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Résumeé

Les azoles sont des fongicides présents dans les milieux aquatiques et connus pour inhiber des
activités enzymatiques de cytochromes P450 (CYP), incluant plusieurs CYP implanss
OH SURFHVVXV GH OD VWpURWGRJHQqVH JRQDGLTXH FKH] C
SHX G{LQIRUPDWLRQ VXU OH SRWHQWLHO SHUWXUEDWHXU
invivo 'DQV FH FRQWH[WH OfRE M HsE ¢ lchratérisErHe WéddnigmelL O G H
GY{DFWLRQ GTXQ IRQJLFLGH SKDUPDFHXWLTXH OH FORWU
FKH] OH SRLVVRQ JgEUH DX WUDYHUV OfpWXGH GXQ UpVFH
cerveadhypophyseJRQDGH ,0 WHQWWGCHIHPIFOBXHU OD FDSDFLWp
perturber la spermatogenése.
I1RXV PRQWURQV TXH OH FORWULPD]JROH HVW FDSDEOH G
différentein vitroetinvivo L OYH[SRVLWLRQ G {i yv8r@iDh@&a/synhésey WLF X OL
de 1tkétotestostérone (1KT), montrant une action directe de la molécule sur le testicule et

LL OfH[BRWLISVIRRTXH XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfH[SUHV
le processus de la stéroidogenese. Une approche plus pouss@eLdesiD X[ GITH[SUHVVL
JgQHV DX QLYHDX G-goradenphis & p&' RIS die\ vidtitre en évidence un systéme
GH FRPSHQVDWLRQ ELRORJLTXH DX QLYHDX GH OYfRUJDQLV
Fsh/FshR dans la médiation des effets du clotrineazot le testicule. Enfin, des effets sur la
spermatogenése ont été observesivo suite a une exposition chronique au clotrimazole,
avec une augmentation de la masse gonadique et du nombre de cellules de Leydig,
DFFRPSDJQpH GITXQH p O YHBTirduiant& Heg e@disrtissDIxires®bservés
sont cohérents avec des effets mesurés au niveau moléculaire, comme par exemple les effets
observés sur des marqueurs de cellules germinales ou somatiques.
ITHQVHPEOH GH FHV GRQQ pdérvarbhe epétinkenal Liisdg tbnwingt O D
(i) des approchem vitroetinvivo PDLV pJDOHPHQW LL OfpWXGH G{XQ
HQ SDUDOOQqOH GIYDQDO\WHV DX QLYHDX WLVVXODLUH SR
clotrimazole. Une telle aBURFKH SRXUUDLW r'WUH pWHQGXH j GIDXWL
des inhibiteurs de CYP. Ce travail ouvre de nombreuses perspectives, en premier lieu sur
OfpWXGH GH OfLPSDFW IRQFWLRQQHO GX FORWULPD]ROH

males et fenelles.

Mots clefs: azoles fongicides, perturbateurs endocriniens, steroidogenése, spermatogenéese,
poisson zébrelJanio rerio), in vivoetin vitro.



Abstract

Azole fungicides areletectedn the aquatic environmeiindcaninhibit enzymatic activities
of cytochrome P450 (CYP), including several CYP involved in steroidogenesis in vertebrates.
However, little informationis available on the endocrine disruptingotency ofthese
chemicalsin fish in vivo. In this contextthis thesis aimgo characteze the mechanism of
action of thepharmaceutical clotrimazole on testicular steroidogenesis in zebrefisg a
network of functional genes along the brgituitary-gonadaxis andto evaluate theffect of
clotrimazoleon spermatogenesis.

We show that clotrimazole is able to affect steroidogenesis differentigro andin vivo (i)
the exposure of testicular explants vitro inhibits the synthesis of 1Hetotestosterone,
showing a direct actioanthe testis, and (iijn vivoexposurdancreases the transcript levels
genes involved isteroidogenesis. Mintegrativeapproachof gene expressiomeasurements
along thepituitary-gonad axis highliglsta mechanism of biologicatompensation, with a
critical role of the FshFsR pathwayin mediating the effects of clotrimazole oesticular
steroidogenesid-inally, effects on spermatogenesis were obseirvet/o following chronic
exposure to clotrimazole, with an increaseG&l as well as innumber of Leydig cells
Elevatal levels of circulating 1-KT were also observed hese observatiorgre consistent
with measurements amolecular levelsince we obsereean overexpression of celpecific
markers, i.epiwill andigf3.

Taken together, these data show the intereahafitegrative approaciksombining (i)in vitro
andin vivo experimentsand (ii) the study of &unctionalgene network performed in parallel
with tissue analysis in orddéo characterize the meafiam of action of clotrimazole. This
approach could be esttded to other compounds acting as inhibitors of CYP. This veis&s
further concerns primarily on the study of the functional impact of clotrimazole on

reproduction, including male and female studies.

Keywords: azole fungicides, endocrine disruptsteroidogenesis, spermatogenesis, zebrafish

(Danio rerio),in vivoandin vitro.



Abréviations

3 -HSD: 3 - hydroxystéroide deshydrogénase

11 -HSD: 11 -hydroxystéroides deshydrogénase

11-KT : 11-kétotestostérone

17 -HSD: 17 -hydroxystéroidegdeshydrogénase

AChE : acéthycholinestérase

Aqit = spermatogonies différenciées de type A

Aund : Spermatogonies indifférenciées de type A

AhR : aryl hydrocarbon receptofrécepteur des hydrocarbures aromatiques)
Amh : anti- mullerian hormonghormone antimullerienne)

AMPc DGpPpQRVLQH T 1 PRQRSKRVSKDWH F\FOLTXH
AR : androgen receptofrécepteur des androgénes)

ARNmM : acide ribonucléique messager

CAR : constitutive androstanes receptau récepteurs des androstanes
CYP : cytochrome P450

Cypllcl: cytochrome P450 11-hydroxylase

Cypl7al: cytochrome P450c17 (1+ydroxylase / 17, 20/ase)

Cypl19: cytochrome P450 aromatase

CYP51: cytochrome P450 14déméthylase

DHEA : déhydroépiandrostérone

DHP: . -dihydroxy-4-pregner3-one

Dmrtl : doublesex and mab related transcription factor 1

DMSO : diméthylsulfoxyde

DPH : day post hatch

E,:17-°VWUDGLRO

EE,: 17 .-ethinyt °VWUDGLRO

ELISA : enzymdinked immunosorbent assay

eSR34: eel spermatogenesis related substance 34

FgB : fibrogene B



FgC: fibrogene C

FI IDFWHXU GfLQGXFWLRQ

Foxl2 : forkhead box L2

FSDT : Fish Sexual Development Test

FSH : follicle-stimulating hormonéhormone stimulant le follicule)

FshR: follicle-stimulating hormone receptor

FSK : forskoline

GH : growth hormonéhormone de croissance)

GnRH : gonadotropinreleasing hormone@onadolibérine)

Gnrh3 : gonadotropinreleasing hormone 3

GSI : gonadesomatic indexXrapport gonad@omatique)

HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques

HPG : axis: hypothalame pituitary- gonadalaxis (axe hypothalamubypophysegonade)
HPLC : Hight Performance Liquid Chromatography

HSDs: hydroxystéroides déshydrogénases

IGF-1: insulin-like growth factor 1

Imposex: imposition of male sex characteristics on female snails

Jpf : jourspostfécondation

LbT2 : lignée cellulaire hypophysaire gonadotrope

LH : luteinizing hormonghormone luteinisante)

Log Kow : coefficient de partition octanaau

MAS : meiosisactivating sterolgstéols activania méiose)

ND : Non détecté

LOD : limit of detection(limite de détection)

OCDE : organisation de coopération et de développement économiques
OMS : organisation mondiale de la santé

OSPAR &RQYHQWLRQ SRXU OD SURWHFWLRQ GEXt (@EPARKOUrOBIRALEY) GH OT$W
P450scc: cytochrome P456idechain clivage également appelée Cyplla
PBDE : polybromodiphényléther

PBS: tampon phosphate



PCB : polychlorobiphényls

PE : perturbateur endocrinien

Piwill : piwi-like 1 ouziwi

PR : progesterone receptau récepteur de la progestérone
PXR : pregnaneX receptor

Q-PCR : quantitative polymerase chain reaction

RT : reverse transcription

Sox9: SRY (sex determining regionbgx 9

SPE: solid phase extractiofextraction en phase solide)
SSC: spermatogoniastem cell

StaR : steroidogenic acute regulatory protein

STEP VWDWLRQ GTpSXUDWLRQ GHV HDX[ XVpHV
SXR : récepteur des stéroides et des xénobiotiques

T : testostérone

TBT : tributylétain

TCDD : 2,3,7,8tétrachlorodibenz@-dioxine

Vtg : vitellogénine



Sommaire

INTRODUCTION GENERALE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 5
l. Les perturbateurs endocriniens: généralité 6
|.1. Définitions 6
.2. ' HV PpFDQLVPHYV GYYDFWLRQ YDULpPV 7

|.2.1. Effets directs sur les récepteurs nucléaires :
|.2.2. Effets non relayés par les récepteurs nucléaires

Il. Les azoles fongicides des polluants émergents 11

[1.1. Définition et utilisation : 11
1 OpFDQLVPHV GYDFWLRQ GHV DJROHV DQWRIRQJLTXH!

II.3. Les fongicides azolé6 DQV OTJHQYLURQQHPHQW DTXDWLTXH

II.4. Effets biologiques des azoles 18
lll. La stéroidogenése 20
[11.1. Définition 20
[11.2. Les acteurs moléculaires destéroidogenésesticulaire 21
[11.3. Lastéroidogenéseerébrale 22
IV. La spermatogenesehez les poissons 23
IV.1. Généralité 23
IV.2. Structure du testicule 23
IV.3. Processus de spermatogenesehez les vertébrés 25
IV.4. Processus de &permatogenesghez les poissons 26

V. Le controle de lastéroidogenéset de laspermatogenésehez les poissons téléostéens

28



V.1.LerdlH FHQWUDO GH O fHypbphysSRNAd¢D ODP XV 28

V.2.Les hormones stéroidiennes

V.3. Les autres régulateurs desté&oidogenese et de la spermatogenese

V.3.1.Facteurs protéiques

V.3.2. Neurohormones et facteurs de croissance
OBJECTIFS DE LA THESE
CHOIX BIOLOGIQUES ET DEMARCHE EXPERIMENTALE

I. Choix biologiques

I.1. Modélebiologique : le poisson zébre

[.2. Choix des molécules :
1.2.1. Les fongicides azolés
.2.2. /[T HWKLQ\O °VWUDGLRO
1.2.3. La forskoline

Il. Expositions

[I.1. Expositionsin vivo
1.1.1. S RQWU{OH GH OYH[SRVLWLRQ
[1.1.2. Prélevement des échantillons biologiques

[I.2. Expositionsgn vitro
[1.2.1. Méthode de mise en culture des explants testiculaires
[1.2.2. Exposition et traitement des explants testiculaires

lll. Mesures des paramétres biologiques

1 OHVXUH GYH[SUHVVLRQ GH JgQHV
[11.1.1. Choix des genes cibles
[11.1.2. Méthode de quantification des génes
[11.1.3. Expression des résultatg&nes»

[11.2. Immunohistochimie et dosage de-kétotestostérone

32

33

36

38

39

39

40

44

42

46

48

48

53



[11.2.1. Immunohistochimie par fluorescence

[11.2.2. Dosage de la 1-kétotestostérone

[11.3. Analyse morphométrique de $permatogenese 55

RESULTATS

57

Chapitre | : Effets du clotrimazole sur la stéroidogenése testiculaire chez le poisson

zébre adulte

Contexte

Objectif et démarche expérimentale
Résultats principaux

Résultats complémentaires
Conclusions

Article 1

&KDSLWUH ,, (IIHWV

59

59
59
60
61
66
67

GX F GyRapHydendidehbz\IeXpdisf Rk

DGXOWH OYLQGXFWLRQ GH OD VWpURWGRJHQgqVH SDU OH FC

76
Contexte 76
Objectif et démarche expérimentale 76
Résultats principaux 77
Résultats conlpmentaires 77
Conclusions 78
Article 2 80
&KDSLWUH ,,, (l1HITHW GTXQH H[SRVLWLRQ GH MRXUV DX |
gonade et impact sur la spermatogenése 95
Contexte 95
Objectif et démarchexpérimentale 95
Résultats principaux 96



Résultats complémentaires 97

Conclusions 99
Article 3 101
DISCUSSION GENERALE 118
l. Les effets du clotrimazole et les mécanismes sejasents en jeu 120
I.1. Les effets directs du clotrimazole 120
l.2. Les effets indirects du clotrimazole 121

| OpFDQLVPH GIDFWLRQ

1.2.2. Effets du clotrimazole sur permatogenése

[.2.3. Bilan
[.3. Limites de la démarche expérimentale 125
[l. Utilisation des connaissances pour une évaluation du risque 128

. ,QWpUrWV GH OfpWXGH GDQdes)xXigngers ¢t das3istite LY H C

des perturbateurs endocriniens dans un cadre reglementaire 128

[I.2. Vers une approche intégréd W XQH PRGpOLVDWLRQ GHV FULWQ

perturbation 131
CONCLUSION ET PERSPECTIVES 134
ANNEXE 1 139
ANNEXE 2 141

BIBLIOGRAPHIE 167



Introduction générale

Introduction générale



Introduction générale

'HSXLV XQH YLQJWDLQH G 9 Dpermaiadrs énbDocrdlemsV (REERS G H
OfHQYLURQQHPHQW D VRXOHYp GH QRPEUHXVHV LQWHU
scientifique en raison &b risques TX{LOV UHSUpVHQWHQW SRXU OfTKRPF
(Colborn and Clement 1992; Kavlo&k al., 1996) En effet, lesPE peuvent causer des «

effets néfastes sur la sant€ { XQ RUJDQLVPH RX VD GHVFHQGDQFH
changements de la fonction endocrindGCDE, 1999)(Who 2002) Leurs mécanismes
GIDFWLRQ VXU OH V\VWgPH HQGRFULQLHKQVXRE QW H DNFLEMD*
pPWDSHV GH OD UpJXODWLRQ HQGRFULQH GHSXdn\auOD V\QV
niveau des tissus cibleavlock et al, 1996) 2XWUH FHWWH GLYHUVLWp G
regroupent une vaste catégorie de substances chimiques de natures et de structures trés variées
puisque sous ce terme saegroupés aussi bien les hormones naturelles, les hormones de
synthése que des pesticides, des polychlorobiphényls (PCB) ou encore des hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAP).

/I THQYLURQQHPHQW DTXDWLTXH HVW OH UpFHSWDFOH X
ou pURYHQDQW GH O GumwWwterylov8)e& Brgdnikr@esl aquatiques sont par
conséquent des cibles privilégiées des PE. Depuis ces 20 dernieres années, des travaux ont été
menés en laboratoire ou dans le milieu aquatique, révélant des effets dengposeés sur la
physiologie dda reproduction des poissoligos et al.,2000) Plusieurs études ont établi un
OLHQ HQWUH OD SUpVHQFH GH 3( GDQV OTHQYLURQQHPHQ
reproduction chez certains organismes aquatiigler et al., 1998) (Vos et al., 2000Q)Par
exemple,chez des femelles gastéropodes expoa@aesibutylétain (TBT), un agent biocide
utilisé dans les peintures aftiDOLVVXUHV GHV hipasitichof prhaeSdew H [
characteristics on female snajlent &éé observé¢Bryan and Gibbs 1991Thez les poissons,
des perturbations de protéines hormomgulées ainsi que des altérations histologiques dans
les gonades males ont été esien évidence et res | OTH[SRVLWLRQ j GHV F
°VWURJgqQHYV (Bdbihgé&vdl. TIXI8)V

Dans ce contexte, il est nécessaire de mener des actions de recherche pour développer
GHV RXWLOV SHUPHWWDQW FTpKYD/ORHPNYOHYT8 PSRNAHLWWL R/ (
aguatiques a ces substances chimiques, et de détecter de maniere précoce des effets liés aux
3( -XVTXYj SUpVHQW OHV WUDYDX[ PHQpV VXU OHV 3( VH
composés qui agissent commagoQLVWHYV GHV UpFHSWHXUV GHV °VWU
SULQFLSDOHPM@WDG@GHRO@H-HfWKLQ\O °VVY,UiaiedeR Comgdseés

regroupent également les alkylphénols ou encore les bisphénols. Ces PE peuvent mimer
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Introduction générale

OfDFWLRQ GH OTHQWGRIGQRIOHQYD WKQWOFDSDEOHY GILQGXL
°V W U R EguER Par exempldg vitellogénine (Vtg), qui estin précurseur des protéines

du vitellus, produite par le foie des femelles vertébrées ovipares en réponse a la circulation

G 1 °V Wdd Rrig@gnes, puis acheminée par le sang vers les ovaires, est induite chez des
PKkOHV H[SRVpV j GHV FRPSRVpV °VWURJqQLTXHV HW FRQ
GT°VWURJqQLFLW gSwhieiarHd BoRliag OB Hylet al., 1999; Brionet al.,

2002) &KH] OHV RUJDQLVPHV DTXDWLTXHV OfH[SRVLWLRQ D
asociée a des effets néfastes sur la reproductisnndévidus et des populatiorfdobling et

al., 2002; Nastet al.,2004) Certains outils développés dans lereade ces recherches, dont

OH EXW HVW GH GpWHFWHU OHV °VWURJqQQHYV PLPpPpWLTXHYV
Ainsi, la présence de Vtg chez Ipsissons males est un parameétre pris en compte dans le

cadre de lignes directrices mises en plaa&pO 12 &' (

&HSHQGDQW OHV SHUWXUEDWHXUV HQGRFULQLHQV SH
QH SDVVDQW SDV SDU XQH LQWHUDFWLRQ DYHF OHV UpFHS
de perturbatiomndocrinienneomme la détection de Vtg peutréeéler inadapt@our mettre
en évidence une perturbation endocriniere plus,Ja concentratioren Vtgchez un poisson
male ne permet pas de conclure sur sa santé physiologique, ni sur sa capacité de reproduction.
'DQV OH FDGUH JpQpUBW\G KB HOV B\ XIGCH DGEH\D BIDVW GRQF HV VI
PpFDQLVPHY GYDFWLRQ HQ OLHQ DYHF OD IRQFWLRQ GH UF
stéroidogenese gonadique sembletipente. En effet, ce processus espporté par une
cascade de réagns enzymatiques dont le but est de synthétiser des hormor@disténes
DFWLYHV FRPPH OHV °VW U R praessuste/laGtéryidagenéserBglig Q H V
directement au niveau central par les gonadotropines hypophysairg Luteinizing
Hormone») et Fsh(« Follicle Stimulating Hormone) et de maniére plusSpQpUDOH SDU Of
Hypothalamus Hypophyse Gonade (HPG). Lastéroidogenésgoue un rble dans la
gamétogenéséreproductim), le développement ou encore le comporteméEert processus
remplt GRQF GHV IRQFWLRQV ELRORJLTXHV HVVHQWLHOOHYV j

Il sembledonc important deonsidérer les perturbations desk&roidogenése. Parmi
OHV HQJ\PHV LQWHUYHQDQW GDQV FH SURFHVVXVitGH OD
OTDQGURVWPQpPpEHW @D HWVH NWWRIVRVPHURQH HQ °VWUDGLRO HV
composeés chimiques, qui vont moduler son &étivar exemple, plusieurs fongicides azolés
GRQW OH PpFDQLVPH GYDFWLRQ SULPDLUH HVW OYLQKLEL
GILQKLEHU OfDFWLYLWp GH O9YDUR P DaWWzimatiue,Tehez BSSDUW |
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poissongVinggaardet al.,2000; Hinfrayet al.,2006) & HSHQGDQW OYDURPDWDVI
pWDSH SDUPL GYDXWUHY GDQV OH SURFHVV Xive&éHe @D VWpU

réaction enzymatique.

