entrainer des défauts de
masculinisation et des pathologies liées au syndrome de dysgénésie testiculaire. Il est
important de noter que les études épidémiologiques apportant des données concernant une
corrélation entre I'exposition foetale au BPA et les caracteres de masculinisation tels que la
cryptorchidie ou la distance ano-génitale sont contradictoires, certaines concluent qu’une
corrélation existe (Miao et al., 2011), d’autres non (Fenichel et al., 2012). Toutefois, le
principe de précaution devrait étre appliqué et les populations a risque comme les femmes
enceintes et les jeunes enfants devraient étre protégées de cette exposition, méme a faible

dose.

|.C. Mécanismes d’action

Enfin, pour compléter cette étude, il est particulierement pertinent de déterminer par quel
mécanisme d’action le BPA opeéere ses effets déléteres. Il est capable de se lier aux
récepteurs nucléaires des cestrogenes (ERa, ERB ) mais avec une faible affinité, 10 000 fois
inférieure a celle de 'cestradiol (Kuiper et al., 1998). En comparant les effets du BPA a ceux
du DES, perturbateur cestrogénique dont on connait les mécanismes d’action via le
récepteur classique des cestrogénes ERa (Delbés et al., 2005), nous avons pu mettre en
évidence des pistes d'étude des mécanismes d’action mis en jeu. Le DES induit une
diminution de sécrétion de testostérone dans le testicule feetal chez la souris, le rat mais pas
chez 'Homme. Ceci nous a permis de poser I'hypothése selon laquelle le BPA et le DES
agissent par deux voies de signalisation différentes. Nous avons confirmé cette théorie en
démontrant dans une lignée de souris invalidées pour le récepteur ERa (Delbés et al., 2005)
gue le BPA posséde toujours un effet sur la sécrétion de testostérone. La piste de ce
récepteur classique des cestrogenes étant exclue, nous orientons nos recherches vers les
récepteurs non classiques des cestrogenes GPR30 et ERRYy, également capables de lier le
BPA (Okada et al., 2008, Takayanagi et al., 2006, Thomas and Dong, 2006). Ces
récepteurs, présents dans le testicule foetal chez 'Homme et chez la souris (données
personnelles) doivent faire I'objet d’études approfondies sur leur implication éventuelle dans
les effets du BPA.

La compréhension du mécanisme d’action du BPA permettrait d’anticiper les effets éventuels
des substituts. En effet, I'interdiction de Il'utilisation du BPA dans les produits destinés aux
nourrissons et dans les contenants alimentaires a été votée récemment en France, et depuis
plusieurs années dans d’autres pays. Les industriels doivent donc utiliser des substituts, qui

leur permettent de conserver les propriétés plastiques du BPA. Parmi les substituts déja
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utilisés dans l'industrie afin de remplacer le BPA, on compte le bisphénol S, le bisphénol F,
le bisphénol A diglycidyl ether (BADGE) ou encore I'lrganox. Cependant, nous ne possédons
pour le moment que peu de recul quant a la toxicité de ces produits. On sait déja que le BPS
possede la capacité de se lier aux récepteurs des cestrogénes (Grignard et al., 2012),
comme le BPA et le DES. Il sera important par la suite de mesurer son degré de toxicité,
ainsi que celui des autres substituts. D’'une fagon plus générale, la compréhension des
mécanismes d’action du BPA devrait nous permettre de définir des signatures moléculaires

communes a d’autres perturbateurs endocriniens.

[l. Effets du MEHP sur le testicule fcetal

Les effets des phtalates et notamment du MEHP sont assez largement décrits dans la
littérature. Par ailleurs plusieurs études menées, pour certaines, dans notre laboratoire ont
démontré que le MEHP posséde un fort effet pro-apoptotique sur les cellules germinales du
testicule feetal, & la fois chez le rat (Chauvigne et al., 2009), la souris (Lehraiki et al., 2009) et
chez 'Homme (Lambrot et al., 2009). Chez la souris, aprés trois jours de culture, le MEHP a
la dose de 20 uM induit une perte quasi-totale des gonocytes. Le but de notre étude a été de
mieux caractériser les mécanismes d’action des phtalates entrainant I'apoptose des cellules

germinales dans le testicule foetal de souris.

I.A. Stra8 et différenciation

L'une des particularités de I'effet apoptotique du MEHP sur les cellules germinales est son
caractére spécifique au testicule. En effet, dans I'ovaire, le MEHP n’induit pas I'apoptose des
gonocytes feetaux chez I'lhumain (Muczynski et al., 2012b), ni chez la souris (données non
publiées). Partant de ce constat, nous avons dirigé nos recherches sur les évenements
cellulaires spécifiques de la gonade male par rapport a la gonade femelle et sur les génes
différentiellement exprimés entre le male et la femelle a 12,5 jpc. Il est bien connu que dans
l'ovaire, les cellules germinales entrent en méiose pendant la vie foetale sous l'effet de
lacide rétinoique (Koubova et al.,, 2006). En revanche, le testicule exprime des
« répresseurs » de méiose comme Cyp26b1l, qui dégrade I'acide rétinoique (Koubova et al.,
2006, MacLean et al., 2007) et Nanos2, qui inhibe I'action de I'acide rétinoique (Suzuki and
Saga, 2008). Ces facteurs empéchent donc I'entrée des gonocytes en meéiose qui entrent
alors en quiescence. D’autre part, plusieurs études ont montré que des testicules foetaux
cultivés en présence d’acide rétinoique expriment certains génes de méiose comme Stra8 et

Dmcl qui ne sont normalement spécifiqguement exprimés que dans l'ovaire a cet age
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(Koubova et al., 2006, Trautmann et al., 2008, Zhou et al., 2008a). On observe également
'expression anormale de genes de méiose dans des testicules feetaux (13,5 jpc) de souris
invalidées pour Cyp26bl (MacLean et al., 2007) ou Nanos2 (Suzuki and Saga, 2008). Dans
tous ces cas les gonocytes meurent par apoptose, comme dans le cas d’'une exposition au
MEHP. Ces observations nous ont amené a émettre I'hypothése selon laquelle le MEHP
pourrait exercer son effet apoptotique en induisant une méiose erronée dans le testicule par
interaction avec la voie de l'acide rétinoique. Ainsi, 'augmentation de Stra8 nous a tout
d’abord conduit & I'étude des récepteurs spécifiques de l'acide rétinoique, les RARs.
Toutefois, des travaux préliminaires ayant été réalisés au laboratoire sur des souris
invalidées pour le récepteur RARa montrent que les effets du MEHP n’impliquent pas le

récepteur RARa (données non publiées).

Nous avons mis en évidence une augmentation du niveau d’expression du gene Stra8 dans
le testicule feetal de souris de 12,5 jpc cultivé en présence de MEHP. Stra8 est considéré
comme le géne initiateur de la méiose dans les cellules germinales. En effet, les facteurs
déclenchant le processus méiotique ne sont pas parfaitement connus, cependant, de
nombreuses données indiquent que le géne Stra8, sous l'influence de la sécrétion d’acide
rétinoique serait I'un des facteurs indispensables a l'initiation de la méiose. Ce processus,
qui permet le développement des cellules germinales en gametes fonctionnelles débute
pendant la vie fcetale chez la femelle et a la puberté chez le méle. L'augmentation de
I'expression du gene Stra8 chez le méle en période feetale, due au MEHP, nous a amenés a

analyser I'état de développement des cellules germinales apres traitement.

Pour cela, nous avons cherché a contourner I'effet apoptotique du MEHP, afin de pouvoir
étudier le développement des cellules germinales apres plusieurs jours de traitement. Les
données bibliographiques nous ont dirigés vers la voie intrinseque de l'apoptose et la
protéine Bax (Wang et al., 2012, Yokoyama et al., 2003). Nous avons donc étudié I'effet du
MEHP sur le développement du testicule faetal de souris invalidées pour le géne Bax. Apres
72 h de traitement au MEHP, les cellules germinales de testicules foetaux Bax -/- survivent,
contrairement aux cellules germinales des souris sauvages, ce qui met en évidence
l'implication de la voie d’apoptose intrinséque. Ces résultats nous ont donc permis d’'une part
d'apporter de nouveaux €léments quant a la voie de signalisation de I'apoptose impliquée
dans les effets du MEHP, et d’autre part, ce modéle nous a permis par la suite d’étudier la

progression des cellules germinales apres 72 h de traitement au MEHP.

Notre premiere investigation s’est concentrée sur le déclenchement de la méiose dans les
cellules germinales foetales. En utilisant un marqueur spécifique des cassures doubles-brin

apparaissant en début de division meéiotique, nous avons recherché les gonocytes entrées
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en méiose en réponse a l'augmentation de Stra8. Cependant, aucune cellule germinale
foetale n'est entrée en méiose aprés traitement au MEHP, malgré l'augmentation de
I'expression de Stra8. Ce résultat suggere que soit Stra8 n’est pas le seul facteur permettant
'entrée en méiose, soit il existe d’'autres facteurs capables d’'inhiber I'entrée en méiose dans
le testicule feetal. Des études ont montré qu’effectivement, Stra8 nécessite la présence
d’'autres génes tels que Dazl afin d'initier la méiose dans le testicule (Lin et al., 2008b).
D’autre part, la notion de facteur inhibiteur de méiose sécrété par le testicule feetal a

également été démontrée (Trautmann et al., 2008).

