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Introduction

Depuis une vingtaine d'années, les effets des perturbateurs endocriniens environnementaux

(PEE), sur la santé humaine, préoccupent le monde scientifique et médical.

En dépit des alertes des scientifiques, des médecins et des économistes mondiaux, la

situation ne cesse de se détériorer contribuant a I'augmentation réguliere de l'incidence des

maladies chroniques et des troubles de la fertilité. Ceci impose une réflexion éthique

incontournable.

L'impact de PEE sur la santé en général et sur la santé reproductrice en particulier, a été

étudié par:

1)

2)

3)

4)

Les observations animales : Les zoologistes nous alertent depuis une trentaine d’années
sur la dévirilisation des nombreuses especes animales (1). Chez la grenouille, le poisson,
I'alligator, jusqu’a l'ours polaire, les malformations génitales chez les males ont été
associées a des concentrations élevées des pesticides dans leur organisme.

Les études épidémiologiques : Plusieurs études ont rapporté une augmentation de
I'incidence des malformations génitales chez le nouveau-né masculin (hypospadias,
cryptorchidie, micropenis). Les études danoises ont clairement démontré un lien entre la
prévalence de la cryptorchidie et l'intensité de I'activité agricole (Danemark vs Finlande)
(2). La réduction de la spermatogenese de l'ordre de 50% est venue renforcer

I'nypothese d’une agression du testicule foetale par les PEE (3).

Les données expérimentales : des travaux réalisées chez I'animal ou sur des lignées
cellulaires ont conforté le role de PEE sur I'équilibre hormonal (4). Ils ont remis en cause
le principe de Paracelse ou la dose fait le poison, pointé I'effet cocktail et élargi le spectre
d’action moléculaire de ces PEE.

Le traitement in vivo par le Distilbéne (DES), estrogene de synthése, doué d’une action
anti-androgene, prescrit a des milliers de femmes enceintes, a constitué un modele
privilégié pour l'analyse des conséquences cliniques a I'age adulte d’'une contamination
foetale (5). Le DES a constitué de facto un modéle d'étude de I'action des PEE chez

'Homme.

En effet, les PEE sont, selon la définition proposée par I'Organisation mondiale de la santé en

2002, des substances chimiques, qui altérent les fonctions du systéme endocrinien et de ce
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fait induit des effets néfastes dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de
(sous)- populations. Ils peuvent étre des substances naturelles telles que les phyto-
cestrogenes, ou des substances résultant de I'activité humaine est concues pour étre utilisées

dans l'industrie, I'agriculture ou dans des produits de consommation.

Actuellement, il n'existe pas de liste exhaustive des PEE, mais parmi ceux-ci les plus connus
sont : les pesticides, les alkyphénols, BHT, bisphénol A (BPA), les ignifuges bromés (PBDE),
le mercure, les parabénes, les phtalates, les composés perfluorés, le triclosan, le plomb, le
cadmium, le téflon. Ces molécules entrent dans la composition de trés nombreux produits

d’usage courant, telles que I'alimentation, les cosmétiques, cigarettes...

L'activité humaine, alimentaire, professionnelle, habitationnel amplifie la contamination par
les PEE sur la santé qui échappent aux principes de toxicologie classique ou la dose fait le
poison. ils peuvent présenter une action synergique et amplificatrice (effet cocktail) et

s'accumuler dans le tissue adipeux pendant des années pour certains entre eux.

Quid des effets des PEE sur le fonctionnement hormonal ? On sait depuis peu que les PEE
peuvent (6):

1. Se lier au récepteur hormonal (effet agoniste) ou s‘opposer a la liaison d'une
hormone endogéne a son récepteur (effet antagoniste) ou encore modifier
I'expression d’un récepteur hormonal

2. Interagir avec les voies de signalisation dans la transduction du message hormonal,
modifier la synthése hormonale, interagir avec le transporteur de I'hormone
endogene, moduler la clairance de I'hormone endogéene et modifier la distribution de
I'hormone dans les cellules cibles

3. Enduire des altérations épigénétiques

4. Réguler la différentiation et la croissance cellulaire.

L'objectif de cette revue, est d’analyser les données actuelles relatives a I'impact des PEE sur
la fertilité. Nous aborderons, de plus, les méthodes d’évaluation de la contamination par les
PEE et les nouveaux outils moléculaires, tels que les miRNA, susceptibles de devenir des

marqueurs d’exposition et a long terme, des outils thérapeutiques.