L fiBjectif de cetteaheseHV W G { p W X G L PEsuar$iéraitibpldndssi@idaire
HQ VIDSSX\DQW VXU XQ UpVHDX GH JgQHV IRQFWLRQQHOV
central Les composés chimiquagilisés sontdes fongicides pharmaceutiques azoks,
particulier le clotrimazolequi a été sélectionné en partie pour sa capadité@iberin vitro et
invivo OTDFWLYLWp GH FHUWDLQHYV HeQlitRiEl ¥ travdil eStiBon¢ W p U R w C
Gafndiorer les connaissances surkRGH GO RWLIIRWNWULPD]JROH HW GfpYDC
sur laspermatogenése DQV OH PrPH WHPSV LO VY{DJLUD GH PHWWUH
souhaite savoir si ce sont de bons indicateurs pour détecter des PE etppaline« des
effets sur la reproductiomdR XU UpSRQGUH j FHV TXHVWLRQ QRXV DYR
modele le poisson zebr®4nio rerig), qui a une biologie connue gqui estfréquemment

utilisé entoxicologie
/IH PDQXVFULW VTRUJdDipht¢éH GH OD PDQLqUH

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a la synthese bibliografihigiee
poser les bases de ce travail de these. Dans un premier temps, la problématique des
perturbateurs endocriniens a été abordée en décrivant de maniére desaikiéerentes
FODVVHV GH SHUWXUEDWHXUYV HQGRFULQLHQMWsHQUSIRQFW L
sommes particulierement intéressés &mgicides azolés. Les deux autres parties ont été
consacrées a un état des lieux des connaissancesst@roéogeneset la spermatogenese
FKH] OHV SRLVVRQV WpOpRVWpHQV HQ VIYLQWpPpUHVVDQW

composeés chimiques.

La seconde partie présente les objectifs précis de la these et la démarche expérimentale
PLVH HQ °XYUH SRCétte paltipe3ReQE&IL QW U R G X LRésats>FKIiD SLW UH
VIDUWLFXOH DXWRXU GH WURLY DUWLFOHV GHX[ DFFHSWp
été associé a un résumé en francais rappelant la démarche, les objectifs et les principaux
résultats Pour venir appuyer et enrichad résultats principaux, des résultats complémentaires

ont été présentés.

Enfin, unederniére parti@ permis de discuteros résultatet de legeplaer dansle
FRQWH[WH SOXV JpQpUDO GH OD SUREOpPPDWLTXH GHYV
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|. Les perturbateurs endocriniens: généralité

[.1. Définitions

Au cours de ces 40 derniéres années, de nombreux exemples ont montré que des
VXEVWDQFHYV SUpVHQWHV GDQV OYfHQYLURQQHPHQW VRQV
SK\VLRORJLH HW O 1THQ G R RRIitm@Rt@IR 1076{ GalbbYleral, 1998§) D¥ P HV
SOXV OTHQYLURQQHPHQW DTXDWLTXH FRQVWLWXH OH UpF
les organismegqui y viventensont des cibles privilégiédSumpter 1998; Tyler et al., 1998;
Hernandocet al.,2006).

Parmi ces composés, les « perturbateurs endocriniens » (PE) ont été définis de maniere
générale patlO fRUJDQLVDWLRQ PRQGLDOH GH OD VDQWp 206 FR
exogenes #&rant les fonctions du systeme endocrinien et induisastedfets nocifs sur la
VDQWp GIXQ RUJDQLVPH LQW D F)Wopukatibng HWhaG2002FIld gh6 D QW V |
egalement été définis en considérant leurs mécanisnudtiples G DFWLRQ VXU OH V
endocrinien figure 1) comme« des substances chimiques exogéenes qui, interférant avec les
IRQFWLRQV GX VI\IVWgPH KRUPRQDO ULVTXHQW GYLQIOXHQF
GH VpFUpWLRQ GH WUDQVSRUW GYDFWLRQ HW GYfpOLPLQ
hormonev UHVSRQVDEOHV GH OrfduRtiBrpdr du@nparteémeBtikadaok U H S
et al., 1996)

Figure 1: Ciblesdes PE au @& du systémendocrinen
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$ FH MRXU OYDFWLYLWp GH SHUWXUEDWLRQ HQGRFUL
environnementaux a été démontrée ou suspeGémrission européenn@007). Ces PE
sont structurellement et fonctionnellement trés divers et ils appartiennent a différents groupes
GH FRPSRVpV FKLPLTXHV GYRULJLQdbing@italy 20084 dohkkigs R X DQ
et al.,2008):

- SDUPL OHV 2g(natufeReUdnHWURXYH GHV KRUPRQHV VWpURwW
progestérone, testostéroneH W) Fdes phytehormones (génistéine, coumestrol, flavonoides,
coumestrol H W) Bu «es mycéhormones (zéaralénone et ses métabolités W F  «

- /IHV 3( GTHRWAQMKpWLTXH UHJURXSHQW GH QRPEUHXVHYV
humaine, comme des plastifiants (phtalates, bisphénol MW I, des pesticides
(méthoxychlore, atrazine HW ) des substances pharmaceutiques (ettmagtradiol,
diethylstilbestral HW B, des cosmétiquespdr exemple filtres UV), des dioxines par

exemple: TCDD), des composés halogénés persistants (HAP, PCB, PBBEN)F des
détergentsar exemple alkylphénols), ou encore des métaux lourds (cadmium, uramtom

«). Ces compsés chimiques proviennent de différentes activités, industrielles, agricoles ou

urbaines.

Parmi les molécules citéesi-dessuscomme exemple certaines sont des xéno
°VWURJgQHYV HW YRQW SRXYRLU LQWHUDJLU DYHdesOHV Up
molécules sont parmi les yd décrits dans la littératur€fyler and Routledge 1998)
&HSHQGDQW OHV PRGHV GIDFWLRQ GHV 3( SHXYHQW rWUH
°VWURJgQHYV

.2.'"HV PpFDQLVPH&ES IDFWLRQ

Les PE peuvent moduler le systéme endocrinien@aV PpFDQLVPHYV GIDFWLR
complexes, causant des effets néfastes surllulX UV IRQFWLRQV GH OTRUJDQI
exemple lareproduction, nfimunité,ou encore le systéme nervells peuvent en effet agir
VXU OTHQVHPEOH GX V\VWgPH HQ @Ga’ fhormQnesMX V GXH X DV XQIL
catabolisme, en passant pdes actiors au niveau des tissus cibleg(re 1 /ITXQ GHYV
mécanismes les plus documenté est la capacité denseRia interagir avec les récepteurs

nucléaires et a moduler les réponses géniques contrblées par ces récepteurs.

'Commission européenne, 20@ocument de travail "Community
Strategy for Endocrine Disrupters'a range of substances suspectt
of interfering with the hormone systems of humans and wildlife. 7
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|.2.1.Effets directsur les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont normalement activés par la fixation de ligar{d}s)
naturel(s) et ils agissent comme facteurs de transcription en se fixant sur leurs éléments de
UpSRQVH DX QLYHDX GHV SURPRWHXUV DILQ GH UpJXOHU
certains PE peuvent mimer les ligands naturels et venir e dixx niveaux des récepteurs
nucléaires, perturbant ainsi les régulations transcriptionnelles contrélées par ces récepteurs. lls
peuvent ainsagir comme des agonist(BR X GHV DQWDJRQLVWHY 3DUPL OHYV
impliquant des récepteurs nucléajrdss effets de PE interagissant avec les récepteurs
KRUPRQDX[ VRQW OHV SOXV pWXGLpV LO VDJLW SULQFLS
et dans une moindre mesuresdécepteurs aux androgéenes (ARjayet al.,2006)ou encore
des UpFHSWHXUV j OD SURJHVWpPURQH 35 ,0 H[LVWH FHS
nucléaires, comme les récepteurs aux xeénobiatiqénorécepteurs) le récepteur a la
dioxine (arylhydrocarbon, AhR) ; le pregnane X receptor (PXR) ; ou efeoéeepteur des
stérddes et des xénobiotiques (SXR)e tableau 1 montre de mani@& non exhaustive
guelques exemples de ligands, naturelsynmihétiques, des principaux récepteurs nucléaires.

Tableau 1: exemples de ligands environnementaux des principaux récepteurs nucléaires chez
OTKRPPH HWidsdslk]éastdens

NB : en italique sont indiqués les ligands natudels récepteurs nucléaires
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$ILQ GJLOOXVWUHU OD FRIRBEQW HsrEd/dePrpdepeutsV P H V
QXFOpDLUHV OfH[HPSOH GYH[SRVLWLRQV jfightd\2) EptQR°VW U
LOQWpPpUHVVDQW /HV [p QERE\sBMiERaug QRial induRdnPadtranscioptide
JGOQHV °VWWRIXE@PR/ FRPPH O D GRS queVIDAcAiner exenpieVial
TCDD) est le ligand de référence du récepteur AhR. Plusieurs études ont rapgbH§ LV W H Q F H
de relation entréesvoies ER et AhR suite a des-cexpositons de composés homologues a
GHV °VWauRJayQ}ihe (Safeet al.,1998; Ohtakest al.,2003) Il a ainsi été démontré
qgue laTCDD (2,3,7,8tetrachlorodilenzap-dioxin) pounait avoir un effet anti °V W Uigué g
sur des modeles poissoinsvivo et in vitro (Bemanianet al.,2004; Cheshenket al.,2007)
probablementddDLW GH OfLQWHUDFWLRQ H(QM&akeet aD,PIOO7H K5 HW OH'

Par alilleurs, les ligands du récepteur AhR peuvent égaleagémpar une voie non
génomique ODFWLYDWBR@ YRH XHISKIDVVHPEODJH GTXQ FRPSO
dont il est une des composant€glainduit alorsla dégradation du EFOhtakeet al.,2011)

Figure 2: interaction complexe de PE avec les récepteurs nucléaires ER et AhR
G 1 D Safeev al., 1998 ; Ohtake et al., 2D03
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(QILQ XQH GHV UpSRQVHV WUDQVFULSWLRQQHOOH OH
HQWUH GHV 3( HW GHV UpBHIS @ HX[SW HAMN RO IGHGId6E QVHLR QF F
enzymesdu métabolisme desxénobiotiques,assuré principalemen par deux catégas
G THQ]\ Rslevizymes de phasedites de fonctionnalisation, et leszymes de phase Il
dites de conjugaisorfigure 3). /T H[S U Hi¢8/deRe® codant pour ces enzymes de phase |
RX GH SKDVH ,, HVW LQGXLWH SULQF LeS keadbietiques\et \eX LW H |
récepteurs PXR et CAR, ou encore AffRuegueret al.,2006; Timsit and Negishi 2007; di
Masiet al.,2009; Ihunnalet al.,2011)

Figure 3: métabolisme des xénobiotiques
CYP = Cytochrome P450, GST = Glutathiontr&nsférase, UGT = Glucoronyl Transférase
MDR = Multi- Drug Resistance, MRP Multi-Resistance Protein

Ces enzymes du métabolisme des xénobiotignesviennent également dans le
catabolisme hormonal, qp HVVHQWLHOOHPHQW OLHX GDQV OH IRLH
tissus, dont les gonades, comme démaopairéexemplehez O D P R U Rtthn(@tie(BUfoy
et al.,1994)

Il existeégalementGf{DXWUHV PpFDQLVPHV QH SDVVDQW SDV S

ce jour moins étudiés et tout aussi complexes.
|.2.2.Effets non relayés par les réceptentgléaires

"{DXWUHV SHUWXUEDWHXUV HQGRFULQLHQV RQW GHYV

les récepteurs nucléaires mais pouvant interférer directement avec le systeme endocrinien au

10
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niveau de la synthése des hormones, de leur métabolisation ou eectear transport
(Figure 1).

Certains PE peuventinsicibler lastéroidogenesejui est le processus de biosynthése
des hormones. Une enzyme qui a été mise en lumiére par de nombreuses études chez les
YHUWpPEUpV HVW OfYDURPDWD Vdtost€né&lione o la teR@3térbig W LW
respectivement e VW URXQH°VWUDGLRO ,0 D HQ HIIHW pWp GpPRQ\
de pesticides utilisés a travers le monde entier peuvent affecter (généralement inhiber)
OfDFWLYLWip Vvrtt Bep® Wiffergrits modeles de vertéb(@sason et al., 1985;
Vinggaard et al., 2000; Sandersenal., 2002; Zarnet al., 2003; Heneweeet al., 2004,
Hinfray et al., 2006)Des expositions en condition contr6lée de laboratoire ont démontré que
OHV LQKLELWHXUYV G{DURPDWDVH SHXYHQW SURGXLUH GHYV
sur le succe de reproduction des poissoffnkley et al., 2002) Par ailleurs, des études
UpFHQWHYV VXJJqUHQW stéroro@2efid3e3t\apsodite/d BRe® effets dolEteres
observés chez des poissons dans leur environnemergliiilimkssoret al.,2003; Lavadaet
al.,2004) 'X IDLW GH OHXU PRGH G9DFWIYR(es &basgongiitlesO L QK L
peuvent affecter latéroidogenesejui est un processus supporté par une cascade de réactions

enzymatiques, dont des CYP.

II. Les azoles fongicles: des polluants émergents

[1.1. Définition et utilisation

/IHV D]J]ROHV IRQJLFLGHV VRQW GHV PROpFXOHV PRQ
DQWLIRQJLTXH ,0V VRQW HPSOR\pVY GDQV OYfDJULFXOWXUH
GDQV OH WUDLWHPHQW GHV P\FRVHV FKH] OTKR$IEH 3DU
traitement de certaines maladies dépendantes des hormones stéroidiennes sexuelles. lls sont
ainsi administrés a des patients pour le traitement de certains cancers pour son action anti
°VWURJpQLTXH FRPPH SDU H[HPSOH $&Xdds anmhizd postU OH F
ménopauségd@ ltundag and Ibrahim 2006)

11



Synthese bibliographique

1.2.0pFDQLVPHYV GIDFWLRQ GHV DJROHV DQWLIRQJLTXHV

En fonction de leur structure chimique, les composés azolés antifongiques
appartiennent a différentes classes, comme les triazoles ou encore les imidazoles. Cependant,
leuU DFWLYLWp DQWLIRQJLTXH SDVVH SDU OH PrPH PpFDQL
conversion du lanosterol en ergostéfBbkpinellngroff 1997; Georgopapadakou 1998
FRPSRVDQW HVVHQWLHO GH OD PHPEUDQH FHBOXODLUH
déméthylase (CYP51) qui appartient a la grande famille des cytochromes (€¥5)

(Troskenet al.,2004) /HV D]JROHV SHUWXUEHQWménb@ieLceOufade/ VHP E O
chez les champignons ou chez les levures, conduisant a la mort celfidaire 4). De plus,
OfLQKLELWLRQ GH OD V\QWKgqVH GTfHUJRVWpPURO FRQGXLW
stérols méthylés, interférant avec la fonction@qfHUJRVWPpURO FH TXL FRQWUI
structure de la membrane plasmique et a arréter la croissance ce(ditsiecock 1993)

Cela va donc rendre la membrane cellulaire pu®@pUDEOH HW DOWpUHU OfDF
enzymes transmembranaires, comme celles associées au transport de nutriments
(Vandenbosschet al.,1993) R X G ZHri@at al.,2010)

&H PpFDQLVPH GIDFWLRQ ELRFKLPLTXH HVW j OD EDVH
GDQV OYDIJULFXOWXUH RX GDQV OHV WKmpaesSLHY DQWLP\FR

Figure4: VFKpPD GX PpFDQLVPH GIDFWLRQ GHV D]JROHV Il
sur les champignons ou les levures

12
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1.3./HV IRQJLFLGHV D]JROpV GDQV OTHQYLURQQHPHQW D"

ITPWXGH SRXU OHIE GonkabhwltidhLdésl ressources en eau par les
SHVWLFLGHV HW OHXUV UpVLGXV HVW XQ HQMHX PDMHXU G

Figure 5: 9RLHV GJHQWUpPH GHV IRQJLFLGHV D]JROpV GDQV O
67(3 VWDWLRQ GIpSXUDWLRQ GHV HDX[ XVpHV

/ITXWLOLVDWLRQ @gdradlture, pdurHd @eméntHb@cide des matériaux
(Kahle et al., 2008) comme le bois ou le bétormpais surtout comme produits
pharmaceutiquegt phytosanitaire®st la principale source dmntamination des milieux
aguatiques. Par emple, les fongicides a usage agricole vont pouvoir contaminer le milieu
aguatique via le ruissellement des eaux de plpg exemple(DelLorenzoet al., 2012).
Cependant, la principale caminaion des écosystemes aquatiquasnt des stations
GIpSXUDWLRQ 67(3 SXLVTXH OHV FRPSRVpV DIRa@®DpV QT\
exemple(Hilton and Thomas 2003; Stamats al., 2010; Van de Steeret al., 2010). Par
ailleurs, les boues des STEP, qui servent a capter les azoleg€gadenent étre une voie
GIHQWUpH VHFRQGDLUH GDQV Ofigure KD O plusDcefddihesy X LV V H
caractéristiques des fongicides azolés, comme leur pprQEH GDQV OYHDX HW G|
(Bromilow et al., 1999a; Bromilowet al., 1999b) due a leur stabilité face a la dégradation
hydrolytique, photolytique ou biologique, souléveles questions concernant leur impact sur
les écosystémes aditpies. Leur propriété hydrophobe (log Kow élevé) en font aussi des
composés qui vont potentiellement se fixer sur les sédiments et étre bioaccumulés dans les

tissus agpeux des organismes aquatiq(esschkaet al.,2007)

13
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&HSHQGDQW OHV WUDYDX[ YLVDQW j pWXGLHU OYRFFX
azolés dans les eaux usées et les eaux de surface ou souterraines sont relativement limités et
récentgpar exemplgStan and Heberer 1997; Thosnand Hilton 2004; Lacest al.,2012).

(Q HIITHW OHV PHVXUHV GDQV OTHQYLURQ TtamsKHa@MmanR QW U p
alors que les fongicides azolés sont produits, pour certains, depuis plus de 40 ans. En cela, on
peut dire que ce solctHVY SROOXDQWYV pPHUJHQWY FDU ELHQ TXTLO
PHVXUH GDQV OfHQYLURQQHPHQW HVW UHODWLYHPHQW Uy
SHX pWXGLpV $ WLWUH GYH[HPS O Houblalpredi&a\disleBIBIR OH D p
(OSPAR 2005kt les premiers travaux rapportant des concentrations réelles dans les eaux de
surface aux RoyaneUnis datent de 20042005 (Thomas et al., 20Q&Roberts and Thomas

2005)

Depuis ces premiers travaux, plusieurs études ont permis de rendre compte de la
contaminatbn environnementale par les azoles dans différents compartiments des
ecosystemes. Les tableaux qui suivent regroupent, de maniere non exhaustive mais
représentative, les concentrations de différents azoles mesurées dans les eaux de surface
(Tableau 2), danv= OHV DIIOXHQWYV RX WULEXWDLUHV HW OHV
(Tableau 3 DLQVL TXH GDQV OHV ER XTbMe#n ). VWDWLRQV GfpSXU

'DQV OHV HDX[ GH VXUIDFH OHV FRQFHQWUDWLRQV F

plusieurs centaines de/hgTableau 2).