Stra8 ne semble donc pas impligué uniguement dans les processus meéiotiques et leur
initiation. Le rble de cette protéine est trés peu décrit dans la littérature, néanmoins, une
étude récente a mis en évidence son implication dans la susceptibilité au cancer (Heaney et
al., 2012). En effet, dans une lignée de souris invalidées pour le géne Stra8, le pourcentage
de souris atteintes de tératomes testiculaires est réduit par rapport aux souris sauvages.
Dans cette méme étude, I'état de différenciation des cellules germinales a été observé, et
I'expression élevée de génes de pluripotence est corrélée a une plus forte susceptibilité a la
formation de tératomes. Ceci nous a amenés a étudier également I'état de différenciation
des cellules germinales apres traitement au MEHP. Cependant, I'expression de SSEA-1,

marqueur de pluripotence des gonocytes n’est pas modifiée par le traitement au MEHP.

Afin de conclure quant aux causes de I'induction de I'apoptose dans les cellules germinales
et le réle de la surexpression de Stra8 dans ces cellules, de nouvelles études doivent étre
menées. Notamment il serait intéressant d’étudier I'expression d’autres marqueurs de

pluripotence et de différenciation dont I'expression a pu étre modifiée par le MEHP.

I1.B. Implication de la voie des PPARs

Afin de comprendre les mécanismes d’action mis en jeu, il est également fondamental de
connaitre les récepteurs impliqués dans les effets du MEHP. Les récepteurs de la famille des
PPARs, impliqués principalement dans le métabolisme lipidique, la synthese des acides gras
et du cholestérol, sont les cibles des phtalates les plus décrites (Hurst and Waxman, 2003).
Nous avons donc recherché l'implication de ces récepteurs dans les effets du MEHP dans
notre modeéle. Apres traitement des testicules foetaux en présence des agonistes de PPARa
(Brown et al., 2001) ou de PPARy (Lehmann et al., 1995), nous avons observé une
augmentation du taux d’apoptose des gonocytes, comme avec le MEHP. Les effets pro-
apoptotiques de [l'activation de la voie des PPARs ont été décrits dans plusieurs études,
particulierement dans les cellules cancéreuses (Elrod and Sun, 2008, Yang and Frucht,

2001) et également dans le testicule (Ryu et al., 2007). En plus, de l'effet pro-apoptotique,
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nous observons également une augmentation de I'expression de Stra8 apres traitement avec
les agonistes des PPARs. Ceci renforce I'idée d’une action du MEHP via ces récepteurs. Par
ailleurs, en traitant les testicules foetaux de souris simultanément avec le MEHP et 'un des
agoniste des PPARs, nous n'observons pas d’effet additif. Ce résultat suggere 'activation

d’une seule et méme voie de signalisation.

L'hypothese de l'activation de la voie des PPARs par le MEHP doit étre confirmée en
étudiant les effets du MEHP aprés blocage de cette voie. Nous avons réalisé des études
préliminaires de cultures de testicule foetal de souris en présence de MEHP et d'un
antagoniste des PPARs, cependant, nous n’avons observé aucun effet de I'antagoniste. La
question de la spécificité de I'antagoniste étant posée, nous avons décidé d’opter pour un
modeéle de souris transgéniques. L'invalidation de PPARy étant létale a 10 jpc (Barak et al.,
1999), nous développons un modéle d’invalidation conditionnelle, sous contrdle d’'une Cre
inductible par le tamoxifen (le géne floxé de PPARYy est sous le contrdle d’'une Cre inductible
apres injection de tamoxifen). Ceci nous permettra de muter le géne PPARYy juste avant le
traitement au MEHP et ainsi d’étudier ses effets en absence de PPARYy. Les souris sont
actuellement au laboratoire et les croisements effectués afin d’obtenir les différents
génotypes souhaités (PPARYo/ PPARY;. ; Cre+/Cre- et PPARYso/ PPARY;o ; Cre+/Cre+ )
sont en cours de réalisation. Malheureusement, le temps nécessaire a I'obtention des
différents génotypes ne nous a pas permis d'obtenir de résultats dans le temps imparti pour

ma these.

Enfin, si ces résultats s’averent concluant, nous tenterons de mettre en évidence une
éventuelle liaison directe de PPARy dans la région promotrice du géne Stra8 en mesurant,
en présence de MEHP ou de 'agoniste de PPARYy, l'activité luciférase dans une construction

plasmidique contenant le promoteur de Stra8.

L’ensemble de nos résultats montre de potentiels effets délétéres des deux plastifiants les
plus produits et auxquels nous sommes le plus exposés. Le fait de combiner des études de
reprotoxicité et de recherche des mécanismes d’action devrait nous permettre de progresser

a la fois dans le domaine de la recherche fondamentale et également en santé publique.
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Cet article est une étude des effets cellulaires du MEHP sur le testicule feetal humain.
L’article est également focalisé sur les modifications des voies de métabolisation des lipides
dans le testicule feetal. J'ai participé aux expérimentations ainsi qu’'a I'analyse des résultats
concernant les modifications d’expression de génes. Cependant, pour plus de clarté, jai

choisi de ne pas développer cette étude dans mon manuscrit.
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Abstract

Background: Phthalates have been shown to have reprotoxic effects in rodents and human during fetal life. Previous
studies indicate that some members of the nuclear receptor (NR) superfamilly potentially mediate phthalate effects. This
study aimed to assess if expression of these nuclear receptors are modulated in the response to MEHP exposure on the
human fetal gonads in vitro.

Methodology/Principal Findings: Testes and ovaries from 7 to 12 gestational weeks human fetuses were exposed to
10~*M MEHP for 72 h in vitro. Transcriptional level of NRs and of downstream genes was then investigated using TLDA
(TagMan Low Density Array) and gPCR approaches. To determine whether somatic or germ cells of the testis are involved in
the response to MEHP exposure, we developed a highly efficient cytometric germ cell sorting approach. In vitro exposure of
fetal testes and ovaries to MEHP up-regulated the expression of LXRx, SREBP members and of downstream genes involved in
the lipid and cholesterol synthesis in the whole gonad. In sorted testicular cells, this effect is only observable in somatic cells
but not in the gonocytes. Moreover, the germ cell loss induced by MEHP exposure, that we previously described, is
restricted to the male gonad as oogonia density is not affected in vitro.

Conclusions/Significance: We evidenced for the first time that phthalate increases the levels of mRNA for LXRo, and SREBP
members potentially deregulating lipids/cholesterol synthesis in human fetal gonads. Interestingly, this novel effect is
observable in both male and female whereas the germ cell apoptosis is restricted to the male gonad. Furthermore, we
presented here a novel and potentially very useful flow cytometric cell sorting method to analyse molecular changes in
germ cells versus somatic cells.
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Introduction The toxic effects of phthalates on the development of the
reproductive organs/functions have been widely described in
rodent species. In the rat, i utero exposure (by force-feeding
pregnant rats) to various phthalate ester subtypes has deleterious

Phthalic esters are compounds widely used as plasticizers. About
3 million tons of phthalic esters per year are produced world-wide

and they can be found in many everyday products, such as PVCs, effects on testosterone production associated with abnormal
plastic bags, food packaging, cosmetics, industrial paints as well as aggregation of fetal Leydig cells [7,8,9,10,11,12]. These data have
blood transfusion packs [1,2,3]. Due to the non-covalent nature of been confirmed also by using the in zitro method of organotypic
their link with plastics, phthalates can easily leach from these culture of rat fetal gonads [13]. However, in the mouse, the effect
products and, consequently, be ingested [4]. This is particularly of MEHP on testosterone secretion/production varies depending
worrying in pregnant women, since phthalates can reach the fetus. on the experimental conditions and the age of the testis explants

Indeed? the average lev ‘3‘1 of I\/IOIHO‘EthYlHCXYl Phthalate (NTEHP% [14]. Conversely, in the marmoset (Callithrix jacchus) no effects were
the main active metabolite of Di-EthylHexyl Phthalate (DEHP), in observed following i vivo exposure to phthalates [15]. We have

cord blood is about 2x107° M [5,6] with maximal concentrations previously demonstrated that 72 h exposure to MEHP of the
up to 1077 M [5]. human fetal testis in culture has no effect on testosterone
production or Leydig cell aggregation, but induces rapid germ
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A TaqMan Low Density Array of whole testis extracts
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Figure 1. MEHP exposure affects the expression of nuclear receptors in human fetal testes and ovaries. Testes and ovaries from 7 to 12
week-old human fetuses were cultured with or without 104 M MEHP for 3 days and then mRNAs were isolated from whole gonad. (A), NRs
superfamily TLDA plates were run with whole testis samples. Results were normalized to actin f or HMBS expression and the 3 differentially expressed
NRs are shown as fold changes relative to the control values. Histograms represent the mean * standard error of the results using 4 independent
fetal testis cultures. (B), Transcriptional level of PPARy, LXRo. and NR4AT was analyzed by real-time gPCR in fetal ovaries. Results were normalized to
Actin [ expression and are shown as fold changes relative to control values. Histograms represent the mean * SEM of 4 different ovaries from
different fetuses (as indicated in the respective column). *p<<0.05, **p<<0.01 in paired t-tests recommended when comparing few samples.
doi:10.1371/journal.pone.0048266.9g001
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cell loss in a dose-dependent (107" M and 107> M) manner
[16,17]. In the same way, steroidogenesis is not affected by DBP
exposure in human fetal testis xenograft model [18]. If the
deleterious effect of phthalates on fetal Leydig cells seems to be
restricted to the rat, the disruption of germ cell development
during fetal life has been reported not only in human [16,17] but
also in rat and mouse fetal testes both m vive [19,20,21,22] and n
vitro [13,14,23,24].