Impact des PEE sur la fertilité masculine
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Il y a une vingtaine d‘années, un groupe danois (Pr Skakkebaek) a émis I'hypothése que le
cancer du testicule de 'homme jeune, que les anomalies de la différentiation sexuelle (la
cryptorchidie, I'hnypospadias et le micropenis) et que laltération de la spermatogénése,
seraient les conséquences d'un méme mécanisme de contamination par les PEE pendant la
vie feetale (7) (Fig. 1). L'hypothese de I'hyperestrogénie s'est progressivement confortée par
(i) de nombreux travaux (8, 9), (ii) de plusieurs analyses épidémiologiques et (iii) de
I'observation d'une réduction de la spermatogénése chez un patient exposé au DES pendant
la vie intra-utérine (10). En effet, I'action sur le testicule foetal semble étre l'une des
principales cibles des PEE est en autre a l'origine de l'infertilité masculine a travers le concept
du syndrome de dysgénésie testiculaire chimio-induit (fig. 1) et impactant respectivement la
fonction endocrinienne de la cellule du Leydig feetale (fig. 2) et la fonction Sertolienne (fig.
3).

« Anomalies congénitales du développement génito-sexuel (DSD)

Ces dernieres années, plusieurs équipes ont rapporté une augmentation de la prévalence des
malformations génitales du nouveau-né masculin aprés une contamination professionnelle ou
habitationnelle des parents exposés aux PEE. Les données relatives au développement d’une
cryptorchidie sont particulierement éloquentes (2, 11). Il y a une dizaine d'années, lors d'un
étude cas-témoin, nous avons observé que l'incidence des DSD chez le nouveau-né était plus
élevée chez des enfants d’agriculteurs (OR 4,41) laissant supposer que la contamination
feetale mettrait en cause l'usage des pesticides (12). Simultanément, nous avons pu
rapporter l'incidence la plus élevée au monde de micropenis chez les nouveau-nés de la
région nord-ouest du Brasil, dont les parents utilisaient des pesticides (DDT), a la fois a
usage domestique et agricole (13). On sait maintenant que les malformations génitales du
garcon apres une contamination foetale par les PEE s'inscrivent dans le contexte de
syndrome de dysgénésie testiculaire, qui fera le lit au développement du carcinome in situ
du testicule et a la réduction considérable de la spermatogénése chez 'homme jeune (7). On
peut considérer ces malformations génitales comme des marqueurs précoces de |'agression

foetale du testicule par les PEE.

Pour la plupart des équipes, la responsabilité d’une contamination foetale par la pollution
chimique environnementale est discutée pour rendre compte de l'augmentation de la
prévalence de I'hypospadias qui est apparue comme le prototype d'une contamination foetale
par les PEE présentant une action anti-androgéne. En ralentissant ou inhibant la fermeture
des replis labiaux, androgeno-dépendante, les PEE induisent une dévirilisation, déja rapporté

chez l'animal. De la méme facon, l'existence d'une cryptorchidie et/ou d'un micropenis
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sinscrit dans le méme mécanisme. Plus récemment, dans un étude prospective
multicentrique, nous avons pu confirmer que lincidence de I'hypospadias s'observait
particulierement lors de contamination prénatale par la profession du pere (i.e. agriculteur),
de la mere (i.e. coiffeuse, esthéticienne, femme de ménage ...) et/ou par la proximité d'un
hot spot de PEE (i.e. incinérateurs, ...) (14).