14
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Tableau 2 : Concentrations en azoles dans les eaux de surface

ND : Non détecté, LOD : Limite de détectidBDL : en dessous de la limite de détection

Par rapport aux eaux de surface, les concentrations ers apokeglobalement plus
élevées aux niveaux des affluents et les molécules sont partiellement dégradées ou captées par
GHV ERXHV GYRe GHV FRQFHQWUDWLRQV VRXYHQW SOXV |
les pourcentages de dégradation entre legesntet les sorties de STEP sont différents en
fonction de la moléculetdbleau 3). Par exemple, la concentration en miconazole est
fortement diminuéepar exemple89% dans une STEP en Belgique, mesures réalisées en
hiver-janvier, (Van de Steene et al., 2018lrs que la concentration en propiconazole est
globalement moins diminué@dr exemple33% dans la méme STEP de Belgique, mesures
réalisés en hivgr (Van de Steene et al.,, 201@)ne quantité non négligeable des azoles est
donc captée par les boues de STEP, dans lesquelles ils atteignent des concentrations allant du

Hg/kg au mg/kgtableau 4).
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uoireaynuenb ap aNwi = OO toNBIEP 9P AUWIT = 0T $19919P UON = AN

1X) OH 0¥ IMANXsdho ADYTMAMASHEYS S3| 12 SJUdN|YE S| SUBP SI|0ZE U SUOHRIIUSDUOD : € Nedjge |
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Tableaud &RQFHQWUDWLRQV HQ DJROHV GDQV OHV ERXHV C

ND : Non détecté, LOD : Limite de détectjadviQL : limite de quantification

Dans le cadre de ce travail de thas®)s nous sommes particulierement intéressés au
clotrimazole, qui est un fongicide pharmaceutique dont la principale application est le
traitement des infections fongiques dermatologiques et gynécologiques. Il figure depuis 2002
sur la liste OSPAR des prodLWV FKLPLTXHV GHYDQW IDLUHdD§REMHW C
EXW GH UpGXLUH VRQ pPLVVLRQ HW VD FRQEKEWEDWLRQ
O8QLRQ (XURSpPHQQH LO QMH[LVWH TXTXQ VHXO VLWH Gl
fabricant.Ce site produit environ 10 tonnes de clotrimazole par an en Europe gtiamtié
identique est importée. Au total, il y a donc 20 tonnes de clotrimazole qui sont produites ou
LPSRUWpPpHV SDU DQ DILQ GIrWUH XWLOLVpV QstilQFLSDO
pharmaceutiqud.a principale sourcde contaminationer ORWULPD]ROH GDQV OfTHC
aguatique est le réseau des eaux usées qui va sansietroduction dans Iilieu aquatique
via les STEROSPAR 2005) Il est retrouvé a des concentrations allant du ngpluaieurs

17
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dizaines de ng/ldans les eaux de surfa(@bleau 2) et est fortement concentré dans les
boues de STEPtdbleau 4 &ERQFHUQDQW FHV HIIHWYV ELRORJLTXH
GILQKLEHU GH &<3 GDipo/denthmmiPdReCoq OeHpdiss@viinggaardet al.,

2002; Hinfray et al., 2006Par contre, ces effets biologiqueivo sont trés peu étudiés.

II.4. Effets biologiques des azoles

/HV DJ]ROHV IRQJLFLGHV YRQW DJLU SDU LQKLELWLRC(
FKDPSLJQRQV &HSHQGDQW OHXU VSHFWUH GIDFWLRQ HVW
&<3 FKH] G 1DXW U H skllées \d8xydrtebves(MNBBoQ @t al., 1985; Troskest al.,
2004b) Les azoles sont notamment connus pour cibler une enzyme de la biosynthése
hormonale ¢téroidogené$e OYDURPDWDVH &\S 'H QRPEUHXVHV pW
in vitro mammiferHV RX SRLVVRQV PRQWUHQW HQ HIIHW XQH LQF
testiculaire ou cérébraléapleau5 3DU DLOOHXUV OHV D]JROHV SHXYHQW
enzymes de latéroidogenéseomme par exemelle Cypl7 chez les mammifér@syub and
Levell 1987; Eil 1992)

Des azoles, comme le prochloraz, sont égalementusopour interagir avec des
récepteurs nucléaires, comme par exemple le récepteur des androgef@adéieret al.,

2002; Birkhojet al.,2004). Certains azoles sont aussi décrit comme pouvant interagir avec
GIDXWUHV UpFHSWHXUV HXMPHR Q@i \éS&rbBple HeQroplednazae
(Lemaireet al.,2004) ou antagonistep@r exemple l&étoconazoléEkinset al.,2007)).

En revanche, les effeia vivo des azoles chez les vertébres, et notamment chez les
poissons, sont beaucoup moins renseignés. Des études récentes rapportent cependant des
PRGLILFDWLRQV GH OfH[SUHVVLRQ GH SOXVLHXUV JqgQH\
stéroidogenesd.etableau6 MOQWUHQW GH PDQLgUH QRQ H[KDXVWLYH ¢
de genes chez des poissons téléostéens.

Au niveau degffetspopuktionnels, aucune étude sur des poiss§D pWp UpDOLVp?t
revanche,une étude récente a montré une inhibition de croissdBdeXQH SRSXODWLR
périphyton suite & une exposition au clotrimaZ®ersbringet al.,2009) Le mécanisme mis
HQ pYLGHQFH GDQV OH FDGUH GH FHWWH pWXGH LPSOLTXF

ces communautés de micro algues a des concentratiwitennementales.
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Tableau6 9DULDWLRQ GH OfH[S StétafdogeRré&deGHY JgqQHV GH OD

[l . La stéroidogenese

[11.1. Définition

La stéroidogenesest un processus relativement conservé chez les vertébrés qui
FRQGXLW j OD ELRVI\QWKgVH GHV KRUPRQHV VWpURWGLHQ
cholestérol, élaboré knéme a partidu lanostérol issu du squaléne. Chez les poissons,
comme chez leautres vertébrés, elle se déroule principalement dans les gonades (testicules et
ovaires), mais aussi dans le cerveau et les glandesrébales. Les hormones stéroidiennes
jouent un réle critique dans la régulation de la reproductjamgtogeneseamlctéres sexuels
VHFRQGDLUHV FRPSRUWHPHQW « OD FURLVVDQFH HW
FRPSRUWHPHQW (OOHV SDUWLFLSHQW pJDOHPHQW j OTKRP

Les stéroides sont synthétisés a partir du cholestérol par une séré&aatiens
enzymatiques catalysées principalement par plusieurs cytochromes P450 ainsi que par des
hydroxysteroides déshydrogenases (HSEbg)ire 6) :
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Figure 6: Schéma de latéroidogenesehez les poissons

[11.2. Les acteurs moléculaires deslk&roidogenesesticulaire

En amont de la cascade de réactions enzymatignesétape cleést le transport du
cholestérol, formé a partir de leonversion du lanostérol par la l4alpdemethylase
(CYP51), dans la membrairgerne de la mitoaimdrie. Ce transport est asspar la protéine
STeroidogenic Acute Regulatory protéin (StARj)iller 1988; Stocco and Clark 1996; Stocco
2001) Une fois dans la rrochondrie, le cholesterol est converti en pregnénolone (P5) par un
systeme enzymatique catalysé par un cytochrome P450 possédant une activité de clivage de la
chaine latérale du cholestéeroF f{HVW OH PYB0ORdEEKdiHRHRIH clivage), également
appelée Cyplila. Il catalyse la premiere réaction enzymatique de la chaine qui est une étape
limitante clef de la stéroidogenégéilleneuve et al., 2007a; Arukweet al., 2008) La
pregnénolone quittant la mitochondrie devient le substrat pouwytlechrome P450c17
(Cypl7al) qui SRVVgGH GHX[ DFWLY LWhyW¥oxylase OqiD éovwrer LAV p
SUpJQpPQRORQH HW OD SKWWHRWpPBRABHQPHRORQH HW |
hydroxypro) HVWpURQH UHVSHFWLY H Pyase\Gui chive/la liais@f@LFR0L Y LW p
SR XU FR QY Hiydnvkydre@nenolonen déhydroépiandrostérone (DHER X O D-
hydroxyprogestérone en androsténedigiang and Ge 2004)On distingue 2 voies de
VIQWKqVH OD YRLH 0 GHV VWpURWGHV SRVVpGDQW XQH

carbone 6, qui va conduire de la pregnénolone a la déhydroépiandrostérone, puis a
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OTDQGURVWpPpEIGURDVWHURWGH GH3BR)Wa perndetir@l® pasker de

OD YRLH G j OD YRLH G GHV VWpURWGHVY SRVVpGDQW XQF
F D U E R QdfdrostérfediondH VW XQ VWpURWGH FOHdté®r|ogeheSdEn YRLH QO
HITHW O 1D Q GestRa\sdue® pes ln@rtes androsténédione et testostérone étant,
euxmémes, ds substrats pour le cytochrome P450cll (Cypllcil)-ydroxylase qui
SHUPHW GYDERXWLU j OD V\-QW&E®Y, Hnais ldussi ab&iidtRodarQeH V
cytochrome P450aro aromatase CYPspI®) permettant la synthése des oestrogénes. Le

&\S F SHUPHW GH FRQYHUW L thy@r&H®apdsddtBrédido pequiGEtRsH H Q
en charge par 2 déshydrogérsaseO D-hydroxysteroides deshydrogénase (11btS®) et

O D -hydroxysteroidesleshydrogénase (17bétksD), afin de produire les androgénes 11
oxygénés. Chez les poissons, ce sont les androgenexydénés, comme la 11
kétotestostérone (1KT), qui sont les plus synthétisés dans les testic{Besg 1994) On
GLVWLQJXH FHSHQGDQW GHX[ IRUPHV GY{DURPDWDVH OTDlL
HVW OH OLHX SULQFLSDO GYH[SUHVVLRQ HW OYDURPDWD
prinFLSDO OLHX @ErEhd8ddddad/and R&lard 1998; Chaetgal.,2005) & THVW XQH
particularité des poissongjeux genes codant pour des protéines distinctes ayant des
propriétés catalytiques différent¢ghao et al., 2001; Gouralez and Piferrer 2002Par
DLOOHXUV LO HVW LQWpUHVVDQW GH QRWHU TXH OfDQJX
cérébrale, alors que la truite posseahe aromatase gonadique et deux vasid@tf DUR PDW D V H
cérébralgJenget al.,2012)

[11.3. La stéroidogenéseerébrale

Comme mentionné @essus, ltez les poisons adultes téléostéens, le cerveau est
connupour avoir une fortedivité aromatas¢Pasmanik and Callard 1988\ fait de la forte
HI[SUHVVLRQ GH (C/fiIDalR @ab3Md3 \cdllules gliales radiair@sorlano et al.,

2001; Menuetet al., 2005) Ces cellules gliales radiairegui expriment cypl9albsont

connues pour étre des cellules souches du ceeteparticipenta la croissance constante du
FHUYHDX FKH] OHV DGXOWHYV DL QPdlegrin & aQ SMAHVCeY LWp QH
VXJJqUH TXH OHV °VWU RlagsQddoddlRtiQrinde L i OragsX phéz les
poissongDiotel et al.,2010; Vosge®t al.,2010) De plus, des travaux récents ont démontré

gue les ARN messagers paypllal hsd3bl andcypl7alsont exprimés dans le cerveau et
montrent unpatron GTH[S UH YV V L RQ@fpteBsioddp IcypiPalpsuggérant que les

22



Synthese bibliographique

FHOOXOHYVY JOLDOHV UDGLDLUHV SRXUUDLHQW H[SULPHU
stéroidogeneseécessaie SR XU SURGXLUH OHV °VWURJDiQtel ¥t g.,.SDUWLU
2011) Dans la mémetéde, les auteurs ont montgtie le cerveau dpoisson zébre la

capacité de produire des neurostéro(@astel et al., 2011)

Cependant, au cours de ce travail de thése, nous nous sommes particulierement intéressés, a
travers la mesure de parametres biolag&] au lien entre la stéroidogse testiculaire et la
spermatogeneésmiite a des expositionsua PE

IV . La spermatogenesehez les poissons

IV.1. Généralité

La spermatogenesest un processusy/clique,complexe et orchestré durant lequel
faible nombre de cellules souches spermatogoniales diploides produisent un grand nombre de
spermatozoides portant un génome haploide et recorf®iranet al., 2006) Ce processus
implique des interactions cellulaires, paracrines et endocrines et les caractéristiques générales
de laspermatogenessont partagées par toutes les espdeegrtébréqSchulzet al.,2010)
Les spermatozoides, qui sont des cellules germinales hautement différenciédssusont
GIDXWUHV FHOOXOHV JHUP LLQ Bt \et RRAé@MpperhdrtpdéHesF Lp H V
cellules germinales g&ndent de leur contaétroit etcontnu avec les cellules de Sertdli.
est généralemeradmisque les cellules souches spermatogoniales peuvent avoir deux types
de dvisRQ FKH] OHV YHUWPpPEUpV VRLW XQH GLanttMib&R Q G D X
fertilité sur le long terme ou unevikion qui produit deux cellules filles, qui sont destinées a

se différencier plus tard en spermatozoides aprés plusieurs étapes.

IV.2. Structure du testicule
Le testicule est composé de 2 principaux compartisnemez tous les vertébrés:

- Le compartiment intertubulaire (ou interstitiel)l contient les cellules stéroidoges
de Leydig, les vaisseaux lymphatiques et sanguinsnéstocytesles cellules neurales et le

tissu conjonctif Ce tissuconjonctif est en cotinuité avec la tunique albuginégquijoue un
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réle de tissu conjonctif de soutient. La tunique albuginée ne doit pas étre confondue avec la
barriere hémato WHVWLFXODLUH TXL MRXH XQ U{OH GDQV OfLV
comme la prévation de réactions autommune. Cette barriere hématesticulaire est

constituée par les cellules de Sertoli, jointes par des jonctions deikraires serrées, et non

SDU OYDOEXJLQpH

- Le compartiment tubulaireest délimité par une membrane basaledes cellules
P\RWGHV SpULWXEXODLUHV HW LO DEULWH OfpSLWKpOLX|
cellulaires : les cellules somatiques de Sertoli et les cellules germinales. Ces cellules
germinales sont retrouvées a différents stades de développdrmencellules germinales

peuvent survivre grace aux cellules de Sertoli, donc le nombre de cellules de Serroingéte

la capacité spermatogeres testicules. Cela fait que les cellules de Sertoli sont une cible
importante des systemes de signalisatle laspermatogeneg®lattaet al.,2002)

Chez les vertébrés anamniotes (les poissons et les amphibiens)aicement aux
vertébrés amniotesjl y a une spermatogenése de type cystiquans les tubules
spermatogéniques, les extensions cytoplasmiques des cellules de Sertoli vont former des
F\WVWHV TXL HQYHORSSHQW XQ VHXO JURXSH GH FHOOX(
spematogotie. Ces cellules germinalese sont développées de maniere synahnles
cellules de Sertqgliformant des cystegetiennent leur capacité a proliférer aussi chez le

poisson adulte.

Donc, chez le poisson, il y a un cyste spermatogénique fomméup groupe
dynamique de cellules de Sart entourant et nourrissantles cellules germinale. Le
compartiment tubulaire va contenir des groupes de cellules germinales de différentes tailles a
différents stades de lspermatogeneq&chulz et al., 2010)

La principale fonctiondes cellules de SertoHVW G{DVVXUHU OD VXUYLI
germinales, leur développement, et le fonctionnement de leur fdgisioDe plus, elles
sécrétent un fluide quv 1D F F X P X1® im&DtabMaire, elles phagocytent les cellules
germinales apoptotiques, les corps résiduels et le sperme réfidledd et al., 2003;
Almeidaet al.,2008) &fHVW OD Sé¥&stRatigueth de diffe@dc@r dans les testicules
des vertébrés et ce type cellulaire joue un réle crucial en dirigeant le développement et la
différenciation des testiculg®iNapoli and Capel 2008)Chez les poissons, le nombre de
cellulesgerminales et le volumd& X  H O O H Valgmdéniest HoQamerdu sein degystes

pendant lsspermatogenesat lenombre de cellules de Sertoli par cyste augmente également.
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IV.3. Processus de Epermatogenésghez les vertébrés

La spermatogenesest un processus trés organisé et coordonné, dans lequel des
spermatogonies diploides proliferent et se différencient en spermatozoides matures. La durée
de ce processuhez les poissorestgénéralemenplus courte que chez les mammiféres et est
égalemeQW LQIOXHQFpH SDU O(NobtkebiaBtSlp, RPODONVChEzZHe CGrettébrgd D X
spernatogenés@eut se diviseen 3 phases :

(1) La phase mitotique ou spermatogonialelle concerne les différentes générations de
spermatogonies (les spermatogonies indifférenciées, incluant les cellules souches, les

spermatogonies différenciées ou en dédféation);
(2) La phase méiotique : avec les spermatocytes primaires et secondaires

(3) La phase spermiogénique : avec $permatides haploides émergede la meéiose et se
différenciant, sans prolifération supplémentaire, grmatozoides (motilélagellé etvecteur
du génane paterne).
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Figure 7. VFKpPD GIXQH FRXSH WHVWLFXODLUH GH SRLVVRQ LOOX:'
Sertoli et les cellules germinales ainsi que la progressiongpefaatogenegeystique chez les
SRLVVRQV /TpSLWKHOLXP JHUPLQDO FRQWLHQW OHV FHOOXO
delimitées par la lambasale (BL) et les cellules myoides péritubulaires (MY). Les cellules
intersticielles de Leydig (LE) et les vaiss sanguins (BV) sont montrés. Spermatogonies de type A
indifférenciées (4w~ cellules souches); spermatogonies de type A indifférenciggsg; (A
spermatogonies de type A différenciéeg(yA spermatogonies de tyje(earlydate), spermatocytes
primaires leptonigue/zygotenique (L/Z); spermatocytes primaires pachyténique (P); spermatocytes
diploténique /métaphase | (D/MI); spermatocytes secondaires /metaphase Il (S/MIl); spermatides
précoces (E), intermédiaires (B et finals (E3); spermatozoidész), (Schulz et al., 2010)

IV.4. Processus de Epermatogenesehez les poissons

Chez les poissonsles difféerents stadescellulaires de développement de la
spermatogenése(spermatogonies, psrmatocytes, spermatides, spermatozoides)nt
comparables a ceux des autvestébréqSchulz et al., 2010figure 7). Les spermatogonies
indifférenciées de type A (A9 donnent naissance aux spermatogonies différenciées de type
A (Agirr), partageanencore des caractéristiques morphologiques avec@smais avec un
S R W H Q W-irehouvelgmentibrement réduit. Un engagement irréversdrieune future
maturation et une modification des aspects morphologiqaesctérisent lespermatogonies

de type B. Il y a plusieurs générations de spermatogonies B partiestespermatogonies B
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GIXQ PrPH F\VW hparvdeQpintOdymblasmiquespres la mitose finale, les
spermatogonies B se différencient en spermatocytes prindipddes qui wnt entrer en
méioseg(stadeprdeptoténe) On distingue les spermatocytes primaires (2n, premiere division
méiotique), spermatocytes secondaires haplo@esie division méiotique)es spermatide
(différenciation sans proliférationles spermatozoide A la différence des mammiferes, les
spermatogonies ne sont pas en contact direct alamébasale chez les téléostéens, et elles

sont toujours entierement entourées des cellules de Sertoli.

Il est ici intéressant de noter glee taille des noyaux dimue avec le passage des
spermatogonies A aux spermatogoniestRjue ¢s spermatogonies de types.£présentent
des structures de type nuage (strucdutenss aux électrons) situées entre le noyau et les
mitochondriesNous verrons au cours de W UDYDLO GH WKgVH OTfLPSRUWDQF
W\SH QXDJH SXLVTXY{HOOHV VRQW FRQVWLWXpHYVY HQ SDUW
9DVD GRQW OYH[SUHVVLRQ GHV JgQHV YD r'WUH XWLOLVpF
précoces, comme Iapermatogonies Aq¢ (Houwinget al.,2007)
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V. Le contréle de la stéroidogeneseet de la spermatogenesechez les

poissons téléostéens

V.1.LeU{OH FH QW HypdathaGmusHypopHyse Gonade

Chez tous les vertébrés, les processus de&étaidogeneset de la gamétogenése sont
sousle RQWU{OH GH O D [HpdphBERunadedaxe HRG pour Hymhalame
Pituitary Gonad). Les principaux acteurs moléculaires sont les hormones glycoprotéiques, les
gonadotromes shet Lh, et les stéroides.