Novel MEHP Effect in Human Fetal Gonads via LXRa

Beyond their well-described reprotoxic effects, phthalates are
also suspected to interact with different members of the Nuclear
Receptor (NR) superfamilly or to act via their pathways by
modulating expression of some nuclear receptors and their targets
in various organ models. Recent studies have demonstrated that
CAR (Constitutive Androstane Receptor) and its target genes are
activated following DEHP exposure in mice and human hepato-
cytes [25]. Transcription of Pregnane X receptor (PXR) target
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Figure 2. In human fetal gonads, exposure to MEHP significantly increases the mRNA expression of LXRo downstream genes
involved in the cholesterol and lipid pathways. Ovaries and testes from 7 to 12 week/old human fetuses were cultured with or without 10™* M
MEHP for three days. mRNAs were isolated from whole gonads and the transcriptional level of LXRa downstream genes was analyzed by real-time
qPCR in testes (A) and ovaries (B). Results were normalized to Actin f§ expression and are shown as fold changes relative to control values. Histograms
represent the mean *= SEM of 4 to 8 different ovaries/testes from different fetuses (as indicated in the respective column). *p<<0.05, **p<<0.01,

***p<0.001 in paired t-tests recommended when comparing few samples.

doi:10.1371/journal.pone.0048266.9002
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genes is also up-regulated upon MEHP exposure in a human
hepatocarcinoma cell line [26]. Peroxysome-Proliferator Activated
Receptor (PPAR) activation has been widely linked to the adverse
effects of exposure to phthalates in adult mice [27]. Ward and
collaborators reported that genetic ablation of PPARa suppresses
the hepatotoxic effect of DEHP in adult mice [28]. Moreover,
models of i vitro transactivation assay demonstrated that MEHP is
able to activate human and rodent PPARa and PPARY isoforms
[29]. However, in PPARa knock-out mice, the deleterious effects
of DEHP exposure on male genitalia were only partially blocked,
suggesting that some toxicological effects of phthalate esters may
be mediated also by other NRs [26,28]. In the rat or mouse fetal
and neonatal testes, the expression of different NRs is also
modulated in response to @ viwo phthalate exposure. Indeed, for
PPARy, both mRNA and protein expression are down-regulated
[30,31]. Transcriptomic analyses also reported that NGFIB
(NR4Al) and NORI (NR4A3), two orphan members of the NR
superfamily, are up-regulated following phthalate exposure
[21,32,33]. Furthermore, species-differences have been described.
For instance, DEHP exposure induces PPARa target genes in
mice and rats, but not in marmosets [34]. Similarly, PPARa-
humanized mice have a different phenotypic response to DEHP
treatment compared to wild type mice [35]. It is therefore essential
to identify which NRs and downstream signaling pathways are
modulated following exposure to phthalates in human fetal
gonads.

In this study, we analyzed the transcriptional regulation of the
different members of the NR superfamily and their downstream
pathways in human male and female fetal gonads following
exposure to MEHP in organotypic cultures. Since we previously
showed that fetal germ cells are particularly affected by MEHP
exposure in the human male gonad [16], we also developed a
highly efficient cytometric cell sorting approach to determine in
which cell population of the testis (somatic or germ cells) MEHP
acts.

A

Novel MEHP Effect in Human Fetal Gonads via LXRa

Materials and Methods

Ethic Statement

This study was approved by the Antoine Béclere Hospital Ethics
Committee as well as the French Agence de Biomedecine under
the reference number PFS12-002. All women gave their written
consent on a signed document stipulating that a scientific program
will be carried out on their fetus.

Recovery of Human Fetal Gonads

Human fetal gonads were obtained from pregnant women
referred to the Department of Obstetrics and Gynecology at the
Antoine Béclere Hospital, Clamart (France) for legally induced
abortion in the first trimester of pregnancy (i.e. from the 7™ until
the 12™ week post conception) as previously described [36,37]. We
found gonads within the abortive material in approximately 50%
to 60% of cases.

Organ Cultures

Human fetal gonads were cultured on Millicel-CM Biopore
membranes (pore size 0.4 pm, Millipore, Billerica, MA) as
previously described [16,37]. The culture medium was phenol
red-free Dulbecco modified Eagle medium/Ham F12 (1:1)
(Gibco, Grand Island, NY) supplemented with 80 pug/mL
gentamicin (Sigma, St. Louis, MO). Each human gonad (ovary
or testis) was cut into small pieces and three pieces from the
same gonad were placed on a membrane floating on 320 uL of
culture medium in tissue culture dishes and cultured at 37°Cl in
a humidified atmosphere containing 95% air and 5% CO2
[16,38]. The response to MEHP (TCI Europe; Antwerp,
Belgium) was investigated by comparing explants from the
same gonad cultured 4 days with the 3 last days in medium
containing the solvent (DMSO, 1:4000, control) or MEHP
(107* M). This dose was selected as we previously demonstrated
that it produces strong deleterious effects without inducing
toxicity in the testis [16]. Culture medium was changed every
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Figure 3. /n vitro exposure to MEHP does not affect the number or apoptosis rate of germ cells in human fetal ovaries. Ovaries from 7
to 12 week/old human embryos were cultured with or without 10~* M MEHP for three days. At the end of the culture period, they were fixed with
Bouin’s solution and stained with hematoxylin and eosin. Oogonia density (number of germ cells per mm? tissue) was measured based on the
morphological analysis (A) and germ cell apoptosis rate (B) based on the expression of cleaved Caspase-3 (brown) (C). Histograms represent the mean
+ SEM of four different ovaries from different fetuses (as indicated in the columns). Arrowheads indicate oogonia and arrows cleaved Caspase- 3

positive oogonia. Bar, 15 pm.
doi:10.1371/journal.pone.0048266.9003
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Figure 4. Isolation of M2A-positive and -negative cells from human fetal testes by flow cytometric cell sorting. Histological
immunofluorescent staining for M2A (green) and AMH (red) in human fetal testis (A). M2A staining in living dissociated testicular cells (B). DNA was
stained with DAPI (blue color in (A) and (B)). Cell sorting profiles of M2A fluorescence in fetal testicular cells incubated with isotype control (C) or anti-
M2A antibody (D). The green square (D) represents the cell fraction sorted as M2A-positive. mRNA expression of different cell type markers in M2A-
positive and -negative cell fractions (E). AMH and StAR are markers of Sertoli and Leydig cells, respectively, while VASA and M2A characterize the germ
cell population. Actin # was used as control. White arrow indicates M2A positive cell, white arrowhead indicates AMH positive cell.
doi:10.1371/journal.pone.0048266.9004

24 h. At the end of the culture period, all explants from the addition, some fetal ovary explants were fixed in Bouin’s
same gonad were placed in RLT buffer for RNA isolation with solution for 1 hour, dehydrated and embedded in paraffin.
Qiagen kits or in collagenase/DNAse solution for cell sorting. In
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Figure 5. mRNA expression of PPARy, LXRx and NR4A1 as well as of LXRo downstream genes in sorted germinal and somatic cells
from fetal testes. Human fetal testes were treated, or not, with 10~* M MEHP for 3 days in organotypic cultures. Testes were then dissociated and
the M2A-positive and -negative cell fractions were sorted. The relative mRNA expression of PPARy, LXRo and NR4AT1 (A) as well as of LXRa downstream
genes involved in cholesterol and lipid synthesis (B) was quantified in the M2A-positive and -negative cell populations by real-time qPCR. Results
were normalized to actin f expression and are shown as fold changes relative to controls. The black columns represent M2A-positive cells and the
grey columns the M2A-negative cells. The histograms are the mean = SEM of 4 to 8 different testis from different fetuses (as indicated in the

respective column). *p<<0.05, **p<<0.01 in paired t-tests as recommended when comparing few samples.

doi:10.1371/journal.pone.0048266.9005

Fetal Germ Cell Sorting

Testicular cell dissociation. At the end of the culture
period, all the explants from the same testis were pooled and
placed in PBS supplemented with 1% collagenase and 10%
DNase. Cells were enzymatically dissociated under gentle shaking
at 37.5°C for 5 min followed by repeated pipetting. Cells were
then centrifuged (1200 rpm for 7 min) to remove the dissociation
solution and resuspended in blocking solution (PBS/5% BSA) for
20 min.

M2A staining. Dissociated cells were centrifuged to discard
the supernatant and incubated with a mouse anti-human M2A
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monoclonal antibody (1:200 Ab77854, Abcam) at room temper-
ature for 40 min. After three washes in PBS, cells were incubated
with an Alexa-488 coupled rabbit anti-mouse antiserum (1:500,
Invitrogen) for 20 min, then briefly washed and suspended in PBS
with 2% BSA for cell sorting.

Cell sorting. Sorting was performed using a BD-Influx
biohazard system (BD Biosciences; San Jose, CA; USA). 2.5 ng/ml
Propidium lodide (Sigma-Aldrich) was added to each sample to
exclude dead cells. Alexa-488 fluorescence was excited at 488 nm
(200 mW) and fluorescent signals collected through a 520/40
bandpass filter. Two populations were identified and sorted: an

™
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Figure 6. Quantification of lipid vesicle in dispersed testis cells following 72 h of 10°* M MEHP exposure. Human fetal testes were
treated, or not, with 10~* M MEHP for 3 days in organotypic cultures. Testes were then dissociated and Qil Red O (Red, arrows) and M2A (Brown,
arrowheads) staining were performed (A). In the somatic cells, quantification of lipid vesicle number per nuclei and average vesicle area was
performed using Image J software (B). Control are set to 100% and treated are expressed in percentage of the control. The histograms are the mean
+ SEM of 3 independent experiments from different fetuses (as indicated in the respective column). NS = Not Significant, **p<<0.01 in paired t-tests

as recommended when comparing few samples.
doi:10.1371/journal.pone.0048266.9006

M2A-negative fraction (i.e., testicular somatic cells) and an M2A-
positive fraction (germ cells). Cells were sorted directly in RLT
buffer for RNA extraction and expression analyses.

Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)

Total RNA was extracted using either the RNeasy Mini Kit
(Qiagen) (ovary and testis explants) or the RNeasy Micro Kit
(sorted testicular cells), both containing a DNase I digestion step to
avoid genomic DNA contamination. RNAs were quantified using
a NanoDrop ND-100 spectrophotometer (Labetch, France). Each
sample was then reverse transcribed by using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Courtabeuf,
France). qPCR was carried out as previously described [16] using
a 7900HT Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems).
Each sample was run in duplicate and negative controls (without
samples) were run for each primer combination. Every gene of
interest was first standardized to the reference gene, and then the
treated condition was represented in relative expression of the
control. Primers are listed in Table S1.

TagMan Low Density Array (TLDA)

TLDA plates (Applied Biosystems) designed for assessing the
expression of the 48 known human NRs and 16 housekeeping
genes were used. The geNorm software was used to determine the
most appropriate control genes for our experimental conditions
[39]. HydroxyMethylBilane Synthase (HAMBS) and Actin beta
(Aetin ) were found to be the two more stable genes after MEHP
treatment. For these experiments, 500 ng RNA were required for
reverse transcription with the High Capacity ¢cDNA Reverse
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Transcription kit. The experiment was then performed according
to manufacturer’s instructions using the 7900HT Fast Real-Time
PCR system (Applied Biosystems). Each sample was run in
triplicate.

Histological Analyses

Female germ cell counting. Scrial gonad sections were
deparaffinized, rehydrated and stained with hematoxylin and
eosin to count oogonia. The germ cell density was calculated by
dividing the germ cell number by the area of the counted section
as previously described [40]. All counts and measurements were
carried out blind to the treatment and using the Histolab analysis
software (Microvision Instruments, Evry, France).

Immunohistochemical analysis of cleaved Caspase-3
expression. Because caspase-3 is involved in most apoptotic
pathways [41], we used its immuno- detection to quantify the rate
of apoptosis. The primary anti-Cleaved Caspase-3 Asp 175
antibody (1:100, Cell Signaling, Beverly, MA) was detected using
biotinylated goat anti-rabbit secondary antibodies in 5% Normal
Goat Serum (NGS) and the avidin-biotin-peroxidase complex
(Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Peroxidase activity was visualized using 3,3’-diaminobenzidine
(DAB) as substrate. For all immunohistochemical staining,
negative controls were done by omitting the primary antibody.

Oil Red O Staining

At the end of the culture, testicular cells were dispersed as
described (section Fetal germ cell sorting/ Testicular cell dissociation).
Dispersed cells were then resuspended in DMEM in 8 wells
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Figure 7. Working model of LXRa transcriptional up-regulation induced by MEHP exposure and effects on downstream genes
involved in cholesterol/lipid synthesis. First, exposure to MEHP up-regulates LXRo expression. Increased LXRa: activity then stimulates the mRNA
expression of SREBP1c and SREBP2 that positively regulate, respectively, the transcriptional level of lipid and cholesterol synthesis enzymes, therefore
potentially leading to an increase in cholesterol and lipid synthesis in cells. Adapted from [59].

doi:10.1371/journal.pone.0048266.9007

Labteck culture plates (Nunc, Denmark) and placed at 37°C for room temperature. Cells were further stained using classical Oil
5 h. The cells were fixed with 4% formaldehyde during 10 min at Red O staining protocol, which shows the presence of triglyceride
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deposits. M2A immunological staining was performed as previ-
ously described (section Fetal germ cell sorting/MZ24  staining) to
visualize germ cells. Lipid vesicle number per nuclei and average
area in the somatic cells were quantified using Image ] software
(Freeware under the general public license) with the particle
detection plug-in.

Statistical Analysis

All values are expressed as mean = SEM. For all analyses, the
significance of the differences between paired values of treated and
untreated gonads was evaluated using the paired t-test as
recommended for small-size samples.

Results

MEHP Modulates the mRNA Level of Members of the
Nuclear Receptor Superfamily in Human Fetal Male and
Female Gonads

To determine whether members of the nuclear receptor (NR)
superfamily are transcriptionally modulated by phthalates in
human fetal testis, we analyzed the mRNA expression of the 48
known human NRs using TLDA plates and mRNA from gonads
cultured in control condition (DMSO) and after exposure to
MEHP. In control condition, 41 of the 48 NRs where detected in
each first trimester human fetal testis sample (Table S2).

Following in vitro exposure to 10~ M MEHP for three days,
changes in mRNA levels were found only for PPARy (NR1C3),
NGFIB (NR4A1) and LXRo (NR1H3) (Figure 1A) and all the other
38 detected RNs were not modified (Table S2). The mRNA level
of PPARy and NGFIB was significantly reduced by 30% and 20%
respectively, whereas LXRo showed a 30% increase (Figure 1A).

To test if this transcriptional modulation is specific to the male
gonad, we assessed whether LXRo, PPARy and NGFIB mRNA
levels could also be affected by MEHP exposure in the human fetal
ovary. Similarly to what observed in the testis, LYRx mRNA level
was increased by 40% in treated ovaries in comparison to control
samples (Figure 1B). Conversely, the transcriptional level of PPARy
and NGFIB in ovaries was not modified by MEHP exposure
(Figure 1B).

MEHP Exposure Modulates Downstream Genes of LXRa
Both in Male and Female Gonads

As LXRa is the only NRs modulated similarly in fetal testis and
ovary, we choose to analyze effect of MEHP on its downstream
genes. LXRol is mainly a regulator of lipid and cholesterol
homeostasis, we then investigated the effect of MEHP exposure on
the expression of different transcription factors and enzymes
involved in these two pathways using a qPCR approach. After a
72h of 10°*M MEHP exposure, genes involved in lipid
metabolism, such as Sterol Regulatory Element-Binding Protein
Ic (SREBPIc), which regulates the fatty acid pathways, and the
downstream enzymes Stearoyl-CoA Desaturase 1 (SCDI) and
Fatty-Acid Synthase (FASN) were up-regulated in human fetal
testis (Figure 2A). Similarly, the expression of genes involved in
cholesterol synthesis, such as Sterol Regulatory Element-Binding
Protein 2 (SREBP?), 3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl-CoA Reductase
(HMGCR) and Squalene Epoxydase (SQLE), was increased by 1.4,
1.3 and 1.7 times respectively compared to the control (Figure 2A).
Similar findings were observed as soon as 24 h of exposure (Data
not shown).

In the same way, fetal ovaries presented an increased mRNA
level of SERBPI¢ and SREBP2 and of the downstreamm enzymes
SCD1, FASN, HMGCR and SQLE (by 1.2 to 2.2 times in
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comparison to controls) after 72 h of 10~* M MEHP exposure
(Figure 2B).

MEHP does not Affect Ovarian Germ Cell Development
during the First Trimester of Pregnancy

We observed similar MEHP effects on transcriptional regulation
of LXRa and downstream genes in both human fetal testis and
ovary. As in the male gonad, MEHP exposure induces germ cell
apoptosis leading to strong germ cell loss [16], we exposed fetal
ovary explants to 10~* M MEHP for three days and then assessed
oogonia apoptosis. This exposure did not modify either the
oogonia density (number of germ cells per mm? of tissue)
(Figure 3A) or the rate of female germ cell apoptosis (4%) as
determined by counting the number of cleaved Caspase 3 positive
germ cells (Figure 3 B and C).

Use of M2A Staining in Cytometric Cell Sorting is a New
Method to Isolate Human Gonocytes

As in the human testis, germ loss is a well-described effect of
MEHP, we decided to identify which testicular cells are concerned
by LXRo and downstream genes up-regulation. In this purpose, we
developed a novel flow cytometric cell sorting approach based on
the staining of M2A, a trans-membrane antigen that is expressed
in 90 to 95% of germ cells during the first trimester of pregnancy
[42].

First, using an immunohistological approach, we observed that
M2A staining (green) was exclusively localized in the gonocytes
characterized as large seminiferous cells that do not express anti-
Miillerian hormone (AMH: a marker of Sertoli cells, in red),
(Figure 4A). Dissociated testicular cells showed a population of
large cells that were strongly M2A positive (green) with essentially
no background staining in other cells (Figure 4B).

Secondly, the bivariate histogram of the Alexa-488 fluorescence
(M2A) versus the side scatter (SSC) showed that the M2A-positive
fraction was well separated from the M2A-negative population
and therefore both populations were easily retrievable by cell
sorting (Figures 4C and 4D). The purity of both populations was
confirmed using RT-qPCR. Indeed, the M2A-positive fraction
expressed only germ cell markers (M24 and VASA), whereas the
M2A-negative fraction expressed exclusively Sertoli cell (AMH)
and Leydig cell (Steroidogenic Acute Regulatory protein, St4R)
markers (Figure 4E). This demonstrates that the M2A-positive and
-negative cell populations are almost pure and that gonocytes are
exclusively found in the M2A-positive fraction.