« Impacts des PEE sur la spermatogénese

Parmi les nombreuses analyses rapportant une altération du spermogramme, plusieurs
d’entre elles contribuent de fagon significative a démontrer le lien entre le PEE et la qualité
du sperme a I'age adulte. Parmi les PEE incrimines, on retrouve le DDT, le bisphenol A, les
phtalates, ... (15-17). La production et la qualité du sperme sont régulées par de multiples
mécanismes, qui peuvent étre altérés par une action cellulaire, moléculaire ou métabolique
d’'un PEE (18). Parmi les impacts des PEE sur le testicule, il a été rapporté une augmentation
de I'apoptose des spermatocytes secondaire due a une altération de la cellule de Sertoli et
ou a une up-régulation de protéines apoptotiques (19). Toute réduction de la testostérone va
réduire l'effet transcriptionnel des androgenes sur la spermatogenese. Il est vraisemblable
que les PEE sont capables de réduire la production d’ATP et d'impacter ainsi la mobilité des
spermatozoides (20). Enfin, les PEE peuvent également induire une aneuploidie des
spermatozoides, susceptible d'étre transmise aux générations suivantes (21). A titre
d’exemple, les données expérimentales démontrent que la contamination par le bisphénol A
entraine une altération quantitative et qualitative de sperme (22). D’autres études font état
d’une altération de l'intégrité de I’ADN et celui de I'acrosome, d’une atteinte de l'intégrité des
tubes séminiferes et d'un arrét de la mitose au stade spermatogonie et une augmentation de
I'apoptose des cellules germinales (23). L'ensemble de ces résultats plaident fortement en
faveur des conséquences cellulaires et moléculaires de I'action des PEE dans la régulation de

la spermatogeneése.

Impact des PEE sur la fertilité féminine

Les PEE peuvent affecter la santé reproductrice chez la femme de facon transitoire ou
définitive. Mais a la différence de ce qui est observé chez I'homme, la situation clinique est
plus préoccupante dans la mesure ou le pool ovocytaire (le nombre de ovocytes mature de la
ménarche a la ménopause) se limite a 300-400 ovules sur plus de sept millions pendant la

vie intra utérine. Cette perte folliculaire est due au phénomene d‘atrésie folliculaire.

» PEE et folliculogenése
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Chez la femme, I'ovogenése est soumise a une régulation locale type paracrine, autocrine et
endocrine qui sont impliqués dans le développement d’'un ovocyte fécondable, marqueur de
la santé reproductrice. Parallelement, l'ovaire obéit aussi a une régulation hypothalamus-
hypophyse-ovarienne. Au sein de l'ovaire, chaque étape de la folliculogenése (primordial,
primaire, secondaire, pré-antral, pré-ovulatoire et ovulatoire) est une véritable cible
potentielle de I'actions des PEE (fig. 4). Toutes atteintes de I'un des étapes de régulations
de la folliculogenese altéere la fonction ovarienne. Parmi les PEE qui impact la folliculogenése,
les métaux lourds (cadmium, mercure, plomb, zinc, arsenic) sont a prendre en considération
dans la physiopathologie d’une altération de la fertilité de la femme. Ces métaux lourds sont
capables d'altérer I'expression de génes cibles en modulant les mécanismes épigénétiques et
I'expression de micro-RNA (24-26).

» PEE et pathologies gynécologiques-endocriniennes

Au-dela de leur impact sur la réduction directe du pool folliculaire, les PEE sont susceptibles
de jouer un réle dans la mise en place de la puberté, dans les troubles du cycle menstruel,
dans les troubles de l'implantation lors de la fécondation in vitro et dans la réduction du taux
d’implantation apres transfert embryonnaire (27-30). D’autres travaux ont confirmé le role
d’'une hyper-cestrogénie foetale sur I'activation précoce de I'axe gonadotrope (31).

Parmi les pathologies gynécologiques le plus fréquentes chez les jeunes femmes et
susceptibles d’avoir véritables répercussions sur leur fertilité, il y a le syndrome des ovaires
micro-polykystiques (SOMPK) et I'endométriose. Dans le domaine du SOMPK, les
conséquences d’'une contamination foetale par la nicotine ont été analysées (32) et
récemment plusieurs équipes ont mis en évidence des concentrations plus élevées de

bisphénol A, mais pas de phthalates, chez des adolescentes avec SOMPK (33, 34).