Les gonadotropines sont produites parclefules hypophysaires. Leur synthése ainsi
gue leur sécrétiosont sous le controle des neurones a GnRH, qui innervent directement les
cellules gonadotropes hypophysaires chez les poissons téléostéens. La GnRH ainsi libérée se
fixe sur des récepteurs spécifiques a 7 domaines transmembranaires RpsiHulant ainsi
la biosynthése et la libération des hormones gonadotropksetFLh, qui régulent la

physiologie testiculaire, a savoir la stéroidogénésegaatogenesgigures 8 et9).

Chez les téléostéens, deux ou trois variants de la GhrHI(ou -IlI) sont exprimés
VHORQ QdpithM StaaF, H996; Lethimonieet al.,2004; Zohaet al.,2010) La GnrH de
type 3 (GNRH3) est exprimée uniguement chez les poissons téléostéens &dchspeces a
deux variants, comme le poisson zeébre (GfiRldt GnRH3), elle rempli la fonction
hypophysiotrope. De plus, les neurones a GhRHFKH] OHV SRLVVRQV JqEUHYV \
bulbes olfacti§ ] O T K\ S R W(KHpa®abnBt 4N, 2008; Palevitclet al.,2009)
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Figure 8: VEKpPD GH O YD [ H hipopIR¥E gobaded P X V

Les gonadotropines h et sh VHFUpWpHYVY SDU OfK\SRSK\VH VRQW
moléculaires directs quinteragissent avec leurs réceptgeuiransmembranaires au niveau
gonadique. lls sonFRXSOpV j] GHV SURWpPLQHV * AN cyolffjiervaV LY D W LF
permettre une transdiien du signal intracellulairgGe 2005) Chez les vertébres, les
gonadotropines sont des glycoprotéines hétarédgues composés de deux songeés.

Chez les poissons{QH VR XV XQLWp . FRPPXQH FRQIpUDQW OfDIIL
PDQLqUH QRQ FRYDOHQWH j Gthy WRK VI XQ IO W HVBphOHIQWXE
biologique et la spécif LWp GH OYKRUPRWIt¢ est 00 Xpbr W Reqstitist.

$X QLYHDX GHV DFLGHV DPLQpV OD (MRBidWVoxXiQa98tpez lddVW OD
especes de poissons. La sous undié FH,\giEnt a ellela moins conservée des deux sous
XQLWpV FRQWUDLUH(@Ptkeatrt ab,Xq0OADPPLIqQUHV

Deux points sont extrémement imporseah ce qui concerne leur activité biologique
(1) la spécificité avec laquelle elles interagissent avec leurs récepteurs gonadioRet F
Lh5 HW OHV VLWHVY FHOOXODLUHYV GYfH[SUHVVLRQ GH FH'
mammiféres, les gonadopines interagissent avec leurs récepteurs gonadiques de maniere
wuqV VSpFLILTXH HW OHV VLWHV GTH[SUHVVLRQ GH FHV
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Ainsi, la Lh interagit avec son récepteuhR au niveau des cellules de Leydig pour
stimuler lastéoidogeneset donc la production de stéroides, alors questavient se fixer
sur son récepteursiR pour réguler les fonctions sertoliennes, qui sont principalement
orientées vers le support du dévelpgment des cellules germinalésluhtaniemi and
Themmen 2005) En revanche, chez les poissons, (1) la spécificité de liaison des
gonadotropines a leurs récepteurs mais surtout (2) la localisation ¢£¥ sG fH[SUHVVLR Q
récepteurs aux gonadotropines divergent des mammiferes et montrent des activités
biologiques moins séparées pourdt Fsh L §H[S U H V \sIRRd@ng3d4 cgllules de Leydig
explique la forte activité stéroidogerde Bh chezcertaines spéces de poissorfsevavi
Sivan et al., 2010

Ainsi chez les poissonge FSHR est principalement activé par laH-comme chez le
poisson chat AfricaiffGarciaLopezet al.,2009)ou le barbue de riviergkazetoet al.,2008)
PDLV SHXW pJD OH P Ha¢ fo@dksraandditr&idng, 1@$de pics de concentration
plasmatique de l.(comme en période de ponte chez les femelles). Enabgafe LhR peut
étre considéré commehk spécifique physiologiguement parlaf®chulz et al.,, 2010)
Concernant la localisation des récepteurs aux dmnapines, des études récentesmantré
gue la protéine $tR était retrouvé a la fois dans les cellules de Sertoli mais également dans
OHV FHOOXOHV GH /HS$€hulz eF &.H201DED &2doXd_&0e€d ides résultats, le
genefshr VIH[SULPH GDQV OHV GHX[ W\SHV FHOOXGR&EUHYVY FKF
Lopez et al., 2009)0WD QG LV TXH O fhegrest revtkeinteax oBlidles de Leydig.
/I THQVHPEOH GH FHV GRQQpHV VXJJqUHQW GRQF TXH F
stéroidogenesau niveau des cellules de Leydig est régulée paet Fsh alors que les
fonctions des cellules de Sertoli sont principalement régulédsshéSchulz et al., 2010Qui

est une hanone stéroidogénpuissant¢Planaset al.,1993)

Par ailleurs, des études montrent gaestéroidogeese médiée pdfsh stimule les
stadegprécoces de lapermatogeneseomme lgorolifération des spermatogoni@Sampbell
et al., 2003) tandis que b est principalement implig@édans les étapes finales de la
maturation. En accord avec ces notorshHVW OD JRQDGRWURSLQH FOHI SF
spermatognese, comme le montpar exemplades travawbasés surGH OD FXQaNtXUH GTF
WHVWLF X O D (Qhtdet@l], P0Q7) X ds@fiets dda Fsh sur laspermatogenesehez les

poissons qui nsontpas reliés a latéroidogenéesee sont c@endant pas renseignés.
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Les stéroides produitgrincipalement la 11 kétotestostérone -KM) chez les
SRLVVRQV PDLV DXVVL ODWUHBS\EERSSNM b RIQWLr |&s ciktMits O
neuroendocriniens pour contrdler la synthese déibéation des gonadotroping®ur revue,
(Trudeau 1997; Zohar et al., 2010)

E2

Figure 9 : contrble des fonctions testiculairetéroidogenéset spermatogenéseSDU OfD[H
hypothalamustypophysetgonadesifqispiré dgSchulz et al., 2010)
esR UpFHSWHXU GBNP =T U Rdilyy@bky4-pregnen3-one
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V.2. Les hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes jouentréle dans la régulation de la steroidogenese et
de la spermatogenese. En effe§ tlonnées suggerent que les hormones stéroidiennes ont des
réles importants et distincts concernant le contrle dgpdéamatogenésehez les poissons.

Par exemple, les ammyenes (T et £KT) augmentent graduellement en méme temps que la
spermatogeneg@ogresse et diminuent lors de la spermiation.

- /HV °VWURJQqQQHYV

Les ERs sont exprimés dans les cellules testiculaires somatiques et les cellules
germinales males haploid@sliura et al., 1999) V X JJp U D Q \Wuelux kbkeOrfigortant
GDQV OD UpJXODWLRQ GYH[SUHVV LR ehpe, detiakauPsur VHLQ
OD WUXLWH RQW @PERQAWUP TTH(S WHNVLRQ GHV JgqQHV FRGDQW
DX UpWLQRO VXFRQW QMDH XH[ IGRIR PR BWIDGH. UpWLQRWTXH DX
(Schulz et al., 2010)/ T1DFLGH U p WyuapRawdingédessaiveVipour la prolifération et la
différenciation des spermatogonies non différenciées chez les ¢ahoset al.,2008) &4t
moins clair pour lgoisson zebréAlsop et al.,2008) PD U D L O Q@jblu¥ untoledrfigortant

dans le renouvellement et la prolifération des spermatogonies.

En effet, & mitose spermatogoniale peut étre séparée en 2 catégories (régulées par

différents mécanismes faisant intervenir les hormones stéroidjennes
(1) /1 D XnéhBuvellement lent des spermatogonies
(2) La prolifération rapide des spermatogonies difiérées vers la méiog€lermont 1972)

Chez les vertébrés, le renouvellement des spermatogoniésesdtX O p ».SIDér 1€ (
poissons téléostéens, des approchesvo et in vitro (Miura et al., 1999; Ameet al.,2001;
Song and Gutzeit 2008nt PR Q W U p , €sX &lis§) fifle « hormone male », et joue un rble
important dans le renouvellement dggermatogonies SCGgermatogonial stem ce)lsDe
plus, chez les femelles proliférationdes gonies est également réguie D U, (BIffii@ et al.,
2007) /%(MDJLW VXU OHV FHOOXOHV GH 6HUWROL TXL YRQW HQ
de renouvellement depermatoginieSCC(spermatogonial stem cellfpar exempleSRS34
FKH] O 9 D@®iuraleOad,2003; Miura et al., 2007)et peut étreFgB et FgC chez la
dauradgPintoet al.,2006)
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- Les androgenes :

Les AR (. et ) sont exprimés dans les cellules d=t8li et les cellules intersi@les
mais pas dans les cellules germinales, suggérant guanirogéenes développent leurs
activités biologiques via les cellules somatiqyéseuchi et al., 2001) Les androgenes
influencet OTH[SUHVVLRQ WHVWLF X @Drhététx@eiceQursE Seitxlif JqQH V
ou des genes régulela spermatogenesst lastéroidogenese, comme démontré chez la truite
pré pubérgLe Gacet al.,2008) Par exemple, le germmhqui inhibe la différenciation des
spermatogonies est significativemamttibé par T et 1-.KT. Il a également été montrie la
T et la 12KT pouvaert avoir des rdles distincts (régulation différentielle de certains genes).
Les androgénes suppantesoit le pocessus entier de la spermatogge, ou au moins des
étapes, commda multiplication spermatogoniale et la formation et ou la m#turades
spermatocytefRemacleet al.,1976) Les androgénesdmuisent la spermiation chez certaines
especes mais de maniere moins efficace que la prog@dedaet al.,1985)

V.3. Les autres régulateurs desl&roidogeneset de la spermatogénese
V.3.1. Facteurs protéiques

6MLO HVW DGPLV TXHst&@@dddgnd3&SIDWYIHR @ VEFH QODMLHOOHPH
+3* HW OHV JRQDGRWURSLQHV LO H[LVWH pJDOHPHQW GY
exemple legprotéines Dmrtl, Amh, Foxl2 ou encore Sox9. Elles joudhR XW GIDERUG XQ
dans le développement et la différencatsexuelle mais également au stade adulte, méme si

leurs roles ne sont pas toujsurien définis chez le poisson.

Concernant Foxl2ebs étudesécentes onpermis de montrer un réle important de cette
protéine dans la régulation de cypl9a et /ou inversenfez les poissons femell@aronet
al., 2004; Vizzianoet al., 2007) FoxL2 est en effetcapable d'activer la transcription de
cypl9ain vitro de maniere directet/ou indirectg Wang and Orban 2007; Yamagugtial.,
2007)

Concernant KR U P R @nidileDe@iw L$ P K esF @in répresseur cam decypl9a
dans les ovaires et les testiculd®ez les mammiféresiais son effet chez les poissons est
moins bien renseigné. Cependahirant la période de différenciation testiculaire, I'expression
decypl9aGLPLQXH D OR Wmhaugideriiehéz@ hhoiSstn zebre, en accord avec le
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modele de régulation proposé chez feammiferes.En revanche, dans les ovaires, les
UpJXODWLRQV VHPEOHQW SOXV FRPSOH[HV HW OYfYKRUPRQ
I'expression decypl9a(RodriguezMari et al., 2005) Chez des poisson adultegjetpues

études récentes ont mis en évidence la capacité de certaines subs¢tamassde,
éthyniloestradiol, oestradiol) & inhiber I'expression du gank(Filby et al., 2007;Schulz et

al., 2007) mais ces études restent rares.

Chez le poisson male,@ FRQQDLW HQFRUH PRLQV OHV PpFDQLVF
sembleétreresponsable de la différenciation male chez les mammif¥idal et al., 2001)
Toutefois, chez le medaka et le tilapia, la forme testiculaire de sox9 ne semble pas étre
impliquée dans la différenciation histologique des gonades mais plutdt dans le développement
des tubules testiculaire@Nakamoto et al., 2005; ljiri et al., 2008) Chez des poissons
téléostéens, comme par exemple le poisson zebre, deux formes ont été identific@ gt Sox9
Sox9b (Chiang et al., 2001). Chez le poisson zébre, Sox9a est exprimé dans le testicule alors
TXH 6R[ E HVW H[SU LaR po@DdQ wévelgppenienineHetude récentehez le
poisson chat également mis en avant le role de Sox9a dans la spggenese, avec une
augmentation deastrnascriptiorau cours de la recrudescence testiculaire et une diminution
pendant la phase de reproducti®aghuveeand Senthilkumarar201Q. Les mémes auteurs
PPHWWHQW OfK\SRWKqVH TXH WV PIYROHDG BWHIS &IHYHW\L BB XGU
GH OfHQVHPEOH GH OHXUV UpVXOWDWY LOV VXJJgQUHQW X

cycle testiculaire.
V.3.2. Neurohormones et facteurs de croissance

'"IDXWUHV KRUPRQHV K\ SBakkextagir st Ve spétrdatadepdse
WHVWLFXODLUH FRPPH O K8k @.HLI8H dént IR sy Es€) €sH  *
stimulée par le GnR{Klausenet al.,2005) Un dialogueentre les axes de reproduction et de
croissancepeut se fairevia les stéroides sexued$ le GnRhqui modulent le relargage de la
Gh hypophysairgMelamedet al., 1995) De plus, chez le saumon Chinook, le début de la
prolifération spermatogoniale coidei avec des niveaux élevéeskle K GTDQGURIqQHV HV
1 (Campbell et al., 2003)un facteur de croissance relargué par le foie en réponse a la
stimulation G. Igfl peut également étre produit daBfDXWUHV WLVVXV FLEOH
testicule. lestranscrits G §f1 et de son réceptemnt aussiété détectéedans les cellules
germinales et de Sertoli chez la truftee Gac et al., 1996¢t des preuves expérimentales

supportensonréle dans la prolifération et /ou la différeaton des spermatogonif@soir and
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Le Gac 1994; Vinas and Piferrer 2008)a Gh peu également modifiefa prolifération des

cellules germinales(Loir 1999) et elle est capable de stimuler la prolifération des
VSHUPDWRJRQLHY LQGPSHQGDPFPKBAWOGHQJIXWO ORWGDYRIQW |
al., 2011)

Enfin, nous pouvant également évoquer un autre facteur de croissance chez le
poisson O 1D F Wdu¥dsQud f&6teur connu pour régutersitivementla synthése de Fsh
chez les vertébrédNgett et al, 2002 & KH] OHV SRLVVRS{ VecreefipaFséL Y LQH ¢
cellules de Sertoli et joue un rdle dans la régulation de la prolifération des cellules germinales
(Miura and Miura 2001)Sa transcription et sa translation sont toutes les deux stimulées par
O D MR X WT @ahs @d3 modelas vitro G { D Q IMilr@ed &.,1995)
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Les perturbateurs endocriniens sont présents dans le milieu aquatique et représentent un
risque pour la santé des organismes et des populations. Parmi les PE, certains peuvent
potentiellement avoir un impact sur la synthese hormonale. Ce travail de hese ¥ FULW G D Q
OD WKpPDWLTXH JpQpUDOH GH OfpWXGH GHV HIIHWV GHV 3

estorganisé autour de la problématique suivante :

4XHO HVW OTLPSDFW GHV SHUWXUEDWHXUV HQGRFULQLHQ

sur la stéroidogeneése testiculaire du poisson zebre?

Pour répondre a cette question, différentes étudesléomaptaires ont été menées pour

() (WXGLHU OfLPSDFW GX FORWULPD]J]ROH HW GH PROpF
testiculaire eméalisant des expositis depoissonsn vivo ou bien en utilisant un systéme de
FXOWXUH GTH[SODWQYW,V WHVWLFXODLUHYV

(2 &DUDFWpULVHU OH PpFDQLYVPsHr I& $tE&réidudersen v eR ORW U L F
analysanunensembleGH JgQHYV OH kypoRPhys&gdnadd D [H

(3)  Etudier les effets du clotrimazole surslgermatogenesel Q VIDSSX\DQW VXU GH\
au nveau moléculaire et histologiqueO V{DJLVVDLW DXVVL GH VOheQWHUUF

perturbation de la stéroidagese etes conséquencemtentielles surla spermatogenése

/I TREMHFWLI GH FH W& Dan® ui® préniler WeKosV abporter des
LQIRUPDWLRQV QRXYHOOHV VXU OH PpFDQLVPH GYDFWL
clotrimazole, mais aussiévaluer son impact sur la fonction deproduction. Ce travail met
également en avant une démarche expérimentale permettant de rendre cdmpte Hl
perturbation endocrinienne. Enfin, il souleve des questionsaspertinence des parameétres
ELRORJLTXHV PHVXUpV GDQV Qlatieb @b dangetsXd¥s dybftance® O G H

chimiques chez le poisson.
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Choix biologiques

|.1. Modéle biologique : le poisson zebre

Le poisson zébreD@nio rerio) est un vertébré téléostéen appartenant a la famille des
F\SULQLGpPV &THVW XQ SRLVVRQ WURSLFDO YLYDQW GDQV
et de Birmanie. Cette espéce, au stade adulte ou embryonnaire, a été historiquement utilisée
en recherch fondamentale, notamment dans les domaines de la biologie du développement et
de la génétiqu@-ishman 2001)Elle présente de nombreux avantages

- Le poisson zébre/ fpOgYH IDFLOHPHQW- HF\E H B REHWL W/ HK WHD D C
et possede un cycle de vie court. Il atteint ainsi sa matseiaelle entre 75 et 100 jours

(Laale 1977) ce qui permet son utilisation pour des étudesusurycle de vie entier. Les

femelles présentent un cycle de reprodBec® FRQWLQX HW DVI\QFKURQH SHU
SURGXFWLRQ GYT°XIV FRQWLQXH DX VHLQ GfXQ pOHYDJH
femelle est important, ce qui permet de tibmasur des grands effecti{f§€aton and Farley

1974) /HV °XIV RQW XQ FKRULRQ WUDQVSDUHQW HW QH VI
OfREVHUYDWLRQ & HetmpondlieR SSHPHQW

- Son génome & presque entierement séqueneébanque delonnées permet donc
GIDYRLU DFFqV GLUHFWHPHQMLDQ@Q&@prHqQHV
genes et de leur expressienest facilitée Dans le cadreGH QRWUH pWaXa@Gteége F{HV W

indéniable, notamment en ce qui concernedesign» des primersles gees;

- /IH SRLVVRQ JgEUH HVW pJDOHPHQW SUpFRQLVp GDQV (¢
aguatique Dans le contexte des PE, le poisson zelsteuee espéce considérée comme

modde pour étudier lesFLEOHY HW OH XU BedhBr@609) Daf§rErtsWesikR Qe
FULEODJH G 9YDFW linwlvi\bpt &émniB en@laceXcel ¢ poisson et ont notamment
IDLW OTREMKNWHEHY OLJQHV GLUHFW Bds&iHaVcodr&tdrme @e VIDJL
reprodiction des poissons (©CDE 229 et « Essai de 21 jours sur les poissons » (OCDE

230). Plus spécifiqguement, un test OCDE sur poisson zebre, agimHésexual development

test» (FSDT) etprenant comme principaux paramétres mesurés la concentration en Vtg et le

sexe ratio, @&té proposé comme test pour la détectiolPBeOutre son utilisation pour les

PE, le poisson zebre est considéré comme un modéle en toxictletfeend Krone 1996)

(Hill et al.,2005; Sipest al.,2011). En effet, en plus des avantages présentdessus, sa
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physiologie ou encore son développement ont été étudiés de maniére treés précise en condition
normale, maisls ont également été étudigpour rechercher les effets de différents types de
toxicité, de la toxicité vasculaire a la perturbation endocriniebadonne conservation des

voies de signalisation et des processus de développement entre les poissons zebres et les
mammiféres, ainsi que la concordance globale entre les études de toxicité sur le poisson zebre
et sur les mammiféeres montrent que cette @spggeutégalementétre représentative des

vertébrés supérieu(Sipes et al., 2011)

NR XV O Do Qhdisi pour les connaissances acquesese modele au cours
GHV pWXGHV SDVVpHV PHQpPHV j 01,1(5,6 (Q HIIHW QRXYV
SHUPHWWDQW j WRXW PRPHQW GH JpQpUHU GH QRXYHDX] |
adultes /fpOHYDJH HVW GLYLVp HQYHSDWWIQHF{WRGHS HQE ¥ Q W
zebreclassigueGH VRXFKH $% HW uGdlevyeRX poissdnd—Zefes transgénique
cypl9albGFP. Le poisson zebra déja été utilisé dans plusieurs études au sein de notre
laboratoire et des outils spécifiques de mesures de parametres biologiques sur ce modele ont
etée msau SRLQW &HV RXWLOV RQW pWp XWLOLVpV GDQV Ol
endocriniennes, O VIDJLW SDU H[HPSOH GX GpYHORBEHPHQW C
vitellogénine (Vtg (Brion et al., 2002) GX GpYHORSSHPHQW GYDQWLFRUS
enzymes de IatéroidogenesgCypl7alaCypllcl Fox2 RX HQFRUH atiotGdd O XWL
lignée transgénique cypl9a)3 GDQV OH EXW @&f§tp WX GariposésO HV
°VWURJIGQLTXH

|.2. Choix des molécules

Les molécules étudiées au cours de ce travail de these sont des fongicides pharmaceutiques ou
pesticides de la famille des azoles ainsi que des molécules modeles qui viendront en appui

comme témoins positifs ou témoins néfgadians les différentes études.
[.2.1. Lesfongicidesazoks

Les azole®tudiées au ags de ce travail sont présesians ldableau 7 ci- dessous.
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Tableau 7 : Azoles fongicides utiliséau cours des expositions

Les concentrationen azolesont été choisies dans le but de mettre en lumiére des
PpFDQLVPHVY GYDFWLRQ HW QH VRQW SDV EDVpHV VXU GH
Elles sont comparables aux concentrations utilisées dans des études portant sur des
HISRVLWLRQV | GirMexWpleEMnDdtRIQ2008a; Ankleyet al., 2009) et ont
egalement éteélectionnéepar rapport a des travaux antérieurs réalisés au seabdratoire
sur le clotrimazole. 1 RWUH D W W & RDLLGHuE: XUl Met Azole car il a la capacité
GYLQKLEHU OYDFWLYLWp DURPDWDVH GDQV GHV IUDFWLRQ
le poissonMonodet al.,1993; Hinfray et al., 2006)e clotrimazole peut également inhiber
OTDFWLYLW)pite she& d8s modelasammaliengAyub et al., 198).