MEHP Modulates NRs Expression and LXRa Downstream
Genes in Sorted Testicular Cells

M2A-positive and -negative populations were sorted from
human fetal testes that had been exposed or not to 107" M
MEHP for three days and the mRNA expression of the three NRs
was analyzed in both fractions (Figure 5A). PPARy was detected
only in M2A-positive cells and was not statistically modified in
comparison to untreated controls. NGFIB expression was down-
regulated in M2A-positive cells (—30% in comparison to untreated
controls) and a trend to diminution was observed in M2A-negative
cells. LXRo expression was significantly up-regulated following
MEHP exposure in M2A-negative cells (45% increase), and
unchanged in M2A-positive cells (Figure 5A).

As LXRu transcriptional up-regulation was restricted to somatic
cells, we investigated whether i vitro exposure to MEHP affected
the lipid and cholesterol synthesis pathways only in M2A-negative
cells. Indeed, the six genes we found to be up-regulated in whole
testes (Figure 2A) showed a 2- to 3-times significant increase only
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in M2A- negative cells, whereas in M2A-positive cells their
expression was comparable to that of untreated controls
(Figure 5B).

Physiological Consequences of MEHP Exposure on Lipids
Synthesis in the Testicular Somatic Cells

To test if the transcriptional regulation observed after MEHP
exposure really affects lipid synthesis in the testicular somatic cells,
we performed analyses of lipid vesicle number per nuclei and
average area after MEHP exposure (10~ * M) during 72 h. Briefly,
human testicular cells were dispersed and Oil Red O staining was
performed to reveal the lipidic vesicles. Since MEHP effect on
lipidic pathway was observed only in somatic cells, M2A
immunological staining was performed to identify and exclude
germ cells. Appearance of the lipidic vesicles is presented in
figure 6A. The treatment with 107" M MEHP significantly
increases the average vesicle area in the somatic cells without
modifying the number of vesicle per nuclei (Figure 6B).

Discussion

The main purpose of this work was to broaden our knowledge
regarding novel effects of phthalates exposure on human fetal
gonads during pregnancy. Several studies have highlighted the
potential involvement of different NR in the mediation of
phthalate effects.

To realize this study, we set up a new protocol to sort for the
first time human male fetal germ cells by a cytometric approach.
This sorting strategy, using M2A antigen expressed in 90 to 95%
of the germ cell population during the first trimester of pregnancy,
will allow studies of human fetal male germ cells, a very important
issue as the gonocytes are the precursors of the adult germ stem
cells and are supposed to be the cells whom testicular cancer arise
[43].

In order to determine to what extent NRs are involved in the
testis response to phthalate exposure, we analyzed, using TLDA
plates, the effect of a 3-day i vitro MEHP treatment on the mRNA
expression of the 48 known NRs in human fetal testes. In basal
conditions, Chicken Ovalbumin Upstream Promoter-Transcrip-
tion Factor II (COUP-TFII), a NR that is mainly expressed in
Leydig cells and is involved in testosterone synthesis in mouse fetal
testes [44], showed the highest expression. This result is not
surprising as we used first-trimester human fetal testes, in which
the production of testosterone and the number of Leydig cells rise
to their maximum [45]. Interestingly, the Orphan Nuclear
Receptor Small Heterodimer Partner (NROBZ2) that in mouse
neonatal testis mediates the deleterious effects of DES, a well-
known endocrine disruptor [46], was not detectable in human fetal
testes (Table S2).

PPARy expression was significantly decreased in whole testes
and we determined that its expression is restricted to the germ cell
in male. Therefore, the observed decrease in PPARy mRNA
probably reflects the loss of gonocytes induced by MEHP exposure
in the cultured human testis [16]. Concerning the decrease in
NGFIB mRNA expression, transcriptomic analyses performed in
rodent fetal testes have revealed that i vivo exposure to different
phthalates increases the mRNA expression of NGFIB and NORI,
[21,32,33]. On the contrary we observed here a decrease in the
human fetal testis and in fetal germ cells, exhibiting here a new
specificity of the human species.

We also demonstrated here that LYRx mRNA was up-regulated
both in male and female fetal gonads. This is the first
demonstration that LXRx mRNA expression is modulated by
phthalate exposure. Indeed, LXRa was never incriminated in the
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literature whatever the species or the tissues analyzed. Particularly,
the global transcriptomic analyses performed using rat or mouse
fetal testes after exposure to phthalates [21,33] failed to identify
LXRo among the differentially expressed genes.

We then show that the cholesterol and lipid synthesis pathways,
known to be regulated by LXRo through SREBP members
[47,48] are also up-regulated in response to MEHP exposure in
male human fetal gonads. Moreover, the increased expression of
the lipid/cholesterol pathways is correlated to an increase in the
total amount of lipids produced in the somatic cell of the human
testis. This result fits with the well-known control of the LXR
receptors over the lipid homeostasis. Indeed, in the literature,
effects of phthalates modulating metabolic processes and partic-
ularly cholesterol and lipid synthesis have already been described.
In utero DEHP exposure alters post-natal liver development in mice
causing significant increased hepatosteatosis [49]. In the same
way, it has already been reported that in adipocytes differentiated
i vitro MEHP exposure increases the triglyceride contents [50].

A recent study described a decrease in the expression of
SREBP2 and downstream genes in fetal rat testis following in utero
exposure to phthalates, resulting in reduced cholesterol level in
whole testes [51]. The authors linked this result to the well-known
cffect of phthalates on testosterone production. Conversely, in our
model of human fetal testis culture, such a link between cholesterol
synthesis and testosterone secretion is not so obvious, as
testosterone production was never modified by MEHP treatment
[16]. This might reflect species-specific effects, as, in the same
study, Johnson and collaborators reported that i utero exposure to
phthalates in mice increased the expression of SREBP? and
downstream genes without changes in testosterone production
[51].

Despite this classical role, LXRs are also known to be involved
in various physiological processes such as: glucose homeostasis,
immunity and steroidogenesis [52]. LXR is also described to act in
both female and male reproductive tissues [53,54]. In mice testis
lacking LXRa, it has been evidenced a higher accumulation of the
proapoptotic transcripts Bad and TNF-a associated with a higher
number of apoptotic cells [55]. In the same way, LXR-deficient
mice present abnormal epididymal features [53]. Lastly, LXRa
controls the proliferation versus apoptosis balance in prostate
cancer cells [53]. In the female side, LXRo modulates steroids
synthesis in mice ovaries. In placenta, LXRa is known to regulate
cholesterol transport and trophoblastic invasion [54]. It will be
essential to further investigate if these LXR-related processes are
altered in our model of human fetal gonads.

LXRo expression was increased in treated fetal ovaries. This not
only demonstrates that human fetal ovary is sensitive to phthalate
exposure, but also highlights a similar response to MEHP
treatment in male and female human fetal gonads. On the other
hand, the germ cells loss exclusively restricted to the male side
suggests that some (but not all) phthalate effects are sex-specific
[16]. This correlate with previous data demonstrating that human
male and female germ cells can respond differently to external
stress signals [56]. In the same way, i utero DEHP exposure in rat
showed opposite effects on aldosterone levels in male and female at
adulthood [57]. It could be interesting to analyze whether MEHP
can have other effects on female gonads. A recent study shows that
female adult mice treated with phthalate during their embryonic
life have an elevated estradiol level and altered mRNA expression
was found for the steroidogenic genes Luteinizing Hormone/
Choriogonadotropin Receptor (LHCGR), aromatase (CYP1941),
and St4R [58].

We evidenced that the lipid/cholesterol pathways is altered
specifically in the somatic cell population of the human testes and
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that germ cells loss is also exclusively restricted to the fetal testis. So
far, we cannot conclude to an interaction between this altered
lipid/ cholesterol pathway in somatic cells and the germ cell loss we
previously evidenced [16,17]. However, as somatic cells are known
to impact germ cells proliferation and apoptosis, such a relation
cannot be excluded and further investigation using LXRo
antagonist or gene silencing technology will be required.

To conclude, this work evidences for the first time a novel effect
of phthalate exposure involving up-regulation of LXRo and SREBP
members mRNA that control both cholesterol and lipid synthesis
(Figure 7). Thanks to our new cell sorting approach, we
demonstrated that this effect is restricted to the somatic cells in
the testis. Moreover, this up-regulation is observable in both
human male and female fetal gonads in our i vitro culture system.
However, these results do not establish which relevant physiolog-
ical consequences this novel phthalate effect may trigger in the
developing gonads.

Supporting Information

Table S1 List of the different TagMan and SYBR
primers used in gPCR along this study.
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Dexamethasone Induces Germ Cell Apoptosis in the
Human Fetal Ovary
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Context: The 21-hydroxylase deficiency is the most common cause of congenital adrenal hyper-
plasia. Pregnant women presenting a risk of genetic transmission may be treated with synthetic
glucocorticoids such as dexamethasone (DEX) to prevent female fetus virilization.

Objective: The aim of this study was to assess the potential deleterious effects of DEX exposure on
fetal ovarian development.

Settings: Human fetal ovaries, ranging from 8-11 weeks after fertilization, were harvested from
material available after legally induced abortions. They were cultured in the absence or presence
of DEX (2, 10, or 50 um) over 14 d, and histological analyses were performed.

Results: The glucocorticoid receptor NR3C1 was present and the signaling pathway active in the
fetal ovary as demonstrated by the expression of NR3C1 target genes, such as PLZF and FKBP5, in
response to DEX exposure. DEX decreased germ cell density at the 10 and 50 um doses. Exposure
to DEX, even at the highest dose, did not change oogonial proliferation as monitored by 5-bromo-
2’-deoxyuridine incorporation and significantly increased the apoptotic rate, detected with
cleaved caspase 3 staining. Interestingly, the expression of the prosurvival gene KIT was signifi-
cantly decreased in the presence of DEX during the course of the culture.