L'endométriose est une affection ocestrogeno-dépendante dont les mécanismes
physiopathologiques restent cependant encore discutés. Depuis quelques années, le role des
PEE, comme les dioxines, le bisphénol A, les phtalates, ont été discutés comme facteur
favorisant le développement de I'endométriose (35). Un travail récent rapporte pour la
premiére fois une association significative entre un taux élevé de 11 pesticides avec la

présence d’endométriose (36).
« La prévention face aux impacts de PEE

A travers ces données récentes, il apparait de plus en plus nécessaire de protéger la santé
de la femme en age de procréer et a fortiori de la femme enceinte. Un politique

d’information sur la prévention des risques environnementaux domestiques, alimentaire,

5
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atmosphériques, professionnels, habitationnels, représente un défi majeur pour les années a
venir. Un exemple évident est justement le tabagisme gestationnel dont les conséquences
importantes sur la fertilité de jeunes filles pourrait étre évitées avec une bonne politique
d'information a partir de I'adolescence (37, 38).

Exposition aux PEE : un risque pour les générations futures ?

Il y a quelques années, en traitant des rats gestants par un pesticides anti-androgéniques,
Skinner était un des premiers a rapporter que l'impact sur les rats était observé non
seulement lors de la premiére portée, mais surtout qu'il perdurait jusqu'a la 5™ génération
(39, 40). Depuis, nombreux travaux ont confirmé l'effet multi et trans-générationnel de
Iimpact des PEE. Cette transmission trans-générationnelle a été reliée a des mécanismes
épigénétiques (méthylation, acétylation, phosphorylation, ubiquitination, role clé des
microRNAs). Il existe malheureusement peu de données relatives a cette effet multi- et
trans-générationnel chez I'homme. Cependant, nous disposons du modele clinique de
I'impact du DES sur plusieurs générations.

Dans un travail épidémiologique récent, nous avons observé une fréquence de 4%
d’hypospadias chez les nouveau-nés dont les méeres ont été traitées par DES pendant leur
grossesse. Elle est de 8.4% chez les nouveau-nés de la 2éme génération, suggérant un effet

multi-générationnel (41).

Nous avons également pu analyser 11 garcons qui présentaient un DSD a testostérone
normal, évoquent une insensibilité partielle aux androgenes. Devant I'absence d’anomalie
moléculaires connues, ces DSD peuvent évoquer une transmission multi-générationnelle de
I'effet du DES : dans les 11 cas, la grand-mere avait été traité par DES pendant la grossesse
(42). Récemment, nous avons rapporté la premiere observation d’adénocarcinome a cellules
claires du col de I'utérus survenu chez une fillette de 8 ans, dont la grand-mere avait été
traitée par le DES pendant sa grossesse (43). Enfin, nous venons de publier un travail qui
évoque le réle du DES dans le développement de | endométriose a travers une famille tres
informative et ce sur 3, voir 4, générations (44). Ces données renforcent I'hypothése d'un

risque de transmission multi et trans-générationnelle des PEE chez I'Homme.

Méthodes d’'évaluation de I'impact des PEE :
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L'une des problématiques essentielles qui a émergé lors de la découverte du role potentiel
des PEE fut d'évaluer leurs concentrations dans l'organisme. Des méthodes physico-
chimiques telles que la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG-SM) est devenue rapidement une méthode de référence pour caractériser la
présence et la concentration de PEE (45). Cependant, il est aussi apparu trés vite que le
nombre des produits chimiques a évaluer (50,000-100,000) était tel qui il n'était pas

raisonnable d’en faire une méthode d’application réguliere.

Une autre approche cellulaire a consisté a tester le PEE sur des lignées cellulaires stables,
transfectées par le récepteur des estrogenes, androgenes, de PPAR gamma a travers
I'activation ou la réduction de I'activité transcriptionnelle du récepteur correspondant (4, 46).
Cette méthode est régulierement utilisée a ce jour. On peut également faire appel aux
dosages de PEE dans urines ou mieux encore, dans le cheveux, qui représente un bon outil

d’évaluation du screening des PEE (47-49).

Depuis quelques années, nombreuses équipes dans le monde travaillent sur les modifications

de I'expression des microARNs sous l'effet de I'exposition aux PEE génétiques (50-56).