Un chapitrea étéconsacré aux azoles dans la partie synthése bibliographifiue (

chapitre synthése bibliographique, paragraphe 2.
.2.2.  HWKLQ\O°VWUDGLRO

/H -éthinyloestradiol (EE est une hormone stéroide de synthese dilisé
principalementdans les contraceptifs hormomaun vitro O § (st plus puissant que
CWVWUDaL&ed OHV UpFHSW H XdddnsGdifférert\madeI® dejl@aites
mammiferes et poissorfpar exempldLegleret al.,2002; Cosnefrogt al, 2009) etin vivg
des travaux ont montré les effetméfastes GH IDLEOHV FRQRHS QW& DWLROQ®
développement et la reproduction des poiss@egneret al., 2003; Nash et al., 2004)
Récemme&QW GHV WUDYDX[ FKH] OH SRLVVRQ ]gBEUMbBEFQW PRQ
OTH[SUHVVLRQ GH S O Xtétoktiodgenésia gvio € exXWiv@ hhai® Egalemera
perturber laspermatogenéggle Waalet al.,2009) Dans le cadre de nos travaux, hous avons
doncchoisicetH PROpFXOH FRPPH WpPRLQ QpJDWLI SRXWY VD FDS
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géenes de Iatéroidogenesenais agsi pour sa capacité a inhibersjaermatogenegeableau
8).

[.2.3. Laforskoline

A O YRS S Roxskolin® @FSK est un activateur de la voie AMPc par stimulation de
OfDGHQ\OetFalle d@u¥ FDTH[SUHVVLRQ G stéfoidogentseNoGsHnoGsD
VRPPHY GRQF LQWpUHVVp | FHWWH PROpFXOH FDU HOOH S
stéroidogenese GH OTH[SUHVVLRQ GHV JgQHV GH OD YRLH GH V\
stéroideqLeal et al.,2009) /fLQGXFWLRQ GH FHV QLYHmDXifropdu D X[ HV\V
GpWHFWHU GH PDQLgqUH SOXV VHQVLEOH OfHIIHW GH PRO
certaines activités egmatiques de latéroidogenesee qui est leas des azoles

Tableau 8 : Molécules contrdles utilisées au cours des expositions
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Il. Expositions

La démarche expérimentale générale est présentée dagsrdéal0. Comme indiqué
sur le schéma, des expositianssivo etin vitro ont été réalisées& HV GHX[ WA\SHV GTH[SF
avaientdéja été mis en place daboratoire etont été volontairement utiliséde maniere

complémentaire.

[I.1. Expositionsin vivo

Des poissons zebres adultes males ont été expos@s pendant 7 ou 21 jours au
clotrimazole fableau 6). & RQFHUQDQW OD YRLH GYH[SRVLWLRQ QR
FRQWDPLQDWLRQ SDU OD QRXUULWXUH FDU OHKHWND]ROHV
suspension(OSPAR 2005) ou encore la contamination par les sédimemMous avons
finalement choisiXQH FRQWDPLQDW hiRé®) FPIHW & WHHD M QptedioXidsdd G p M|
VHLQ GX ODERUDWRLUH HW SHUPHW @/ Hapde Gfith de&alisprOq Y HP H ¢
une quantification du clotrimazoleen chimie analytigueavec une étape de purificaticor

colonne

Les poissons ont été exposés dans des aquariums de 4 hditioos semistatiques
(25°C).Pour limiter le stress, nous avons choisi de limier hombre a 1par aquariumiUn
UHQRXYHOOHPHQW GH OfHD X eb ayp khopneHt | d HiraduxpangeRetW HYV OH
G T HOn¥ nouvelle dose de clotrimazole a été ajoutée. Pour cela, une solution mere de
clotrimazole a préalablement été préparée daridMSO (0,004% V/V)alors quedu DMSO
seul a été ajouté dates aquariums témoin(®,004% V/V) Nous avons choigie solvant car
OHV FRPSRVpV RUJDQLT Xedgue\dgs étade¥ alRs€nYdd qoive Bhokaire ont
PRQWUp TXT L Odediifereneds kighifisadivés entre des poissons mis en présence de
'062 RX HQ VWDEXODWLRQ GGGV @GH Vaxfuitdd/ W pred deHa SR X U
stéroidogenespar exempledonnées non montrée®Pe plus, il est admis que ce solvast
peutoxique a de faibles concentrationBes études rapportent quand méme que le DMSO
SHXW DYRLU XQH DFWLYLWp °VWURJdparLekehiple] [6eGHMEOFR Q F H C
LQGXLW OYH[SUHVVLRQ GHV JgQHV FRGDQW SRXU GHV Up
syntheseSURWPpPLTXH GDQV GHV FXOWXUHYV aslwDNWwIDDW%H V/VG fKpSDV
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(Mortensenet al., 2006) Cependant, les concentrations utilisées dans notre étude sont bien
plus faibles.

M1.1. ERQWU{OH GH OYH[SRVLWLRQ

/IHV FRQGLWLRQV GTH[SRVLWLRQ RQW pWp FRQWU{OpH

physiceachimie GH O(Y¥€DpK, conductivité, concentration en oxygene dissous).

De plus, les concentrations en clotrimazole ont été détermiaé&s points
dTpFKDQWLOORQQDJH DX FR ¥Uprél&aht Bk parakete uh [&Ravitlllad L R Q
GI{HDXDQW OH UHQRXYHOOHPHQW K DSUQV OfH[SRVLWLR
%ULqQYHPHQW OHV pFKDQWLOORQV G 1 lddoKneRSPR/ (§olidp SX UL
Phase Extraction). La concentratioren clotrimazolea ensuiteété détermingé par HPLCa
ODLGH GYfXQH JD Rttt @athodad @eQdeRilé & dans dessicles, a été adaptée
G 1 X @tHod®logie déja mise en pla@@eschka et al., 2007)

[1.1.2.Prélevement des échantillons biologiques

A la fin des expositios, OHV SRLVVRQV RQW pWp VDFULILpV GDQ
technique de sacrifice espécifigue GHV HV S g FdHaudes 81 rganesuivans ont
ensuiteété prélevés DYHF TXHOTXHV GLIIpUHDQ RIHété elisER 7 0K O H]J!
21 jours: (1) OHV WHVWLFXOHV OH IRLH OH FHUY HsdatsdW O TK\S
RNA latera £20°C SRXU SRXYRLU UpDOLVHU GHV PH2)¥XUWahy, GIH[SL
qui a été mis dans une solution EBS héparinét congelé a+20 °C dansOIDWWHQWH Gt
guantification en stéroides circular{tl-KT). Une partie des testicules a été fixée dans du
%RXLQ HQ YXH GTDQDO\VHV KLVWR @Ralhdsirel desPXraméteX Q RK L'

biologiquesest présentée dansgdaragraphdil .
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II.2. Expositionsin vitro

Nous avons choisiGfpWXGLHU OfHIIHW GH IRQJLEdnGMY D]ROp
(FSK et ER VXU XQ PRGQgOH GH FXOW X uHitrG ¢ [BoddeaVéé WHV W
LQLWLDOHPHQW GpYHWIBS & ml. FLEH ] et @t Enhé ik adafidd poisson
zebre (Leal et al, 2009) $ OYRULJLQH FH PRGgOH D pWp GpYHO
spermatogenes®ans notre étude, h étp XWLOLVp HQ ImMMmo GydadleGH OF
mécaQLVPH GIDFWLRQ GX FORWULPD]JROH OH EXW pWDQW
UpJXODWLRQV GB OTRIDOKDPRNOW pWp TXHVWLRQ GITpWXGLF

azoléset de molécules contrélesonnugpour stimuler ou inhiber lstéroidogenésa vitro.
[1.2.1. Méthode de mise en cuit des explants testiculaires

Le principe de la mise en culture est présenté ddiguie 11 ci-dessous :

Figure 11: Schéma du systénmevitro GH FXOWXUH G{H[SODQWY WHVWLFXOL

Trés brievement, pour chaque individu, les testicolet étédisséqués, séparés en
deuxet mis en culture en parallele. La composition du milieu de culture est indiquée dans la

figure 11. Ainsi, chaque testicule exposé sera associé a « son » testicule contréle, permettant
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un appariement des échantillons pour le traitement statistique desSegohes auteurs qui ont

PLV HQ SODFH FH V\VWgPH GH FXOWXUH RQW mBRRQ@dILUPp T.
individu sont similaires OHV FRPSRVLWLRQV FHOOXODLUHYV C
marqueurs de cellules germinales et de génes spécifiqaesetigles somatiques et (3) les

niveaux de sécrétion/libération de-KTI (Leal et al., 2009)Ces auteurs ont également

montré que ce systeme de culture a la capacité de maintenir le processus de la spermatogenese
pendant 6 jours et que la FSK peut stimulesdarétion/libération de 1KT dans le milieu de

culture.

A ce niveau, il convient de remarquer que le milieu de culture contient de la fungizone
(amphotericin B), qui agit par perméabilisation de la membrane en se liant au cholestérol et a
ses esters. MH VL OH PpFDQLVPH GYDFWLRQ HVW LFL GLIIpUH
prendre en compte puisque la fungizone peut potentiellerperturber les réponses
biologiques basales

3DU DLOOHXUV DX QLYHDX GX YRFDEXODLUH HPSOR\p
rédigé en anglaigchapitre 1 des résultatsj le manuscrit de thése : pour parler de culture
GIH[SODQW WHVVLEXWGIN MW XK WQ 8 LW pl \GRHUE [Ot§imehWittd- O H DO
semble ici plus approprié. En effet, la cultesevivoHVW XQ WHUPH XWLOLVp ORU\
organe pour réaliser des mesures directement sur celui la, aprés avoir par exemple exposé des
individus in vivo (Leal et al., 2009; Anklet al.,2012) (Q UHYDQFKH VL OYRQ H
RUJDQHV LQGpPpSHQGDPPHQW GH OYRUJDnQIrg.RElterhi@d LHU R C
vivo XWLOLVp GDQV OYDUWLFOH TXL HVW pDDVOHRRHG IR O HJ M
TXL GpFULW OH V\VWgPH GH FXOWXUH GYH[8&aDepWA.V WHVW

2009) ne sera donc pas employé dans le manuscrit de these en francais.
[1.2.2. Exposition et traitement des explants testiculaires

Les explants testiculaires ont été contaminés 3 ou 6 PWH F G Hdu Ok (azoles
(Tableau 7). Dans le cas des contaminations aux azoles, démitementsavec la FSKont
également été réalisées (en comparaison de témoins traités uniquement par FSK) pour
augmenter les niveaude basede 11KT. A la fin des expositionsles testicules ont été
préserved/ GDQV GX 51$ ODWHU HQ DWWHQGDQWsOileuxd&) D O\V H\

culture ont également été conservés afin de mesurer la concentratidKT (Figure 11).
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Le paragraphesuivant fait état des parameétres biologiques mesurés apres les
différentes expositions.

lll.  Mesures des parameétres biologiques

Suite auxexpositiongréaliséesn vivo et in vitro, un ensemble cohérent de parametres
biologiques a été étudiées parametres biologiques choisant étre relativement différest
enfonctLRQ GX PRGQgOH GYH[SRVH® LIRQ FADILR Qp EIHO @B HEXW pH G

vivoouin vitro, 7 ou 21 jours).

Cependant, la philosophie est redg& méme nous avons toujoursherché a coupler
GHV PHVXUHV GYfH[SUHVVLRQ GH JgQHV QRWDPPHQW FHX
stéroidogenesef GHV PHVXUHV UHQGDQW FRPSWeH a@ ¥Qld V\QWK
stéroidogeneseomme lamesure de l@oncentratioren 11-KT. Pour Es expositiongn vivo,
les parameétres biologiques mesuséat cependant plus étendBsR PSD U D W LiY Wt HQW | O
En effet, le réseau de gene a éBforcé, aveda prise en compte iIDXWUHV FLEOHV PD
TXL VRQW GHV Q°XI&Nngiél ODIXOWRMEDODPXV K\SRSK\VH
dans son ensemblBar ailleurs, des analyses histologiques ont égaledh@mnéalisées afin de
savoir si des effets observés au niveau moléculaire pouvaient se traduire par des effets au

niveau tissulaire.

.. OHVXUH GITH[SUHVVLRQ GH JqQHV
[11.1.1.Choix des génes cibles

1RXV DYRQV FKRLVL GH PHVXUHU OHV YDULDWLRQV
fonctionnelsexprimés dans différents organesagant un réle direct ou indirect le long de

O 1 D [ H, mds égalemergyant un rélelusapical dans la fonction de reproduction.

- Dans un premier tempsQR XV QRXV VRPPHV LQWpUHVVpPpV j OfH[SUH
des enzymesou des protéines de transposdtaf) impliquées dans le processus de la

stéroidogenesgableau 9).
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Tableau9 : caractéristiqueles génesnpliqués dans le processus detéroidogenese
XWLOLVpY DX FRXUV GH OYTpWXGH

$ILQ GIYDOOHU SOXV ORLQ GDQV OYpWXGHeSgenPpFDQLV
LPSOLTXpV GDQV (Oghiades snpaRiss suitseke étudié in vivo, a savoir les
gonadotropines au niveau hypophysaire leairs récepteursau niveau testiculairell a
également été qu8 LR Q GH P HYV XU H genesTdd [ng/ebad duvckeiRe@u.&Hl effet, nous
nous somme intéress¢ O fH|[S U HWWMB RWQp GXXODWHXU FOHI GH OYD[H +3*
j OYH[SUHVVLRQ GHV JqGtérdidageeeekrebtad/ cGnidng YarGeRemple
OTDURPDWDD¥I. LEestranscrits desUp FHSWHXUV Dot égdlévdiR @@Q HV
guantifies Cesgenessont préseies dans ldableau 10, la stéroidogeneseérébrale faisant
LQWHUYHQLU OHV PrPHV HQ]\PBVQRWMBX TOLH «OEi#EbtdIBR DG DVX
cypl9albest également exprimée, de maniere moindaems les gonades et inversement
O 1 D U R &/pleabalitd « gonadique> étantégalemenplus faiblementexprimé au niveau
du cerveau.
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Tableau 10: caractéristigueles génesmpliquésdirectement ou indirectement
GDQV OD UpJXODWLRQ GH OfD[H +3*

/TH[S UHVWDXR\QU 8astidulp@ds &yant un role direct dans $permatogenese
a été étudie SRXU YRLU VL OHV YDULDWLRQV DX QLYHDX GH O
modifications moléculaireau niveau de cette fonctiotableaull /fpWXGH GH OfH[SU
de ces genes a éténlisée en paralleke OYKLVWRORJLH GHV JRQDGHYV
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Tableau 11 : caractéristiqueles genesmpliqués directement dansdaermatogenese

Enfin, les niveaux de transcrits de genes codant pour des enzymes intervenant dans le
métabolisme des xénobiotiquest étéquantifies Ces enzymes interviennent également dans
le métabolisme des stéroides sexuesavoirle catabolisme. Elles peuvent donduef sur la
concentration finalen stéroides sexuels, qui est la sommkediesynthéese, deeur libération,
de leur dégradation et dieur excrétion. De plus, ces enzymes sont des CYPs, ce qui en fait
des cibles potentielles des azol&s effet, eur activité ainsi que leur expression peuvent
potentiellement étre modifiees par une exposition a desdulegi azolés chez les poissons

(Mirandaet al.,1998) Ces genes sont présentés dartatideau 12.

Tableau 12 : caractéristiqueles geneanpligués dans le métabolisrdes xénaobiotiques
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l1l.1.2.Méthodede quantification des géenes

Les genes ont été quantifiés par PCR quantitatii®o{gmerase Chain Reactioh.
%ULGYHPHQW Of1$51 WRWDO D pWgonatled/ bypdphyses Herv&aud, | p U H Q
foie) en utilisant le TrizSl. Aprésvérification de la qualité des ARN totaux par une migration
VXU JHO GUunhe quamdifcdtilin et une normalisation de la concentration en ARN total
ont été réalisée Les échantillonont ensuite IDLW OYREMHW G{XQHOWUDQVFU
REWHQLU GH O7$'1 FRPYADNEHQWDLUH j O7$51

Pour chaque géne cibleableaux 9-12), deux couples de primer ont @@éncuset des
mises au point ont été réalisées sur des échantillons témoins pour évaluer la spécificité des
amorce<t leur qualité. Pour cela, une PCR classiques@f XQH PLJUDWLRQ VXU JH
D SHUPLV GH YDOLGHU OD VSpFLn Iséul whpliddn) la kX OH GH
OYDPSOLFRQ (QVXLWH GHV HVVDLV &U@E®OnERise Bur ésV GH
PFKDQWLOORQV WpPRLQV SRXU FKDTXH FRXSOH GY{DPRUF
OTHIILFDFLWp GH OD U pD FamétiRr,Quickst I8 Sohcerdi@tion KMahidiceS @
egalement été testé. Ces tests ont permis de validér RiX S @ndrcésfpour chaque gene

cible.