Conclusion: We have demonstrated for the first time that in vitro exposure to high doses of DEX
impairs human fetal oogenesis through an increase in apoptosis. These data are of high impor-
tance, and additional epidemiological studies are required to investigate the female fertility of
those women who have been exposed to DEX during fetal life. (J Clin Endocrinol Metab 97:
E1890-E1897, 2012)

rug exposure during pregnancy may have an impacton  inevitably require the use of drugs during pregnancy. This is
D the future of adult fertility, as widely described by al-  the case for the administration of glucocorticoids (GC).
terations in reproductive functions after exposure to dieth- GC are involved in the final maturation of fetal organ
ylstilbestrol (1). Although the benefit/risk balance is usually ~ systems and modulate inflammatory and immune re-
assessed before starting a treatment, some pathologies will ~ sponses (2). The biological response of GC is mediated
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through the nuclear GC receptor [nuclear receptor subfamily
3, group C, member 1 (NR3C1) (3). Approximately 7% of
pregnant women in Europe and North America are treated
with dexamethasone (DEX) to promote lung maturation in
fetuses at risk of preterm delivery and to prevent respiratory
distress syndrome (4). Maternal DEX administration is fre-
quently used in congenital adrenal hyperplasia like 21-hy-
droxylase deficiency (21-OHD). This group of genetic dis-
orders leads to impaired enzyme function required for
cortisol production, which exposes the fetus to elevated pre-
cursors and androgens. However, the efficiency of DEX
treatment to prevent virilization of female fetuses is contro-
versial. The classic form of 21-OHD can be of salt-wasting or
simple-virilizing type. Epidemiological data analyses have
demonstrated an overall incidence of this form of one in
15,000 live births (5), and about 75% of patients have the
salt-wasting phenotype. Nonclassical 21-OHD is much
more common than the classical form, with an ethnic-specific
prevalence and an incidence as high as one in 27 in Ashkenazi
Jews (6) and is associated with hyperandrogenemia. Prenatal
treatment of 21-OHD with DEX has now been used since
1978 in France and 1986 in the United States (7). It has to be
started before 9 wk post fertilization (wpf), before the onset
of adrenal androgen secretion, at the dose of 20 ug/kg-d up
to the delivery, to prevent virilization of female fetuses (8).
Dexamethasone is used because of a long half-life of elimi-
nation and a minimal binding to maternal blood proteins,
and unlike maternal endogenous GC, it escapes inactivation
by the placental 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 2.

Oogenesis is initiated during fetal life, and the devel-
opment of the ovary determines, in part, future adult fer-
tility. In the fetal human ovary, oogonia initially display a
high mitotic activity (9) until around 12 wpf when the first
signs of meiosis initiation are apparent (10, 11). Although
increasing numbers of germ cells initiate meiosis, a pool of
oogonia carry on proliferating until at least 16-20 wpf. At
around 20 wpf, some dictated oocytes become enclosed
into primordial follicles. In humans, the loss of oocytes is
particularly extensive; around 70% of the 7 X 10° potential
oocytes in a 14-wk-old fetus are already lost by birth, and
more than 95% are lost at the beginning of puberty (12). This
massive, constitutive germ cell death depends on the genetic
machinery of apoptosis (13). Because the ovary contains a
fixed number of nongrowing follicles at birth, the balance
between apoptosis and proliferation during fetal ovarian de-
velopment represents a major phenomenon in establishing
maximal potential adult fecundity in women.

Knowing that GC regulate genes involved in cell death
induction (14), it is conceivable to consider germ cells as
a possible target of DEX. Very few studies have investi-
gated the effects of DEX treatment on the germline. In the
rodent adult testis, DEX has been proposed to impair testic-
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ular germ cells through the induction of germ cell apoptosis,
mediated by tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 6(FasL)/B-cell CLL/lymphoma 2 associated X pro-
tein (Bax) signaling (15-17). However, data on the DEX
effect on the development or function of the ovary are lim-
ited, and the GC receptor NR3C1 has been described to be
expressed and functional in adult rodent ovaries (18). It has
also been shown that high doses of DEX hamper follicle
differentiation and oocyte maturation in mouse ovaries (19).
Furthermore, in the developing rodent gonads, other studies
have reported that DEX decreased testosterone production
in the testis (20) and potentiated adverse effects of environ-
mental chemicals (21). Also, DEX has been shown to de-
crease postnatal follicle count in the rat ovary (22). To our
knowledge, no study has ever investigated the effect of DEX
on human embryonic ovaries.

Several large human studies involving the use of DEX
as prenatal treatment for 21-OHD demonstrated that it
did not have teratogenic effects when used according to the
usual protocol (23-25). However, the effect of DEX on the
ovary has not been studied in detail, and the long-term
fertility of the women exposed in utero is unknown, since
DEX treatment was initiated less than 30 yr ago. Based on
GC-induced apoptosis observed in various cell types, we
hypothesized that DEX treatment during pregnancy may
impair the development of the human germline. We have
thus conducted an experimental study that aimed to test
the in vitro effect of DEX on the human fetal ovary. We
report here that a significant increase in germ cell apopto-
sis was induced by DEX.

Materials and Methods

Collection of human fetal ovaries

Human fetal ovaries were harvested from material available
after legally induced abortions carried out in the first trimester of
pregnancy and therapeutic termination of pregnancy in the sec-
ond or third trimester, i.e. from the sixth to the 22nd wk after
conception, in the Department of Obstetrics and Gynecology at
the Antoine Béclére Hospital, Clamart (France) as previously
described (26,27). None of the induced abortions were practiced
for reasons of fetal abnormality, and all fetuses appeared mor-
phologically normal. The fetal ovaries from the therapeutic ter-
mination of pregnancies had to meet a normal histology feature
before they were included in our research trial.

Our study was approved by the Biomedicine Agency, and all
women gave their informed consent. The sex of the fetus was
determined from the morphology of the gonads and confirmed
by histological analysis of the gonad. Ovaries were thinner and
more closely associated with the mesonephros than testes. The
fetal age was evaluated by measuring the length of limbs and feet
(28). Fetal ovaries were then prepared for organ culture or
stocked in RNeasy Lysis Buffer (=80 C) (QIAGEN, Courta-
boeuf, France) for gene expression profiling.
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Organ culture

All tissues were cultured on Millicell-CM Biopore membranes
(pore size 0.4 wm; Millipore, Billerica, MA) in 0.3 ml Ham’s F12/
DMEM (1:1) containing 80 ug/ml gentamicin in a humidified at-
mosphere of 95% air/5% CO, at 37 C. The medium was changed
every 48 h. Human ovaries were cut into small pieces before being
placed separately on Millicell membranes. The vehicle (absolute
ethanol) was also included in the culture medium of the paired
control. The allocation of human ovary pieces into control or ex-
perimental conditions was carried out at random for each ovary.

For histology and immunohistochemistry studies, part of the
ovaries was cultured in the absence or in the presence of DEX (2,
10, or 50 uMm; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or in the presence
of DEX (10 um) plus progesterone (0.32 um) for 14 d.

For the gene regulation study, part of the ovaries was used as
a control and the rest cultured in the presence of DEX (50 uM)
or DEX (10 uMm) plus progesterone (0.32 um), for either 6 hor 6 d,
depending on the studied genes.

Immunohistochemistry

Pieces of human ovaries were fixed in Bouin’s fluid at the end
of the culture. For NR3C1 localization, tissues were incubated
with or without DEX (50 uM) and then fixed in 4% parafor-
maldehyde. The fixed tissues were dehydrated, embedded in par-
affin, and cut into 5-um-thick sections.

Immunohistochemistry, based on peroxidase activity, was per-
formed using commercially available primary antibodies: anti-
NR3C1 (GCreceptor, 1/10, mouse monoclonal antibody; Eurobio,
Courtaboeuf, France), anti-KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog) (1/200, goat polyclonal anti-
body, M14; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) and anti-
cleaved caspase-3 Asp 175 (1/100; Cell Signaling, Saint Quentin
Yvelines, France). Five tissue sections per ovary were mounted onto
glassslides, dewaxed, and boiled for 10 minin 10 mm Tris (pH 10.6)
for immunostaining of cleaved caspase-3 or in 10 mM citrate (pH
6.0) for immunostaining of NR3C1 or KIT. Endogenous peroxi-
dase activity was blocked with 3% hydrogen peroxide for 10 min.
The sections were washed with PBS and blocked for 30 min with
10% BSA. Slides were incubated overnight at 4 C with the primary
antibody, detected with a species-specific secondary antibody con-
jugated with a peroxidase activity polymer (ImmPRESS reagent kit;
Vector Laboratories, Burlingame, CA). For all experiments, perox-
idase activity was visualized using 3,3’-diaminobenzidine (brown)
as substrate. Histolab analysis software (Microvision Instruments,
Evry, France) was used.

Measurement of germ cell density and cell
proliferation

Ovarian sections (one in every 10 serial sections) were dew-
axed, rehydrated, and stained with hematoxylin and eosin. Germ
cells on each section were identified on the basis of their large
spherical nuclei and clearly visible cytoplasmic membrane and
counted. Normalization was achieved by dividing the number of
germ cells in each fragment by the area to obtain a germ cell
density. Furthermore, (Pit-Oct-Unc) class 5 homeobox 1 [oc-
tamer-binding transcription factor-4 (OCT4)] was used to con-
firm the germ cell feature in each condition and detected by
immunohistochemistry using an anti-OCT4 antibody (1/200,
Santa Cruz Biotechnology, CA).