MicroARNs et impact des PEE sur la fertilité
» Les microARNSs : généralités

Les microARNs appartiennent a la famille des « petits ARN » et correspondent a de petites
séquences d’ARN simple brin non codantes, composés de dix-neuf a vingt-cinq nucléotides.
Ces microARNs ne codent pas pour des protéines mais régulent I'expression des genes (57).
Ce type de régulations post-transcriptionnelles qui consiste a inhiber I'expression de certains
genes en interférant avec I'ARN messager (ARNm) correspondant, est appelée [«
interférence ARN». En particulier, chez les mammiferes, les microARNs sont habituellement
complémentaires d'une petite séquence dans la région 3’ non traduite (UTR) de leurs ARNm
cibles. Cette régulation post-transcriptionnelle aboutit a la dégradation des ARNm cibles ou a
I'inhibition de leur traduction protéique (57, 58). Les microARNs sont programmés pour
réduire au silence plus de la moitié des genes chez les mammiferes. Dans I'espece humaine,
les microARNs contrélent I'expression d’environ un tiers des ARNm (59). Certains microARNs
sont spécifiques d’un tissu, quand d‘autres sont exprimés dans plusieurs et ils jouent un réle
crucial dans la régulation de nombreux processus biologiques. L'expression des microARNs
est en outre elle-méme régulée, résultant des variations spécifiques et dynamiques de
I'expression des différents ARNm cibles, par exemple lors du développement embryonnaire

7
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précoce. Il est a noter, que la plupart des microARNs sont intracellulaires et sont impliqués
dans la régulation de plusieurs processus biologiques, notamment au sein du follicule
ovarien. Ces microARNs sont donc impliqués dans la régulation de différentes fonctions telles
que la prolifération et I'apoptose des cellules folliculaires, la production d’hormones

stéroidiennes ou encore la maturation ovocytaire.

Un certain nombre de microARNSs, localisés dans le compartiment intracellulaire, sont
également sécrétés dans le milieu extracellulaire et sont donc détectés dans les fluides
biologiques. Ces microARNs extracellulaires ou circulants sont retrouvés sous la forme de
différents types de structures : exosomes ou autres microvésicules, ils peuvent aussi étre
véhiculés par des lipoprotéines, ce qui leur confere une certaine stabilité, puisqu’ils sont par
ce confinement protégés des ribonucléases (ARNases). Plusieurs études ont montré
I'implication des microARNs dans la régulation de l'expression de nombreux genes chez
I'nomme. Le dysfonctionnement des microARNs s‘avere donc étre responsable du
développement de certaines maladies cardiovasculaires, de certains cancers, du de

reglement du métabolisme ou encore de l'infertilité (60).
« MicroARNs et fertilité féminine

Récemment, nombreux travaux ont démontré que certains microARNs jouent un role majeur

dans le dialogue cumulo-ovocytaire et dans la folliculogenese (61, 62, 63 , 64 , 65).

En effet, dans I'espece humaine, ils ont été identifiés a la fois dans l'ovocyte (66), dans les
cellules du cumulus (65) et dans les cellules de la granulosa (64). Ceux-ci sont donc
impliqués dans la régulation de différentes fonctions, comme la prolifération et I'apoptose
des cellules folliculaires (61, 62, 63, 64, 65), la production d'hormones stéroidiennes (61,
67 , 68) ou encore la maturation ovocytaire (69, 70). Parmi les microARNs qui ont été
identifiés, une étude sur le miR-93 a montré qu'il ciblerait 'ARNm codant pour la protéine
Lhx8 (71), indispensable pour la transition du stade primordial au stade primaire de la
folliculogenése (72). Une surexpression du miR-93 pourrait perturber le bon déroulement de

la croissance folliculaire.

De la méme maniere, des différences d’expression sériques des microARNs ont également
été identifiées chez des patientes souffrant de l'insuffisance ovarienne prématurée (IOP), et
notamment une diminution significative de I'expression de miR-22-3p (73) et une forte

augmentation de I'expression de miR-23a (63), ou chez les patientes ayant un SOMPK (74).