Enfin, la PCR quantitative a été réalisée sur les ADNc pour chaque genePoibie.
résumer le principe, la PCR quantitative consiste, comme la PCR classigu®lifier un
EULQ GT$'1lF VSPpPFLILTXH GfXQ JgqQH |j OfD,/loBG HaBgadeQ FRXSC
cycles de PCRgrace a un thermocycleuqui sont caractérisés papis étapes correspondant
a trois températures spécifiques (1ilissociation des ADNc @ouble brin» (2) Ohfbridation
des amorceH W élon@gafionGH OfDPSOLFRQ GILQWpUrwW JdkHaH | OfHC
PCR quantitative, un composé se fixasur les acides nucléiqgues et émettant de la
IOXRUHVFHQFH HVW XWLOLVp 'DQV QRWWUdhage® bycleLO VID.
contrairement a la PCR classique, la fluoresce&stelonc mesurée et augmente au cy¢le
SXLVTXTHQ WKpRULB \FKORXKWM SCPOHGIDFLGHNCcWIESFOpLTXH
la fluorescence dépassea seuil deGpWHFWLRQ 30XV Of$'1lF HVW FRQFHQ
sortie, appel€t («Cycle treshold) est bas.

[11.1.3.Expression des résultatsgenes»

A ce niveau, ilconvient GH QRWHU TXIXQH TXDQWLILFDWLRQ DE
genes a été choisim vivo (Q HIIHW LO DYDLW WRXW GYDERUG pW
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quantification relative en utilisant un géne de ménage (également appelé géne deagfére

Le gapdh @D, ou la -actine ont alors été utilisés. Aucende leur expressiorQ §HV W
appare stable en fonction du traitement, en accord avec certaings #R QFOXVLRQV G{L
auteurs(McCurley and Callard 2008)Une solution alternative a donc été envisagée : les

ARN totaux, préalablement ajustés deumémeconcentratioravantla RT, ont été utilisés

pour normaliser les échantillons. De plus, nous nous sommes appuyés sur une gamme de
VWDQGDUGYV SRXU FKD¥ X8 J¢QH-GILEW pTXIWQR XYV D SHUPLYV
efficacité réelle de PCR. Une valeur de « Ct » a alors été associée a une concentration en
pg/ul pour chaque échantillon. Cette méthode a été décritéepissfois dans la littérature
(Huggettet al., 2005; Villeneuve et al., 200/a)8QH DXWUH DOWHUQDWLYH DXU
trois génes de référence et de faire une moyenne géométriqgue des 3 valeurs. Cette méthode
QD SDV pWp UHWHQXH FDU OD YDULDELOLWpP REVHUYpH HC

Vivo.

Pour les mesures asein des explants testiculairesn(vitro), une quantification
relative, en utilisantcomme gene de référencedapdh a été utilisée, car la variabilité était
moins élevée et les résultats obtenus en ab&luQ Vén fEMtf étaient comparables.
/IfYH[SUHVVLRQ GHV UpVXOW DAV Q/GRXFMWIRRJP H) G H RXRIWAHMH [ S L

in vitro correspond a la formule suivante

([gene cible] en pg/ul estimé a partir de la courbe standard en fonction du nomt

« Ct» du géne cible dans le testicule traité)/(ARN total en pg/ul du testi@ité)
FI =

([gene cible] en pg/ul estimé a partir de la courbe standard en fonction du nombr
« Ct»du géne cible dans le testicule contatéral non traité)/(ARN total en pg/ul dans |
testicule contrdatéral non traité)

[11.2. Immunohistochimie et dosage de-KT

Le point de départle notre étude est la stéroidongse. Nous avons donc choisi
GIpWXGLHU OYH[SUHVVLRQ GH JqQHV LPSOLTXpV GDQV FH
observés au niveau transcriptionéhient suivis par des effets au niveau traductionnel, il
QRXV HVW DSSDUX ORJLTXH Gfiéld&sRrozritd dOIB siéiophdige.qVH SUF
'H OD PrPH PDQLqUH QRXV DYRQV UHJDUGpPp OKV¥MeRRQFHQW

stéroidogaese: la 11-kétotestostérone.
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[11.2.1. Immunohistochimigar fluorescence

Nous disposons au laboratoire de deux anticorps dirigés contre le Cypl7al et le
Cypllcl 3RXU OH &\S D LO VIDJLW GTXQ DQWLFRUSV SULPD
du Cypl7al deSRLVVRQ JgEUH DORUV TXH SRXU OH &\S F FIHV
dirigé contre un peptide de truite. Cet anticofpsirni par Yann Guiguen (INRA de Rennes),
fonctionne @alement chez le poisson zébre. Un anticorps secondaire couplé a un

fluorochrome permet ensuite la révélation.

ASUQqV OTH[SRVLW loRt@técondevvésd/dansVil BoiO. Hist ensuiteété
déshydraté¢ GDQV GH O 1p\WakdDdp RoenO@nYgb¥s dans de la paraffine. Les
échantillons ont alors été cownement (section longitudinale de 5um) et montés sur des

lames.

Le marquage des protéines Cypl7al et Cypllcl a été realisé par immunohistochimie
fluorescentevec les anticorps mentionnésdeissusen utilisant les lames de 4 a 5 individus

par condition.

[11.2.2. Dosage de la KT

La 11-KT estunandrogéngouant un role clef dans la physiologie de la reproduction
chez les poissons téléostéens. Il est principalement synthétisé dans les cellules dpdreydig
la stéroidogenése ] SDUWLU GH CORPD GUp-QRGxestbR&paddl a été dosé
par unELISA trés spécifique de la 14T (kit 11-KT EIA®) :

Ce dosagest basév XU OH SULQFLSH GH Of(/,6%$ FRPSpWLWLI DY
OLpV j OT1$FpWK\FKRKILe@tHid/AVACHE) MaHL1- KO Diée ] ON$&K( HQWUH H
compétitionaveclatl7 QDWXUHOOH SRXU OHV VLWHV GH-IIL[DWLRQ
KT qui est coaté (fixé) aux puits réactionnelén substrat est ensuite ajouté (réactif de
Ellman), permetantde colorer la soluti@ ab§orbance, luau spectrophotometre a 4aeh,
est inversement proportionnelle a la quantité deKIlnaturelle (plus il y a de KT

naturelle, moins il y a de s@dibrespour la 11KT lies ] OT$ & K(
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[11.3. Analyse morphométrique de $permatogenese

Aprés avoir mesurdes différents paramétrementionnés edessus du géne a la
SURWpPLQH QRXV DYRQV FKRLVL GTpWXGLHU OfKIEMWRORJL
entredesévenements se déroulant au niveau molécuédites éeénements se déroulant au
niveau tissulaireen rapport direca fonction de reproduction. dlis nous sommes donc
tournésvers une analyse morphométrique des différents types celluld&gela gonadeen
portant notre attention sur les cellules germinaeses cellules somatiques, a savoir les
cellules de Sertoli et les cellules interstitiel{t=s cellules de Leydig).

ID PPWKRGH TXL D pWp XWLOLVpH HVW DGDSWpH G{XQ
poisson zébre adulte ma{Eeitsmaet al., 2007; de Waakt al., 2008) méme si quelques
modifications mineures ont été apportéés. point c¢ départ de cette méthode est de
GpWHUPLQHU OYDERQGDQFH UHODWLYH GH & gholrksd W\SH
spermatogonies A,les spermatogonies B,les spermatocytes,les spermatides, les

spermatozoide$! autee$ types cellulaires.

$ILQ GIREWHQLU X QHdDdERIPGERMQtFds tehu@iB\Woluy &l/ons
utilisé des coupes de testicules, mais contrairement aux expérimentations
GILPPXQRKLVWRFKLPLH HOOHV RQW pWp FRORUpHV j OTfl
ensuiteréalisé des clichésn microscopie(x400) qui ont été intégrés a un logiciel afin de
superposeune grille G L QW H U 352 pirtHQit haimps ont étanalysésau hasard
pour chage individu (n = 6 poissons par conditionfW SR XU FKDTXKecBARLQWYV G
(2816 au total pour chaqumisson), le type cellulaire a ét@oté et rapporté au nombre total
de points pour obtenir un pourcentage de type cellulaire par chaega®sultatssontdonc
G 1 D EeRpdr@@sen fraction de volumepour chaque type cellulaif@n %) Ces valeus on
été rapportéea la masse totale du testicule pour calculer une masse spécifique pour les
différents types cellulairese mg). Un facteur de correction a ensuite été appliqué pour ne
pas prendre en comgpte poid du parenchyme spermatogénidleetissu conjonctif, le tissu
JUDV GHV FDQDX[ HIIpUHQWY HW GHV YDLVVHDX[ O\PSKDW
connectif§. Ainsi, le poids final (en mg) pour chaque composé cellulaire a été détgrariné

le produit suivant

Poids final (mg)= poids du testicule (mg) x fractions volumique chaque composé du

testicule (%) x fractions volumigsidu parenchyme spermatogénique (~80%).
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Il est ici important de préciser que le volume du parenchgpggmatogénique est
environ de 20%, donc le chiffre indiqué entre parenthésgespond en fait 8006 +20% =
80%.

Par ailleurs, lesfractiors volumiques des cellules de Leydig (en %) ont été
GpWHUPLQpHY HQ PDUJH GH 09D Q Dies\anhtHéte exprisds BiRA.W U LT X H .
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Reéesultats
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/H WUDYDLO VIHVW FRQVWUXLW HQ SOXVLHXUV pWDSHV FF
partie « Résultats ». Ces différentes étapes, présentées dtaidebu 13 ci- dessous,
rappellent les objectifs généraux, les molécules étudiéesprismeétres mesures.

Tableau 13: Les différentes étapes structurant la démarche expérimentale avec les objectifs, les moléculearattesspaesurés
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Chapitre | : Effets du clotrimazole sur la stéroidogenese testiculaire chez le

poisson zébre adulte
Contexte

Les cytochromes P450 impliqués dans la stéroidogenése sont considérés comme des
cibles importantes des perturbateurs endocriniens chez les vertéimfay et al., 2006;
Cheshenket al.,2008) Parmi ces cytochromes, le cytochrome P450c17 est une enzyme clef
delaVWpURWGRJHQqVH SHUPHWWDQW GYDERXWLU j OD V\QW
VIQWKgVH GT°VWURJqQHYxygEnes GHER & pdsdarigeHeytochrome
P540cl17, appelé Cypl7al, possede a la fois une activité hydroxylase et une aatgilé ly
est codé par un seul géne, dgpl7al Les azoles, utilisés comme afihgiques dans
O DJULFXOW XrnEHicaEntpramiateutiques, sont des molécules qui agissent en
LQKLEDQW O¢YDFWLY L W-gérréthylRsE KudeRdhEyme clef de la synthése des
PHPEUDQHV FKH] OHV FKDPSLJQRQV /HV D]JROHV VRQW pJ
activités cytochromes P450,cinant plusieurs enzymes de la stéroidogenese, comme cela a
eté demontré sur des modeilesitro de tisss de mammiferes ou de poiss@iénggaard et
al., 2000; Hinfray et al2006; Cheshenko et al., 2008)

Objectif et démarche expérimentale

'DQV FH FRQWH[WH OfpWXGH D HX SRXU EXWYV GH F
OD VI\QWKgVH GH OD SURWpPLQH &\S D FKH] OH SRLVVRQ
exposWLRQ DX FORWULPD]ROH FKH] OH Pk@ylmaGKmNad VXU C
synthese de sa protéine Cypl7al ainsi que sur la concentatidihkétotestostérone (11

KT) in vivomais aussin vitro.
CetravailafawW OTREMHW G{1XQ DUWLFOH LQWLWXOp

© &DUDFWpULVDWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ -Witdaylaed; XODLUH G
20 lyase chez le poisson zébre et de ses perturbations par le fongicide pharmaceutique
clotrimazole», rédigé en anglais et publié dans General and Comparative Endogsinol

(Article 1):

Nathalie Hinfray, Damien Baudiffier, Marcelo C. Leal, J&édarc Porcher, Sélim Aifissa, Florence Le Gac,

Radiger W. Schulz, Francois Brion, General and Comparative Endocrinology, 2011
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Résultatrincipaux:

&H WUDYDLO PRQWUH W@ WalGHHEDIE Rdissdn zébre ddlitte,) esd H
PDMRULWDLUHPHQW H[SULPp GDQV OHV JRQDGHV PkOHV F
protéine Cypl7al, réalisée au cours du développement des gonades, permet d& constat
OYDSSDULW LR Q4Gjfutsposfecb@dation God) \éun immunomarquage intense a
60 jpf, notamment au niveau des cellules interstitielasslestesticukes.

/TH[SR Vih WiMOROQA45 £1.45 pM, soit 50 +500 pg/L) de males adultes au
clotrimaale induit dans le testicule, D QLqUH FURLVVDQWH HQ IRQFWLRQ -
du genecypl7alet la synthesale b protéine Cypl7al. En revanche aucune modification de
la concentration plasmatique del-.7 QIfHVW QRWpH S$ILQonmEEntERPSUHQ
clotrimazoleprovoquein vivo une induction deCypl7al nous avons utilisé un systeme de
FXOWXUH GTH[SODQWYV WHVW IcheX @pbissbhVzebre pied RtHQW GpYH
2009) Nous avons ainsittesté I TK\SRWKgVH G{XQH DFWLRQ GLUHFWH
OfH[SUHV&hRIREA GHY GRQQpHV REWHQXHV PRQWUHQW TXY
clotrimazole (0.2t —0 VXU OfH]I[S UH \VinitR.(EnGdvariehk, Jegcbtiimazole
inhibe la biosynthése de KT dans le milieu de culture. Il est donc probable que le
FORWULPD]ROH VRLW FDSDEOH GYLQKLEHU XQH RX SOXVLF
dans le processus de la stéroidogeneseHVSRQVDEOH GH OD. vaailedrg, VH G D
au nveau KLVWRORJLTXH OHV FRXSHV UpDOLVpHV RWW SHUP
nombre des spermatogonies A apres exposition au clotrimazeir données
VXSSOpPHQWDLUHY GH OTDUWLFOH

/ Théemble de ces données sugggue les inductions observées au nivedes
testiculesin vivo QH VRQW SDV GXHV j XQH DFWLRQ GLUHFWH GX
cypl7al &HWWH LQGXFWLRQ GYfXQH HQ]J\PH FOHI GH OD VWp
expositions dwairon atéte de bouldPimephales promelasu kétocoaazole montrant une
LQGXFWLRQ GH OTH[SUHVVLRQ GH SOXVLHXUV HQ]\PHV GtF
WUDYDX[ VXJIJqUHQW TXJLO VIDJIJLW GTIXQH UpSRQVH GH FRI
niveau du comlexe hypothalamo hypophysaire(Ankley et al., 2007; Villeneuveet al.,
2007b) &HWWH K\SRWKqVH UHVWDLW FHSHQGDQW j FRQILUPH!I

3DU DLOOHXUV HQ FRQVLGpUDQW OfHIIHW LQKLELWHX
libération de la 1KT invitro RQ SHXW VJLQWHUURJHU VXU OD FDSDFI

des effets similaires.
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Résultats complémentaires

Des expérimentationsomplémentaires ont été réalisées sur le modéle de culture
GTH[S eRiQMiIres. En effet,au vu des résultats obtenus pour le clotrimazole, il nous a
SDUX LQWpUHVVDQW G 1D Q D QOnatdinchefstirVa biddyidtiiése i fhioxald UHV D
in vitro. Initialement, le clotrimazole avait retenu notre attention pour sa capacité a inhiber
O DFW LY L WipezDdtmRiteeDdds [RANEENtrations trés faib{éBnfray et al., 2006)Dans
cette étuderéalisée au laboratoire, il a été montré que le clotrimazole inhibait fortement les
DFWLYLWpV DURPDWDVHV GD Qt\We&éheal de-tuiRey. RAMS], Vapeg R Y D L |
exposition au clotrimazola 10 uM pendant 1 heure, les activités aromatase étaient inhibées
de HW GDQV OH FHUYHDX HW OHV RYDLUa¥ent UHV SHF
également été tegéhotammente fenEXFRQD]ROH HW OH SUR SatFRQLRRVOH
inhibai HQW pJDOHPHQW O §dh$ é/delweal et I8sWORAPES. MZaMpatativement au
FORWULPD]ROH FHV GHX[ FRPSRVpVY SUpVHQWDLHQW GHV S

Nous avons donchoisi GfH[SRVHU GHV H[SODQWV WHVWLFXODLI
également au kétononazolan azolemodeéle, TXL D IDLW OYREMHW GH QRP
concernantes effets sur Iatéroidogenésehez le vairon a téte de boknkley et al., 2002;

Ankley et al., 2007; Villeneuvet al., 2007a; Zhang et al., 2008a)

Conjointement aux azolek forskoline(FSK) a été utiliséecomme témoin positifLa
FSK estun activateur de la voie AMP&n accord avec les travaabe (Leal et al., 2009)
nous avons montré JuH O O H L@QF¢$8dNOIE \genes clefs impliqués dans le processus
de la stéroidogenes@& 1uM (star, cypl7al cypllcl figure 12A) ainsi que la
synthese/libération de AKT dans le milieu de culturdigure 12B). 'DQV QRWUH pWXGH
pour cette prprieté que nousO D Y R Qey afinkdR Etwvhuler la synthese basale deKT1
'DQV OH FDGUH GH OfpWXGH GHV HIIHWV GHV D]JROHV
HQJ\PDWLTXHV GHV &<3V FTHVW XQH SURSULpWp TXL SH

sensibilité du teshotamment en ce qui concerne la mesure de la biosynthesekde 11
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Al FSK, 1uM B/ FSK, 1uM

Figure 12 : Effetsin vitro dela forskdine (FSK, [1 pM) sur(A/) OTH[SUHVVLRQ GH JgQ!
processus de la stéroidogenesdB/) la synthése/libération de-KI' dans le milieu de culturaprés une
H[SRVLWLRQ GTH[SODQWYV W HROW leF padeD A d$ HonSddQB Cepvésestisi
moyennHV GTH[SUHVVLRQ UHODW LS. B &3 4 DppiSsarts Yar boxditivnp P ie0,Qt
** p<0,01.

Les expositions aux azoles ont donc été réalisées seules outraiteznent avec la
FSK. Les résultats, présentés dansflgares 13 et 14, montrentque les azoleghibentla
synthese/libération de 44T des 1uM pour le kétoconazo(éigure 13) et a 5uM pour le
propiconazole et le fenbuconazaeigure 14). Le cotraitement avec la FSKren@ fLQKLELWLR
pus PDUTXpH SRXU OH FORWU L P DaMRcOddleuxaiitresXdzo®@sfHVW SDV OF

IDFWHXU G fLQ®&X)H tshiding

Figure 13: Effetin vitro du kétoconazole seslr les niveaux de 1KT mesurés dans le miliel
GH FXOWXUH DSUqV XQH H[SRVLWLRQ GTH[SODQWYV W
représentées sous formemeyenne de concentration enKT relative par rapport aux témoin
+ S.E.M (n = 317) poissons par condition). * p<0,05, ** p<0,01.

$X UHJDUG GX SRWHQWLHO GITLQKLELWLR Q@atslidds DFWLY
microsomes de truitéHinfray et al., 2006)les résultats de notre étude semblent cohérents,

avec un effet plus marqué pour le clotrimazole (A@ALQKLELW LR @ué powrde VH X O
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propiconazole (25%G ILQKLELW LR @t lp ferbdcondzsl®©O35% fLQKLELWLRQ | -
seu) /H NpWRFRQD]JROH VHPEOH pJDOHPHQW DYR»U XQ S
GITLQKLELWHRRESE P Up(Q GILQKLELWLRQ SRXU OH FORWULPELC

Al

IDFWHXU G 1L Q&X)F Whdne

B/

IDFWHXU G 1L Q ®&X)F thiaig

C/

IDFWHXU G L Q &X)F tshioing

Figure 14: Effetsin vitro de plusieurs azoles seuls ou enti@itement aveda forskoline
(FSK) sur les niveaux de 4T mesurés dans le milieu de culture aprés une expos
GYfH[SODQWYV WHVWLFXODLUHY SHQGDQW MR Xmbyennd-
de concentration en KT relative par rapport aux témoinrsSE.M (n = 317 poissons pal
condition). * p<0,05, ** p<0,01.
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(Q UHYDQFKH FRPPH REVHUYp SRXU OH FORWULPD]ROH
DXFXQ HIIHW VXU OfH[SUHVVLRQ GHV JqQ #té&roidogeh&e TXpV C

(Tableau 14).