The percentage of cells in S-phase or in apoptosis was evaluated
by immunohistochemical methods. We measured 5-bromo-
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2'-deoxyuridine (BrdU) incorporation, using a cell proliferation kit
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) according to the manufac-
turer’s recommendations. BrdU (1%) was added at the end of the
culture period for 3 h before tissue fixation. Briefly, three to five
randomly selected sections were mounted, rehydrated, and incu-
bated for 1 h with mouse anti-BrdU antibody and with a peroxi-
dase-linked antimouse IgG. Peroxidase activity was then detected
by 3,3’-diaminobenzidine. The BrdU incorporation index was
determined by the counting (blinded to experimental group)
of at least 500 germ cells (stained or unstained).

Real-time quantitative PCR

Total RNA from the whole gonad, at the end of the culture
period, was extracted using the RNeasy mini kit (QIAGEN), and
reverse transcription was carried out with the high-capacity
cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Courta-
boeuf, France) according to the manufacturer’s instructions.

The 7900 sequence detection system (Applied Biosystems)
and SYBR-green or TagMan labeling were used for quantitative
RT-PCR. The comparative cycle threshold method was used to
determine the relative quantities of mRNA. B-Actin was used as
the endogenous reporter. All efficiencies were between 95 and
100%. Each RNA sample was run in duplicate, and all valid
primers were used at a final concentration of 400 nM. Sequences
of oligonucleotides used with SYBR-green detection were de-
signed with Primer Express software (Table 1).

Statistical analysis

All values are expressed as means * SEM. Graphics shown in
the figures are representative of at least three experiments. Data
were analyzed using paired Student’s # test when a single treat-
ment was performed (see Figs. 1D, 2C, and 4A). Other mean
values were compared using one-way ANOVA (see Figs. 1E, 2A,
and 3) with GraphPad Instat version 3.06.

Correlation between DEX concentration and germ cell den-
sity was carried out using the Pearson’s test (see Fig. 2A) Statis-
tical significances were set at P < 0.05.

TABLE 1. Quantitative RT-PCR primer sequences

Primer sequences

Gene (5'-3")

Human B-actin

Forward TGACCCAGATCATGTTTGAGA

Reverse TACGGCCAGAGGGGTACAGC
Human NR3CT

Forward TTCCCTGGTCGAACAGTTTT

Reverse TGTTGTTGCTGTTGAGGAGC
Human PLZF

Forward GCTTCCTGATAACGAGGCTG

Reverse CCGCTGAATGAGCCAGTAA
Human FKBP5

Forward GCGGAGAGTGACGAGTC

Reverse TGGGGCTTTCTTCATTGTTC
Human KIT Applied Biosystems probe

accession no. Hs00174029-A1
Human NR3CT«

Forward GAAGGAAACTCCAGCCAGAACTG

Reverse GATGATTTCAGCTAACATCTCG
Human NR3CT1B

Forward GAAGGAAACTCCAGCCAGAACTG

Reverse TGAGCGCCAAGATTGTTGG
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FIG. 1. GC receptor is expressed and active in human fetal ovaries. A, NR3C7 gene
expression was measured by quantitative RT-PCR in human fetal ovaries. Fetal ovaries were
harvested at the indicated development stage (n = 3 for 6.7, 7.6, 8.7, 10, and 11 wpf; n = 1
for 14.5 and 17 wpf, and n = 2 for 22 wpf). B, NR3C7 gene expression for isoforms «
(NR3C1a) and B (NR3C1B) measured by RT-PCR in positive control cell line HEK 293 (H) and
human fetal ovary of 11 wpf (O). A 100-bp ladder was used. C, Human fetal ovary (9.2 wpf)
incubated without [control (CTR)] or with 50 um DEX (DEX 50) for 30 min. Open arrows
indicate germ cells positive for NR3C7 detected by immunohistochemistry. Scale bar, 10 um.
On the left, the negative control (Neg) was obtained by incubating sections without first
antibody. D, PLZF and FKBP51 gene expression levels were assessed by quantitative RT-PCR in
fetal ovaries cultured for 6 h without (white bar; n = 6) or with 50 um DEX (black bar; n = 6).
Six fetal ovaries ranging from 7.4-10.2 wpf were included in this experiment. *, P < 0.05 in
the paired Student'’s t test comparisons with control. E, PLZF gene expression was assessed by
quantitative RT-PCR in fetal ovaries cultured for 6 h without (white bar, n = 3) or with 0.32
um progesterone (PG) (gray bar; n = 3) or 10 um DEX plus 0.32 uM progesterone (black bar;
n = 3). Fetal ovaries included were at 7.8-10.2 wpf. Gene (mMRNA) expression levels were
normalized against B-actin. Different letters represent significantly different values in ANOVA
comparisons, with P < 0.05.

For gene expression, statistical analyses were carried out us-
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studied (from 6-22 wpf), we have been
unable to detect the expression of the
B-isoform by RT-PCR, whereas the
a-subtype was strongly expressed in
the human fetal ovary (data not shown
and Fig. 1B for 11-wpf ovaries).

Using immunohistochemistry, we de-
tected NR3C1 protein both in germ and
somatic cells (Fig. 1C). Furthermore, to
ensure the specificity of the signal, we in-
cubated a fetal ovary in the presence of
DEX (50 uMm) for 30 min; under this con-
dition, we observed a clear shift of the
staining toward the nuclear compart-
ment. In all sections studied, NR3C1
was ubiquitously expressed and the
staining in germ cells presented a vari-
able intensity with cells barely labeled
up to cells displaying a robust staining
without any correlation with the age or
the localization within the ovaries.

To assess whether the GC receptor
was indeed functional in fetal ovaries, we
investigated the effect of a 6-h DEX treat-
ment on the expression of two known
GC-target genes: the FK506-binding
protein (FKBPS) (29) and the zinc finger
and BTB domain containing 16
(ZBTB16 also named PLZF) (30) (Fig.
1D). Both genes responded to DEX
treatment with a significant mRNA
increase compared with control, con-
firming that the GC receptor was pres-
ent and functional in human fetal
ovaries.

Embryonic gonads are exposed to
high levels of progesterone during preg-

ing raw change in cycle threshold values. Data were later con-
verted to percentage of maximal value for each gene (see Figs. 1,
D and E, and 4A).

Results

GC receptor is expressed and active in human fetal
ovaries

NR3C1 gene expression was analyzed in human fetal
ovaries according to development stage and revealed the
presence of GC receptor (Fig. 1A). Comparable expression
levels were observed between different developmental
stages from 6.7-22 wpf. To specify which subtype («
and/or B) of the receptor was expressed in fetal ovaries, the
expression of the two isoforms was assessed. At all stages

nancy. Because PLZF can be induced by progesterone in
both endometrial stromal cells and myometrial smooth mus-
cle cells (30), we wanted to clarify whether progesterone
compromises the effect of DEX on PLZF expression. As
shown in Fig. 1E, the 6-h exposure to progesterone alone did
not increase PLZF expression compared with control sam-
ples. However, DEX strongly stimulated PLZF in the pres-
ence of progesterone.

DEX decreased germ cell density in human fetal
ovaries

After 14 d organ culture, we investigated the effect of
DEX on germ cells. Asshown in Fig. 2A, DEX significantly
decreased germ cell density by 26 and 46 % at the 10 and
50 um doses, respectively. Furthermore, we observed a
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FIG. 2. DEX decreased germ cell density in human fetal ovaries. A, Human fetal ovaries (n =

clear signal in the DEX-treated ova-
ries (Fig. 4B).

Discussion

6) ranging from 7.3-10.8 wpf were cultured without (control) or with DEX for 14 d. Each bar

represents the mean = sem of six cultures. Different letters represent significantly different

values in ANOVA comparisons, with P < 0.05. B, Open arrows indicate germ cells positive for
OCT4 detected by immunohistochemistry. The bar represents 10 um. C, Human fetal ovaries
(n = 3) ranging from 6.9-8.6 wpf were cultured without (white bar) or with 10 um DEX plus
0.32 pM progesterone (PG) (black bar). *, P < 0.05 in the paired Student’s t test comparisons

with control. CTR, Control.

robust negative correlation between DEX concentration
and germ cell density (p = —0.70; P = 0.0002 with the
Pearson correlation test). The negative effect of DEX was
further shown histologically by staining of the germ cell
marker OCT4 (Fig. 2B). Interestingly, treatment with both
DEX (10 uMm) and progesterone further reduced the germ
cell density (39%) when compared with DEX (10 um)
alone (Fig. 2C).

Dexamethasone increases apoptotic rate of
oogonia

To determine whether the DEX-induced reduction of
germ cell density originated from an alteration in prolif-
eration or apoptosis of germ cells, the oogonial prolifer-
ative rate was assessed by measuring BrdU incorporation.
After 14 days’ organ culture, about 30% of the germ cells
incorporated BrdU during a 3 h period (Fig. 3A). No sig-
nificant difference was observed between control and
DEX-exposed ovaries, whatever the concentration used.
Apoptotic germ cells were identified as large cells that
stained for cleaved caspase-3. Only the highest DEX con-
centration used (50 uM) significantly amplified germ cell

This work is the first experimental dem-
onstration of the potential deleterious
effect that DEX exposure has on the hu-
man female fetal germline. Using organ
culture, we demonstrated that DEX
both decreased the germ cell density
and increased the apoptotic rate of germ cells without
affecting their proliferation rate. Thus, DEX most likely
decreased the number of germ cells in the human fetal
ovary and potentially at birth.