» MicroARNs et fertilité masculine
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Les microARNs ont jouent un role important dans certaine infertilité masculine. En particulier,
le sperme contient une population stable de microARNSs, qui sont liés a la spermatogénése,
soulignant le role fondamental de ces molécules dans la régulations de la fertilité masculine
(75). Salas-Huetos et al. ont identifié 221 microARNs qui sont systématiquement présents
dans le sperme des hommes fertiles, dont le hsa-miR-34b-3p qui contréle la spermatogénese
a travers la régulation de la signalisation E2F-pRB pendant la méiose et le hsa-miR-191-5p
qui régule la différentiation du spermatozoide. D'autres auteurs, ont rapporté la présence de
microARNs spécifiquement altérés chez des hommes qui présentaient une trouble de la
fertilité. Ainsi, Lian et al. ont mis en évidence une surexpression de 151 microARNs et la
sous-expression de 19 autres dans le tissue testiculaire de patients porteurs d’une
azoospermie non obstructive (76). De la méme maniere, des différences d’expression des
microARNs ont également été identifiées dans le sperme chez des patientes souffrant
d'infertilité idiopathique et asthenoteratoazoospermie (75, 77, 78). En particulier, chez ces
derniers I'augmentation de I'expression du hsa-miR-27a qui induit la répression de Cysteine-
RIch Secretory Protein2 (CRISPZ), un géne impliqué dans la mobilité des spermatozoides,
dans la réaction acrosomique et dans la fusion entre spermatozoides et ovocyte (79). Ainsi,
les spermatozoides dépourvus de CRISP2 présentent une mobilité faible associée a une
morphologie anormale (79). Par ailleurs, le hsa-miR-34c, impliqué dans la spermatogénése,
est apparu comme un marqueur de la qualité des spermatozoides (80).

Conclusions

Dans le monde, l'infertilité touche environ 80 millions de personnes. En France comme dans
les pays occidentaux, 15 % des couples en age de procréer consultent pour une difficulté a
concevoir. L'étiologie de linfertilité est multifactorielle : génétiques, hormonales
constitutionnelles, anatomiques ou infectieuses. Cependant, dans 10 a 20 % des cas,
I'origine de l'infertilité reste inexpliquée et le role des PEE est de plus en plus mis en cause

comme facteur de risque.

La mise en évidence de l'importance des microARNs dans la régulation de la fertilité, ouvre
de nouvelles perspectives dans la compréhension du mécanisme modulant la réponse
cellulaire a I'exposition feetale et post-natale aux PEE. Les microARNs pourront étre des
marqueurs de mesure de limpact des PEE sur la santé en général et sur la santé

reproductrice en particulier.
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L'implication des microARNs dans la reproduction humaine et dans l'infertilité est a I'origine
de nombreuses études qui ont connu au cours de ces derniéres années, un grand essor.
Plusieurs centaines de microARNs ont été déja identifiés dans certaines pathologies
gynécologiques (cancer de sein, cancer de I'ovaire, endométriose, IOP et SOPK). Cependant,

leurs modes d’action restent a élucider.

Déclaration d’intéréts :

Les auteurs déclarent ne pas avoir de conflits d'intéréts en relation avec cet article.
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Fig. 1 : L'action des PEE s’exerce sur les deux compartiments cellulaires du testicule feetal :
les cellules de Leydig, ou ils réduisent la biosynthése des androgenes, et les cellules de Sertoli,
ou ils alterent la différentiation et le développement des cellules germinales.
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Fig. 2 : Actions des PEE sur les cellules de Leydig, ou ils sont capables de réduire les systemes

de traduction du message LH et/ou les systemes enzymatiques impliqués dans la biosynthése
de la testostérone.
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Fig. 3 : Actions des PEE sur les cellules de Sertoli : au-dela de leur impact sur la barriere
hémato-testiculaire, les PEE réduisent la biosynthése d'inhibine A et parallélement augmentent
le niveau de production du stress oxydatif, responsable d'une diminution de Ila
spermatogénese.
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Fig. 4 : Actions de I'exposition ante- et post-natale aux PEE sur |'ovaire : ils agissent au niveau
de chaque étape de la maturation folliculaire (modéele animal).
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