. [ 4
alqe|reAy 10N = YN ([IAMT] * ‘suljoysio) = YS4©

ADTHddAM AXDTATOOT IXA MNYSSAN NAS OYIMAXD0TbD NXHMIAI
O NOA9D ANAdX1170Sd1 AHObC HO9 OYIAAHNSIHBLO NXA AHOY[ALD AMHII) Inesjgel



Résultats

&HV UpVXOWDWY FRPSOpPHQWDLUHV YLHQaQiEleQIW DS S X\
pour le clotrimazolequiin vitro inhibe la productionde 117 VDQV PRGLILHU OfH[SUFL
génes impligués dans sa synthese. ARHWWHQW HQ DYDQW OfLQWpPUrw (
GITH[SODQWYV WHVWLFXODLUHY GDQV OYpWXGH GHV PpFDQL
un modeéle capable de répondre a des composés chimiques en terme de synthese/libération de
stéroides a des conceations proches de celles utiliséesivo.

2Q SHXW GRQF V{LQWHUURJHU VXU OfXWLOLVDWLRQ
composéschimiques sur lastéroidogenesevoir pour réaliser ducriblage Il présente
O 1 D Y Dde pvebdrélen compt@fipariemment des échantillons, avec un testicule témoin et
HQ SDUDOOQOH XQ WHVWLFXOH H[SRVp SURYHQDQW GTXQ |
Le prélevement @séchantillongpour la mesure de la synthése/libératienl KT estsimple
(milieu) et la quantification de la *KT par méthodeELISA estsensibleet spécifique En
UHYDQFKH OH V\VWgPH GH FXOWXUH HVW UHODWLYHPHQW
de 1XKT est couteux/H WHPSV GY{H[SRVLWLRQ HVW pJDOHPHQW UHC
HITHWYV REVHUYpV DSUqV MRXUV GITH[SRVLWLRQ VRQW QR
KT dans les milieux de culture (données non montréas)lus, dans ce systeme complexe,
nous ne connaissons pas la disponibilité du contaminant pour le tedfiodéet, le composé
chimique, initialement introduit dans le milieu de culture, va atteindre le testicule par transfert
GDQV XQ EORF QGrieDnkblrddhe/de niBocelMlose

&KH] OHV SRLVVRQV GHV FXOWXUHV GTH[SODQWYV JR
utiliséesin vitro DILQ GTpWXGLHU OMBW HITRW N leG8HDIMRED@RISet
al., 2010)., OV RQW PRQWUp OTLQWpUrw GrfigcanisvHNO GPTROG-g\OLHR G DX
DIROHV HW RQW SDU H[HPSOH PLV HQ pYLGHQFHdansH OH Fc
GHV FXOWXUH GTH[SODQWY RYRF\WDLUH Wne étBdgaprtel W D O
OH GpYHORSSHPHQW G fXQ natesgtegtRidesGHoRXNXIb Huite H JR
G D QV OdvalkeX \as €idits de composismiques sur Iatéroidogenés@arca Pereirat
al.,, 2011) Les auteurs concluenyue ce systeme peut étre utilisé pour détecter les
perturbations de Istéroidogenésen mesurant la concentration en stéroidé8/ WUDGLR O H)
testostéroneflans le milieu de cultur®ans ce modeéle, lesxplants gonadigues sont exposes
pendant 2 jours avant deesurer legparametres biologiquefinaux, a savoir lesstéroides
'HV UpVXOWDWY SUpOLPLQDLUHVY PRQWUHQW WRXW GIDER
milieu de culture est augmentée aprés exposition a des extraits hypophysaires, ce qui suggere

guele systeme répond bien a une stimulation aux gonadotrojaes. un second temps, les
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auteurs ont exposés les explants gonadiques a divers composés chimiques, dont: e azole
prochloraz.Les mesures effectuées montrent une inhibition de la synthésatiin de la
WHVWRVWpURQH HW GH OYRHVWUDGLRO GDQV OHV FXO

respectivement.

'DQV QRWUH FDV OD FXOWXUH GYH[SODQW WHVWLFXO|
GH OfpWXGH PpFDQLVWLTrKé&re \(tihs®eHpobRiEtectéDdeS\comp as€s Hy H
perturbent lastéroidogeneseais des mises au point semiil@écessairepour rendre son

utilisation moins lourde.

Conclusions

IRWUH pWXGH GpPRQWUH SRXU OD SUHPLqUH IRLV TXH
invivo OYH[SUHVVLRQ WHVWLFXODLUH GX JgQH MXVTXTYj] OD
enzyme clef de la stéroidogenese. Par ailleurs, en utilisant un madeigo GTH[SODQW
testiculaire, nous mettons en évidence une action directe du clotrimazole, mais aussi du
kétoconazole, du propiconazole et du fenbuconazole sur le testieeihhiBitfon de la
libération de 11KT dans le milieu de culture. Cette baisse deolacentration de KT dans
le milieu est probablement duj OfLQKLELWLRQ GITXQH RX SOXVLHXUV
intervenant dans le processus de la stéroidogenése. Par ailleutsfélesices observées
entre lesrésultatsin vivo et in vitro suggereQW TXH OTLQGXFWLRQn&w OD VW
QIHVW eSPVXE@EX DFWLRQ GLUHFWH GX FORWULPD]JROH HW
rétrocontréles au niveau du cplexe hypothalamdypophysaire. Par ailleurs, le systeme de
FXOWXUH GTH]I[S O Diftilevhe dévaoppgeXmouw Letueidér Epermatogenese
semble pertinent pour évaluer les effets de perturbateurs stérétddogenésanéme si une

utilisation en routine pour de la détection ou du screening nécessite des études plus poussées.
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&KDSLWUH ,, (IMTHWV GX FORWULRDNROthe/VIXU O D
poissonzebre adulte: OTLQGXFWLRQ GH OD VWpURWGRJHQQ

implique la voie Fsh/Fshr

Contexte

Le clotrimazole est connu pour inhiber des activités enzymatiques cytochrome P450,
dont plusieurs sont impligeé dans la stéroidogenese, comme démontré dans den tésts
sur des modéles poissorgslinfray et al., 2006; Vinggaaret al.,2006) 'DQV OIYDUWLFOH
avons montré que le clotrimazole est capable de reodlvivo la stéroidogenése en
VWLPXODQW OfH[SiplHrVet RI€) laGyhthéseQde la protéine Cypl7al. En
revanche OH PpFDQLVPH GY{DFWLRQ SHU Budtitvi\eBtQGWweore fidl[SOL T X
compris mais pourrait faire intervenir un rétrocorgrall niveau centraChez les vertébrés, la
VWpPpURWGRJIJHQQgVH JRQDGLTXH HVW VRXMWp@physdi® Q€8 U{OH C
hormones pituitaires LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicktimulating Hormone)
régulent la stéroidogenése et gmmétogedse en interagissant avec leurs récepteurs
gonadiques. En retour, les hormones stéroidiennes induisent des rétrocontréles sur les circuits

neuroendocrinien&ohar et al., 2010

Objectif et démarche expérimentale

'‘DQV FH FRQWH[WH OH EXW GH OfpWXGH HVW GfpY
VWpURWGRJHQqVH WHVWLFXODLUH HW GH FDUDFWpPULVH
genes fonctionnels le long d§ D [H K\ S R&Kde/ Bans ce but, les poissons sont exposes

7 jours au clotrimazole (71258 ug/L).

CetravailafaWw OTREMHW G{1XQ DUWLFOH LQWLWXOp

© 5{OH FOHI GH OD )VK FRPPH PpGLDWULFH GH OfHIIHW G X
testiculaire du poisson zebre adulte >rédigé en anglais et accepté pour puhblicatdans

Toxicology (Article 2)

Damien Baudiffier, Nathalie Hinfray, MélanieVosges, Nicolas Creusot, Edith ChadiliMaanPorcher,
Rudiger W. Schulz, Francois Brion ; Toxicology, 2012
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Résultats principaux (article 2) :

1RXV DYRQV PRQWUp TXH OH FORWULPD]JROH LQGXLW
GITHQ]\PHYV dE&Olk prEgessus de la stéroidogeimégiwo. Les expressions dgar,
cypl7alet cypllclsont induites et fortemércorrélées entre elles. En accord avec ces
résultats, le clotrimazole induit la synthese des protéines enzymatiques Cypl7al et Cyplicl
dans les cellules de Leydig. En revanche, les concentrationsi€h ditculantes ne sont pas
affectées.

Par ailleurs,OTDQDO\VH GX Ulefg &BIXOJ B [ Biq R#BNadR Keirmdt de
FRQFOXUH TXH OYLQGXFWLRQ GHV HQ]J\PHV GH OD VWpuU
SUREDEOHPHQW SDU OD YRLH GH VLJQDOLVDWLRQ )VK )VK5
I V Kau niveau hypophysaire et de son réceptsturau niveau gonadique est observée. De
SOXV OfH[SBHNVWWRERGBGMpOpH j OTH[SUHVVLRQ GHV JgQHV
JURXSHV H[SRVpV DX FORWULPD]R O Hike ge@owhGact® BHIHUHV VLR (
un géne spécifiguement exprimé dans les cellules de Sertoli et connu pourgétée ré
positivement par la FshNEbrega, Morais, de Waal, Bogerd and Schulz; données non
publiées) HVW VWLPXOpH SDU XQH H[SRVLW.L&RQxed donfc@R WU LP
suggere gque la voie de signalisation Fsh/FshR est probablement impliquée dans les
modifications de la physiologie testicurainduite par le clotrimazoléAu niveau sanguin, on
constate ummaintien des niveaux circulants de-KT apresune exposition de 7 jours au
clotrimazole TXL UpVXOWHQW GTXQH FRRSBQVO@KLIER® IFR@ CRILAD
SOXVLHXUV DFWLYLWpV HQJ\PDWLTXHV HVW VXLYLH GDQV
concentration en KT plasmatique, cellei, du fait de la stimulation de la synthese de Fsh
HVW GDQV XQ VHFRQG WHPSV FRPSHQVdesl actifitp§ XLOLE!
HQJ\PDWLTXHV HW OfLQGXFWLR Q aBdutr&k fti firmalBHunevabseqreGHV Jq
de variation détectable de larcentration en KT quand elle est mesurée aprés 7 jours
GYH[SRVLWLRQ

Résultats complémentaires

/IHV UpVXOWDWYVY GH OfDUWLF @ Mivdy/de Jal s&sdidQgaheseXuin OD VW
la voie de signalisation Fsh /FshR compensent les effets inmgiimaires directs du
FORWULPD]ROH DX QLYHDX GYIfXQH RX SOXVLHXUV HQ]J\PHYV
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OYH[SUHVVKeutEt® Hu a une levée du réttontrdle négatif de la KT au niveau
hypophysaire, ceci faisant suite & une dimimuth court terme des niveaux circulants de 11

KT. Cependant, nous ne pouvons pas exclure une action directe du clotrimazole sur

O K\SR 8K\\OH K\ S R.WalbDténtziPd¢ Yépondre en partie a ces questions, une lignée
cellulaire gonadotrope LbT2 a étélisée. Cette lignée est composée de cellules de souris
portant notamment une région de régulation de la-saité beta du LH de rateliée a
OYDQWLJgMa (Turgeohe6 8l., 1996) Les expérimentations menées sur cette lignée

RQW pWp UpDOLVpHYV SDU OfpTXLSH © 3K\VLRORJgli GH OT#¥
participent & un programme sur les effets neuroendocriniens deNHEHDY). Cette lignée
IRQFWLRQQHOOH HVW FDSDEOH GH UpSRQGUH j OD *QU+
VPFUPWLRQ GH /+ HW GH )6+ QL VXU OTH[SUMHMVRLR Q GH \FHY
JRQDGRWURSLQHY DSUqV K HW K G REIHMN Raht Whilniliu DX FOF
supplémentdu nonHQ DFWLYLQH GRQQpHV QRQ PRQWUpPHV 6 XU F
SDV GRQF SDV GYHIIHW GLUHFW o HesFgorRidttbpiRed &R @t V X U
VPFUPWLRQ %LHQ TXH FHV GRQQpHV GRLYHQW rWUH SUL\
GIXQ WRXW DXWUH PRGqOH ELRORJLTXH TXH OH Q{WUH
K\SRWKgVH VHORQ ODT X giontle®denes Goda&nt\phur [@s GoHadotfiapip&dJ

O ket | V Kau niveau hypophysaire et de leurs récepteurs au niveau testiculaire chez le poisson
]J9EUH HVW XQH UpSRQVH GH FRPSHQVDWLRQ IDFH j OTDFWL
GTXQH RiXs®@yMés de la stéroidogendsa. ailleurs, de la méme maniére que les
WUDYDX[ UpDOLVpV VXU OTK\SRSK\VH LO DXUDLW SX rWUH
directe ou indirecte (réponse secondaire a une inhibition de la synthese de staRickHs)

GX FORWULPD]ROH VXU OHV QHXURQHV j *Q5+ TXL YRQW FF
réguler la synthese et la libération des gonadotropines au niveau hypophysaire. Concernant
OTK\SRWKgVH GYXQH UpSRQVH VHFRQd Dplusi¢ursVaxtivigst | O 11
enzymatiques de latéroidogenése HOOH D pWp WHVWpH HQ PHVXUDQW
hypophysiotropgnrh3dans le cerveau (voahapitre 3).

Conclusions

(Q pWXGLDQW XQ UpVHDX GH JqQHV IR QFNAIR @DHa®MsOH OR
GpPRQWUp TXH OH FORWULPD]ROH LQGXLW XQH FDVFDGH C

niveau hypophysaire et tesilaire qui est compatible avec un réle centraladésh dans (1)

programmeNeuroendocrine Effect of Endocrine Disruptors
financé parOYDJHQFH 1DWLRQDOH SRXU O 78
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OD VWLPXODWLRQ GH OD VWpURWGRJHQqVH GHVY FHOOXOHYV
du clotrimazole sur la synthese de 17 HW GDQV OYLQGXFWLR@f3GH OfH][
dDQV OHV FHOOXOHV GH 6HUW R@gdparalf goncXdet @Gettinert pdy V H D X
FDUDFWpULVHU OH PRGH GYDFWLRQ GX FORWULPD]ROH H\
DPRUFH XQH UpSRQVH FRPSHQVDWRLUH QdHaboufitspht avl8* /D S
PRGXODWLRQ GH OD VWpURWGRJHQqVH WHVWLFXODLUH VR

du clotrimazole sur la reproduction.
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Données supplémentairéaticle 1)

table S1: primer sequences of target genes
Organ Name forward primer sequence (5' --> 3) reverse primer sequence (5' --> 3') GenBank ID
testis star ACCTGTTTTCTGGCTGGGATG GGGTCCATTCTCAGCCCTTAC NM 131663
hsd3b1 GCAACTCTGGTTTTCCACACTG CAGCAGGAGCCGTGTAGCTT NM_212797.1
cypl7al GGGAGGCCACGGACTGTTA CCATGTGGAACTGTAGTCAGCAA NM_212806.3
cypllicl GCTCATGCACATTCTGAGGA TGTGCTGAAGGTGATTCTCG DQ650710.1
hsd11b3a TGGTGAAGTATGCCATCGAA AGTAGCCATCGTGTGTGCTG AY578180
cypl9ala CTGAAAGGGCTCAGGACAA TGGTCGATGGTGTCTGATG AF 226620
Ihcgr ATCACTCACGCTCTCCGACT GCTGCTGACGCCTATTAAGG NM_205625.1
fshr GAGGATTCCCAGTAATGCTTTCCT TCTATCTCACGAATCCCGTTCTTC NM_001001812.1
amh CTCTGACCTTGATGAGCCTCATTT GGATGTCCCTTAAGAACTTTTGCA [NM_001007779.1
igf3 GTGCTGCGTTCTCATCCT TGTTGAGGAGGTTTGGGT NM_001115050
piwill CAAAATGGGAGGAGAGCTGTG CAAAGAATCGGGAGCTGATGC NM_183338.1
pituitary OK GCAGAGACACTTACAACAGCC AAAACCAAGCTCTGAGCAGCC NM_205622.2
IVK CAGATGAGGATGCGTGTGC ACCCCTGCAGGACAGCC NM_205624.1
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Table S2: Spearman rank correlation coefficient r (number) and probabilities (*) between gene
expressions in control @lotrimazole exposed male zebrafish (nd39)

DMSO
A) organ genes star

hsd3bl cypl7al cypllcl hsdllb3a

testis star
hsd3bl  0.03
cypl7al 0.62** -0.22
cyplicl 0.69 * 0.12 0.48

hsd11b3a -0.19 -0.11 -0.1 0.21
-0.25 0.14 -0.18 0.03 0.26

cypl9ala
B) organ gene OK
pituitary VK 0.85 ***

C) organ genes star hsd3bl cypl7al cypllcl hsdllb3a cypl9ala lhcgr

lhcgr -0.12 -0.04 -0.19 -0.01 0.47 0.54 *

fshr 0 -0.1 0.48 * 0.17 0.3 -0.11  -0.26

testis

*P <0.05; * P <0.01; ** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters
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Table S2 $uite

Clotrimazole 71
A) organs genes star  hsd3b cypl7a cypllc hsdllb3

testis star
hsd3b1l 0.23
cypl7al 0.78 0.23
cyplicl 0.94 0.13 0.72**
hsdl1b3a -0.15 0.26 -0.2 -0.1
cypl9ala -0.28 -0.37 -057* -0.26 0.45

B) gene OK
pituitary IVK  0.79 *

C) organs genes star hsd3b cypl7a cypllc hsdllb3 cypl9al Ihcg

testis Ihcgr 0.31 -0.29 -0.01 0.4 0.34 0.46
fshr 0.68* 0.44 0.78** 0.52* -0.24 -0.55* 0.13

*P <0.05; * P <0.01; ** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters
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Table S2 $uite

Clotrimazole 159 pg/L

A) organs genes star hsd3bl cypl7al cypllcl hsdllb3a
testis star
hsd3b1 -0.32
cypl7al  0.75** -0.6*
cyplicl 0.65* -0.61* 0.68*
hsd11b3a 0.32 -0.11 0.51 0.43
cypl9ala -0.07 -0.26 -0.05 0.47 0.12
B) gene OK
pituitary VK 0.98
C) organs genes star hsd3bl cypl7al cypllcl hsdllb3a cypl9ala Ihcgr
testis Ihcgr 0.57* -0.65* 0.77* 0.67* 0.36 0.32
fshr 0.52 -0.29 0.69** 0.43 0.3 0.13 0.75
*P <0.05; * P <0.01; ** P @001 indicate significant correlation between parameters
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Table S2 $uite

Clotrimazole 258

A) organs genes star  hsd3b cypl7a cypllc hsd1l1b3

testis star
hsd3bl 0.19
cypl7al 0.78* 0.46
cyplicl 0.84 0.37 0.93 **=
hsd1lb3a 0.51 0.39 0.73** 0.67*
cypl9ala -0.6* -0.24 -0.67* -0.66* -0.16

B) genes OK
pituitary VK 0.76 *

C organs genes star hsd3b cypl7a cypllc hsdl1b3 cypl9al Ihcg

testis Ihcgr 0.49 -0.11 0.61* 0.54 0.84 -0.09
fshr 0.66 ** 0.68** 0.78 *** 0.67 * 0.6* -0.72* 0.34

*P <0.05; * P <0.01; ** P < 0.001 indicate significant correlation between parameters

Figure S

Figure S1in vivo effect of clotrimazole on spermatogonial cell mankisvill expression following
a 7 days exposure. Data are represented as mean + S.E.M. and expressed as fold change
expression from the control. Relative mRNA expression wasrdigted as the ratio of target ger
MRNA /2ug total RNA (N = 1219 fish /condition). Asterisks indicated a significant differer
FRPSDUHG WR FRQWURO JURXS S
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&KDSLWUH ,,, (I1"HW GI1XQH H[SRVLWLRQ GH MR

hypophysegonade et impact sur la spermatogenese

Contexte

Dans les 2 articles précédents, nous avons mis en évidence que le clotrimazole
SHUWXUEDLW OD SK\VLRORJLH WHVWLFXODLUH GX SRLVVR
JGQHV HW SURWPLQHV FOHIV GH OD VWpURWGHRISQ®RqVH /1f
ORQJ GH OYDFHRKQBEBKDVEHEHUPLY GH PLHX[ FDUDFWpULVHU
clotrimazole, mettant notamment en avant le role de la Fsh hypophysaire et de son récepteur
testiculaire. Ces effets observés au niveau moléculaire et aellglauleventa question de
O T L P Subl& Bpermatogenese. Ce procespasmet de produire des cellules germinales
différenciées a partir de cellules souches spermatogoniales. Les cellules de Sertoli jouent
egalementun role essentiel dans la spermatogémé¢ SXLVTXJYHOOHV VRQW j OfL
milieu extérieur (espace interstitiel, circulation sanguine) et les cellules germinales. Chez les
poissons, la Fsh est une gonadotropine puissante qui interagit avec son récepteur gonadique
exprimé au niveau dellules de Sertoli et de Leyd{@lanas et al., 1993; Ohta et al., 2007)

Les stéroides sexuels produits par les cellules de Leydig peuvent égaleimeagiriravec
leurs récepteurs, notamment au niveau des cellules de Sertoli pour supporter le processus de

spermatogenégke Gac et al., 2008)

Objectif expérimental

$X YXH GH OYHQVHPE OH p&iHi¥ migpreaxaotévisee/mécdhisreQ W
GIDFWLRQ GX FORWULPD]ROH LO V d&dEnirdnt@pafelW\W LXK Kb 1 L

exposition de 21 jours sur
(1) la stéroidogrese: Estelle encore induite avec une exposition a plus long terme ?