Altogether we have shown that the GC receptor
NR3C1 was expressed and active after DEX treatment in
the developing ovary. Alternative splicing of exon 9 of the
NR3C1 gene results in the synthesis of two protein iso-
forms (a and B) with NR3C1 being unable to bind the
ligand. In the human fetal ovary, we demonstrated that
only NR3C1a was produced. The activity of the NR3C1
receptor was evidenced both by its translocation to the
nucleus and by the expression of known target genes in
response to DEX treatment. Among the NR3C1 target
genes, we report here for the first time the expression of
PLZF in an embryonic mammalian ovary. These data are
of particular interest because PLZF is known to be the
gatekeeper gene of male germ stemness (31, 32) and can be
used as a specific marker of stem/immature progenitor in
the fetal testis in mice (33). In the mouse adult testis, PLZF
has been demonstrated to directly repress KIT expression
(34). This is in accordance with our data, which showed
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FIG. 3. Oogonial proliferative and apoptotic rates after DEX exposure. Human fetal ovaries
ranging from 7.3-10.8 wpf were cultured with or without DEX for 14 d. Each column is the
mean = sem of six cultures. Different letters represent significantly different values in ANOVA
comparisons, with P < 0.05. Incorporation of BrdU (A) and cleaved-caspase3 (Casp3) (B) was
detected by immunohistochemistry. Black arrows indicate negative and open arrows positive

germ cells. Scale bar, 10 wm for BrdU and 20 um for Casp3.

that DEX both induced PLZF and decreased KIT expres-
sion levels. KIT is well known to be required for primor-
dial germ cell survival both in the mouse and human (35—
37).In this regard, a decrease in KIT expression was likely
to contribute to the DEX-induced germ cell apoptosis.
This hypothesis fits well with our observation of a specific

A 100
c
S
o=
5% 80 *%
5>
O ©
g £ 60
£:
25 4 [lctrR
w2
s= M pex
4
20

KIT

FIG. 4. Dexamethasone exposure decreased C-KIT expression in
human fetal ovaries. A, PLZF and C-KIT gene expression was assessed
by quantitative RT-PCR in fetal ovaries cultured over 6 d without (white
bar, n = 3) or with 50 um DEX (black bar; n = 3). Three human fetal
ovaries ranging from 7-9 wpf were included in this experiment.

** Significantly different with P value = 0.00329 vs. control in the
paired Student’s t test with. Gene (mMRNA) expression was normalized
against B-actin. B, Open arrows indicate germ cells positive for KIT
detected by immunohistochemistry. Scale bar, 10 um.
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effect of DEX on oogonial apoptosis, as
we have shown by the presence of
cleaved-caspase 3 in DEX-treated germ
cells that resulted in a decrease in germ
cell number. Although no obvious in-
crease of cleaved-caspase 3 was de-
tected at the 10 uM dose, germ cell den-
sity was decreased at this dose. We

PEX0  DEX®D hypothesize that this apparent discrep-
m — ” ancy is due to the germ cell density be-

: % ing a more sensitive indicator because it

~ . % sumsupcell death that occurred during
* ' the whole culture period, whereas the
=e © %= detection of apoptotic marker repre-

sents cellular events only at a given in-
stant. On the other hand, one may also
consider that DEX can induce cell death
in a caspase-independent manner.

To date, only one study described an
effect of DEX on the ovary during fetal
life (22). This study reported that, in the rat, DEX expo-
sure during late pregnancy decreased the offspring’s pool
of follicles, observed shortly after birth (sc 1.0 mg DEX/kg
body weight). This in vivo report is in accordance with our
in vitro data using a human fetal ovary, because DEX
treatment in the rat was initiated at 16 d after conception,
when most germ cells are still at the oogonial stage.

Interestingly, progesterone potentiated the effect of
DEX treatment in human fetal ovaries. During the first
trimester of pregnancy, progesterone receptor (PR) was
expressed at very low levels in human embryonic ovaries
(38) (personal observation). This may explain why pro-
gesterone alone was unable to stimulate PLZF expression
by itself as demonstrated in endometrial tissues that ex-
pressed a high level of PR (30). However, low levels of PR
may act synergistically with NR3C1 because both can
bind the same hormone response element (HRE) (39). In
this regard, the effect of low doses of DEX in combina-
tion with progesterone naturally present during preg-
nancy requires serious consideration, although future
studies will be required to clarify the exact molecular
mechanisms involved.

We have shown that the deleterious effect of DEX alone
in vitro was observed only starting from the 10 um dose.
Previous in vitro studies using other human primary cells,
such as lens epithelial cells and tenocytes, have also de-
scribed a DEX-induced cell death, with doses ranging
from 1-100 um (40, 41). The comparison between doses
used 7 vitro and the expected in vivo exposure is hard to
perform because few in vivo data are available, especially
during pregnancy. However, a pharmacokinetic evalua-
tion of DEX carried out by Loew et al. (42) described a
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maximal serum concentration of 13.9 ng/ml (about 35
uM) after a 1.5-mg oral administration. Moreover, it is
difficult to assume the possible consequences of a longer
exposure because our study was limited to 2 wk, whereas
the proliferation of the human oogonia in vivo is observed
for more than 14 wk (i.e. starting at 6 wpf and ending after
20 wpf). Two clinical protocols have to be considered due
to the potential different deleterious effects of administer-
ing DEX. First, to promote lung maturation in preterm
delivery, one high-dose bolus is administered late during
fetal life, around 26 wpf, when few oogonia are still de-
tectable (personal observation). The long-term treatment
of 21-OHD deficiency starts before 9 wpf, resulting in an
exposure to DEX during the window of development for
the fetal ovary. The effects of DEX treatment during a
shortorlong exposure and/or according to the age of the
ovary at the time of administration require further
research.

In conclusion, altogether our data indicate that DEX
alone or in the presence of progesterone induced germ cell
apoptosis in the human fetal ovary in vitro. Whether DEX
has the same effect in vivo and the consequences of such a
loss of germ cell require additional investigations. In par-
ticular, epidemiological studies will be of the utmost im-
portance. DEX treatment during pregnancy started in the
early 1980s. If exposure of female fetuses to DEX com-
promises the oogonial stock and thus constitutes a risk
factor of developing premature ovarian failure, an epide-
miological study will need to be conducted in the coming
years. Indeed, the first of these women are below 30 yr old,
whereas premature ovarian failure is defined as a mal-
function of the ovary before 40 yr of age.
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Résumé

Depuis plusieurs années, un nombre conséquent d’études décrivent une augmentation de
l'incidence de pathologies liées a la fonction de reproduction masculine. Ces anomalies ont
été regroupées sous le terme de « syndrome de dysgénésie testiculaire ». Ce syndrome
aurait pour origine les effets délétéres de polluants environnementaux sur le développement
du testicule en période foetale. Parmi ces polluants environnementaux, les phtalates et le
bisphénol A (BPA) sont les plastifiants les plus produits et les plus répandus dans les objets
de consommation courante. De nombreuses études leur sont consacrées et ont permis de
les classer au rang de perturbateurs endocriniens en mettant hotamment en cause leurs
effets reprotoxiques. Mon travail de thése est une étude des effets de ces deux perturbateurs
endocriniens sur le développement du testicule foetal.

Nous avons réalisé une premiere étude concernant les effets du BPA sur le développement
du testicule feetal. Grace au modele de culture organotypique, nous avons développé notre
étude dans trois especes: le rat, la souris et 'lHomme. Nous démontrons que le BPA
diminue la sécrétion de testostérone dans le testicule foetal humain a partir d’'une
concentration de 10®M, alors que chez le rat et la souris, la sécrétion de testostérone n’est
affectée qu’'a partir de 10°M de BPA. Nous avons également démontré une diminution de
'expression du géne de I'Insl-3, dans ces mémes conditions. Ceci nous a permis de mettre
en évidence une différence de sensibilité entre les especes. Pour tenter de comprendre les
mécanismes par lesquels le BPA exerce son effet toxique, nous avons compareé ses effets a
ceux du DES, autre perturbateur endocrinien cestrogénomimétique. Contrairement au BPA,
le DES diminue la sécrétion de testostérone feetale chez les rongeurs, et non chez 'Homme.
Ce résultat suggére I'implication de deux voies de signalisation différentes pour ces deux
xéno-cestrogenes. Cette hypothése est dailleurs renforcée par I'étude que nous avons
réalisée sur des souris invalidées pour le récepteur des cestrogénes ERa, dans lesquelles
I'effet anti-androgénique du BPA persiste, contrairement a celui du DES.

Parallelement, nous avons recherché les mécanismes d’'action des phtalates et de leur
métabolite actif le plus répandu, le MEHP (mono-2-éthyl-hexyl phtalate). Dans la continuité
de plusieurs travaux réalisés dans notre laboratoire sur les effets du MEHP, nous avons
tenté de comprendre les mécanismes par lesquels le MEHP induit un effet pro-apoptotique
dans les cellules germinales males. Nous avons mis en évidence une augmentation de
I'expression du gene Stra8 dans les cellules germinales traitées au MEHP. Ce résultat nous
suggere que le MEHP pourrait induire une différenciation erronée des cellules germinales
males. De plus, nous avons recherché les récepteurs et la voie de signalisation activée par
le MEHP. Nous observons que les agonistes des récepteurs PPARa et de PPARYy entrainent
dans les cellules germinales les mémes phénotypes que le MEHP, a savoir une

augmentation du taux d’apoptose et de I'expression du gene Stra8.
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