(2) la spermabgenese Quels sont les effets au niveau de la spermatogenéset Yes
effets moléculaires aili cellulaires, a savoir quels sont les types de cellules germinales

éventuellement affectés ? Part finalement faire un lien entre des effets obseruésivaeau
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GH OfH]I[S GHanhegdro@culalk)et des effets observému niveau tissulaire, laissant
SUpVDJHU G 1 XQ HlaSdadtion deré&pipivittiBPQ G H

&H WUDYDLO IDLW OTREMHW G1XQHP Bh[BRAChBHhiNRQau
clotrimazole sur la fonction testiculaire chez le zebrafisky, rédigé en anglais sbumis au

journal Environmental Science and Pollution Research (Article 3) :

Damien Baudiffier, Nathalie Hinfrayzatherine RavauydNicolas CreusotEdith Chadili, JeasMarc Porcher,
Rudiger Schulz, FranceiBrion

Résultats principaux (article 3)

/HV UpVXOWDWYVY GH OfpWXGH PR Qiviulée @ine<T jolrsOD VW p
GITH[SRVLWLRQ DX FORWULPD]ROH | o8lids/ utiidéed HoiQdeé UDW LR
O TH[S RdelrWoumR.(Ces resultats confirment également le rdle critique de la voie de
signalisation Fsh/FshR dans la médiation des effets du clotrimazole. Cependant,
contrairement a ce qui a été observé a 7 jours, la concentrationkh fthsmatique est
augmentéajuand les poissons sont exposés a la plus forte concentfdtiasavons donc
dans ce cas une scompensation DYHF XQ GpVpTXLOLEUH HQWUH OfLQ!
DFWLYLWpV HQ]J\PDWLTXHV G $téQittbgBrig &£/ DHAIWV O FHVEBIER\WW W HR Q
O 1L Q G X FwérBidpgenesdizplus @ffjalyse histologique déssticulesmontre que le
QRPEUH GH FHOOXOHV GH /H\GLJ G D QVcefytohcsrir&tidn L QW H L
GYH[SRVLWLRQ pdttieTeent YRDQUGEUWIH. W R B@nhtatiah Hiu GHes
résultats sont en accord ave§ B X W Uds VappitahGue OfH[SRVLWLR Qd&H SRLV\
azolesse manifeste par une augmentation du GSleela proportion deellules de Leydig
chez les males (Ankley et al., 2007; Browret al., 2011) Notre étudeindique donc que
I TH[SRVLWLRQ DX F OR Wodrs RinpRitCaHne S dUQtBd@ WIH[SUHVVLRQ C
genes clefs dia stéroidogenesst a uneaugmentatiorles niveaux circulants de KIT. Cette
stimulation globale de latéroidogeneséi VW DFFRP S D J Qératios fes Qetul&UWR O L |
Leydig.

Au vu de cs évenements, nous nous sommes interrogés sur les conséq@Efice®® H WHOOFL
exposition sur IapermatogeneseGIXQ SRLQW GH YXH KLVWRORJLTXH PD|
moléculaire Nous avonsW R X W EQIBd e ahalyse morphométrique des gonades pour

étudier les différentstadesdes cellules germinale€ette analysssHUPHW G{HVWLPHU C
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(en mg) des différents types cellulaires a partir de coupes histologiques de testicules et de la
masse du teésule. Les résultatme montrent SDV GTHIIHWYV GX FORWULPD]RC
meéiotiques ou pognéiotiques En revanche, on note une augmentatsignificative du

nombre despermatogonied, HQ DFFRUG DYHF OYLQGXFWpRIQ, thH OTHI[S
maqueurmoléculaire spécifiqueles spermatogonies Au niveau moléculae, nous avons

également choisiGH PHVXUHU OfH[S AV RY @RWKXVIgRRHOMMWURQV TX
induits suite @fposition au clotrimazolé€Ces génes sont exprimés au niveau des cellules de
Sertoli Le génear est notamment trés exprimé dans les cellules de Sertoli a proximité des
stades précoces des cellules germinalesime les spermatogonies Aigf8 estun marqueur

des cellules de Selto Ar et igf3 sont également connus pour étre régulés par la Fsh
(Nobrega, Morais, de Waal, Bogerd and Schulz; données non plibdieems résultats
(LQGXFWLRQ GH OTH [ etlitf3Vsoit &n &cebutDNXGHFH O IDFWLYDWLRQ C
Fsh/FshR

Résultats complémentaires

3DUDOOQOHPHQW j OTH[SRVLWLRQ DX, HO\R \WDtIEED |ROH

réaliséev (Q HIIHW FHV FRPSRVpV °VWURJgQLTXHV VRQW GHYV
des genes impliqués dans le processus deetddogenése chez le poisson zebre aduii@e
(Govorounet al.,2001; Baroret al., 2005; Filbyet al.,2006; Brionet al.,2008; de Waal et

al., 2009) De plus une étude récente a montieX{ XQH H[SRVLWLRQ GH SRLVVR¢
PKkOHV | Of°VYWAVG IPRIQH (] O ML QW H Wspexn®atwwdeReQapf@d ure D
UpJXODWLRQ QpJDWLYH GH OD V\QWKgVH GTDQGURJQQHV
OLQKLELWLRQ GX UHODUJDdadb&znégatRi®\baalriall) FOS.))QHV SDU

/IH FORWULPD]ROH D\DQW SRXU HIIHW GYLQGXLUH OL
provoquer de changementsajeurs au niveau de la spermatogendseious a semblé
LQWpUHVVDQW GYfpWXGLHU OHV HIIHWV GH FRPSRVpV °V
impliguésdans le processus dedtéroidogenesesur la concentration sanguine enK1 et

sur laspermatogenese

Dans un premier tempdes poissons ont été exposevivo j O % (1M pendant 7
jours. Les résultats indiqguent XH O H[S R VL& mBrfeste@ (€ diminutiontrés
forte GH OYTH[SUHVYV ktary@d et tygpQIedau niveau testiculaireAu niveau
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circulant, on constate une diminution spectaculaire des concentrationsk@nhdLi sont100
fois moins importantes chez les poissons exposés comparativement au groupe(figotéle

15).

YDFWHXIlI GTII OGXFWI R

Figure 15 (IITHWV GH OpuHW K4 QM) sl KAY ld/ddrigéhtrdRidh plagmatique erkl

HW % OfH[SUHVVLRQ GH JgqQHV FOHIV LPSOLTXpV GDQ'
zébres adultes méles pendant 7 jonngvo. Les données sont représentées sous forme de Moy
+ SEM (A: n =46, B: n = 810 poissons par condition). Barres blanches = ténmsohgent
control (SC) barres bleues = REE* p<0,01, *** p<0,001

'DQV OH PRGgqOH GYH[SODQW GH W H YiMutrum®©dinMnut@rRdeV FRQV
OfH[SUHVVLRQ GHV JgQHV GH OD VWpURWGRJHQQgVH &RPSI

les inhibitions sont cependant trés peu marqiréesro (figure 16) :

Figure 16: Effetsin vitro GH OTHWKLQ\Q RHVQVED GLORD OfH[SUHV VL
GDQV OH SURFHVVXV GH OD VWpURWGRJHQgVH DSUqV X
/IHV GRQQpHV VRQW UHSUpVHQWPpPHYVY HQ PR\HQQHV GTt
S.E.M (n = 447 poissons par condition). Barres blanches = ténsmh&nt control (SCharres
bleues = EE * p<0,05, ** p<0,01.
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(Q OLHQ DYHF FHV WUDYDX[ GHW @RIEMER@perd@riyv pWp H
7 et 14 jours en vue de caractériser les effietsette molécule sur la spermatogenese. Ce
WUDYDLO D IDLW Q@freR).HW VG X @ XDWWDW\D Hake@ \WelfatehwWw T X H
marquée la spermatogenese, puisque les masses respectives des différents types cellulaires
différenciés, des spernmytes aux spermatozoides, sont diminué@R PPH 0 TO(T(
LQKLEH OTH[SUHVVLRQ GH JqQHV LPSOLTXpV GDQV OH SUF
'DQV OYDUWLFOH GH OTDQQHI[H QRXV PRQWURQV pJDOHP
&\S D SDbli€exfans les cellules de Leydig mais pas dans ledesegerminales.
Cela suggéreTXH OTLQVXIILVDQFH HQ DQGWRRdHHEMBIBIXSIOY H SD U
/H\GLJ HVW XQ pYgQHPHQW PDMHXU GDQV OYfDOWpPUDWLRAQ
FRKpUHQWY DYHF XQH DXWUH tioh\dé Gi$pétRafpyehtbeQewl cauxkde O T L (
SDU OfLQKLELWLRQ GH OD V\QWKq Vit \GhDe) 8.URIYEPHY GDQ
revanche, dans cette étude, quelques différences apparaissent comparativement. al lg nbtre
a une augmentation de abvVH GH VSHUPDWRJRQLHV $ FRKpUHQWH D
le renouvellement de ce type celluland W OfHIITHW V Xode©Odst\besdusdup mdng/ R |

marqué

/I THQVHPEBWY GRQQpHYVY PRQWUH TXH OHV °VWURJgQQHV S
synthése de 17 HW OD VSHUPDWRJHQgVH OD GLPLQXWLRQ GF
stéroidogenese dans les cellules de Leydig apparaissant comme un événement majeur dans la
FDVFDGH GYpYgQHPHQW FR Q Gpéimdtbges€eefida Vdas BVAERQ G
du clotrimazole, cette relation entre stéroidogenese et spermatogenése est moins évidente,
PrPH VL OfH[SRVLWLRQ GHV LQGLYLGXV VH PDQLIHVWH SC

marqueurs, comme le gepvill, spécifigue des spmatogonies A.

Conclusion

ASUqV MR X UV, I&ddtrintaRole Lindulit Fo@ours la stéroidogenese. De plus,
nous montronsqufLO LQGXLW ODKVWH W KQRMUGHQH XQH DXJPHQWD
gonadesomatique de maniére marquée. Il y a uneceunpensation conduisant a une hyper
PDVFXOLQLVDWLRQ GHV PkOHV &H UpVXOWDW HVW PDUTXL
se comporte comme unaktiandrogene, en se basant sur sa capacité a inhiber la synthése
testiculaire de 1-KT. 6 | D Jnit daé Bffets sualspermatogenéskes effetssont peu marqués

sur les stades différenciés maisus constatons enaugmentation marquée du nombre des
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spermatogonies AHW XQH LQGXFW LRe&pivalH &OHWA [SpNDRVOMNWPRY Y PRQWU I
deFRXSOHU GHV PHVXUHV KLVWRORJLTXHV HW PROpFXODLU]|
tantque PE. M QV OH FDV GHV °VWURJQQHV QRXV PRQWURQV TX
genes clefs de la stéroidogenese, comoypd 7al constitue un évenemeimportant dans les

effets induitssur la spermatogese ce qui renforceégalementOfLQWpUrwW GH OD PH
marqueurs moléculareSSR XU OfpWXGH GHV HIIHWV GHV 3(
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La présence de PE dans le milieu aquatique suscite de nombreuses interrogations concernant
OHXUV HIIHWV VXU OHV RUJDQLVPHVY DTXDW LdéXddtibns$LQV L
de recherchesont menées dans le but de dévelopges outils permettanGfpYDOXHU OH
GDQJHUV HW OHV ULVTXHYV OLpV j OfH[SRVLWLRQ j FHV FRF
et des populations naturelles de poissons.

Dans ce contextetfH WUDYDLO GH WKgVH V{LQVFULW GDQV OD
des PE sur laeproduction des poissons. Plus précisément, nous nous sommes intéressés aux
effets de composés chimiques qui sont connus pour perfarberoidogenesen processus
biologique clefresponsable de la synthése des hormones stéroidiennes qui jouedlesles r
essentiels dans le développement et la reproduddans notre étude, nous nous sommes
focalisés sur le clotrimazole, un fongicide azolé a usage pharmaceutigua la capacité
GILQKLEHU OYDFWLYLWp GH FHUWDLQHY HQ]J\PHVY GH OD VW

Nos traYDX[ VH VRQW VWUXFWXUpV DXWRXU GITDSSURFKH
nous avons cherché a savoir si le clotrimazole perturbait la stéroidoger@$eD LntHEl€3 H
in vivo et in vitro (article 1). Les differences observées entre ces deux modelesjoir s
OLQKLELWLRQ GH OD HmLWrg\IQW KgMH GXIFWWRQRGIBH qQHYV F
enzymes de la stéroidogenésevivo, nous ont conduit a nous interroger sur le mécanisme
GIDFWLRQ GX inFavB (articleP2p |G Hepondre a cettguestion, nous avons
sélectionné un ensemble de gen8&SR XU HQ PHVXUHU OfYH[SUHVVLRQ D
hypophyseJRQDGH FH TXL QRXV D SHUPLV GH GpPRQWUHU O
central dans la réponse biologique au clotrimazole. Plus précisément, nous avons mis en
évidence le réle critique de gonadotropine Fsh dans la compensation des effets directs du
clotrimazole sur le testicule. Enfin, nous avons voulu aller plus & examinant les
conséquence&S 1 XQH H[SRVLWLRQ Dspef@tegahddaRitlg B OH VXU OD

Ce chapitrdinal a pour objectif de replacer les résultats obtenus dans la proloj@mati
générale de cette these en montrant gaeht leurs appors dans la compréhension des
PpFDQLVPHY GIDFWLRQ GX FORWULPD]ROH ,0 VYDJLUD pJlI
démarche expérimentale, et enfin de mont@ff LQWpUrW GH G Hp WLOXDWQR®D:

dangers et des risqudssaux perturbateurs endocriniens.
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|. Les effets du clotrimazole et les mécanismes sgasents en jeu

Pour le moment, les effets des PE les plus étudiés sont ceux médiés par les récepteurs
nucléaires stéroid®V (Q UHYDQFKH SHX GIfpWXGHV VH VRQW DW
substances agissant sur la biosynthese hormaXales avons montré au cours de ce travail
de thése que le clotrimazoleTXL D OD FDSDFLWp GYLQKLEHU OYDFWLYL
stéroidogeneseSRXYDLW DYRLU GHV PpFDQLVPHV GYDFWLRQ GL
FRPSOH[HV LQGLUHFWYV VHORQ OH PRGgOH GYpWXGH HW (
utilisant desmodeles expérimentaux de plus en plus intégratifs, nous avons mis en évidence
XQ PpFDQLVPH GIYDFWLRQ RULJi @b QvdekiHg canperB®Rior/deR Q ]qE
OfRUJDQLVPH HQ UpSRQVH j XQH DFWLRQ GLUHFWH GX FOR

Les effets dects ont été observés au niveau de structures élémentaires (1) Méme si
QRXV QYDYRQV SDV WUDYDLOOpPp VXU FH PRGgOH GXUDQW |
HVW OD FHpOekéniplde&chdideWa lignée H295Rnais aussi de la lignée JEG
(Laville et al, 2006 8Q VHFRQG QLYHDX GILQWpPJUDWLRQ HVW
FXOWXUH GYH[SODQWYV WHVWLFXODLUHV /IH GHUQLHU
LQGLUHFWY GX FORWULPD]ROH HVW O Rtexx®expeviemtal QW LH U
FH GHUQLHU QLYHDX DMRXWH GADPHWWD RO/ JISJRXX\F0BdEh #H RSFFCE>OMH.
qui est exposdansunD TXDULXP $LQVL OYDEVRUSWLRQ GH OD PROpy
autres organismes,esta-dire les congénegemais également des microorganismssnt a
considérer Par alilleurs, plus le niveau de compleWp HW GILQWpPJIJUDWLRQ ELRC
SOXV OfLQWHUSUpWDWLRQ GHV G Ri&yantageV deHdctiGp OLFD W
possibles mais ausside méabolismes (au niveau du foie par exemple) ou encore de

régulation de flux.

I.1. Les effets directs du clotrimazole
Les effets directs du clotrimazole sursk&roidogenesgeuvent étre évalués au niveau

GH OLJQpHY FHOOXODLUHV RX ELHQ DX QLYHDX GYH[SODQW

7R XW G 9DER UB293RHs8Le8de tE)lplés\tancéreuses de la glande adrénale
VRQW XWLOLVpHV GHSXLV XQH-HXVQ]LD DaiidD cEpadedeH FR PP L

produits chimiques a moduler la stéroidogénese. Les principaux parametres mesurés sont
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OTDFWLYLWp DURPDWDVH OD SURGXFWLRQ GH VWpURWGHYV
a différents azoles ont pour effet majeur une hitloin de la stéroidogenésavec en
SDUWLFXOLHU OfYLQKLELWLRQ GH OYDFWLY¢tf\WapleddbRPDW DV
partie synthese bibliographiqudJne étude gar exemplemontré que les imidazoles, dont

fait partie le clotrimazolesont dev LQKLELWHXUV GH OYDFWLYLWp DURPD
triazoles, comme le propiconazq®anderson et al., 2002)Q UHYDQFKH FH PRGQgOH
XQH OLJQpH JRQEDGLTXH HW QH SURYLHQW SDV GTXQ PRGQqC
voies de signalisation sont donc asse©O RLIJQpY GH QRWUH PRGg®H GfpW)>
mesure de KT, qui est urandrogenguissantthez les poissons, est impossible dans le cas

GH OfpWXGH GHVY FHOOXOHV + 5

/IH VA\VWgPH GH FXOWXUH Gfdis§&CEntrdtemment \d&VveigpeX O D L U H
par (Leal et al., 2009permet de passer a un niveau de complexité supérieur avec la prise en
FRPSWH GH OfYHQVHPEOH GX WLVVX JRQDGLTXH $ QRWUH
qui exploite ce systéme de culturevitro pour étudier leeffets de FE. Ce systeme présente
FRPPH DYDQWDJHYVY PDMHXUV GfrWUH XQ PRGgOH SRLVVR
régulationspériphériquesGH OTRUJDQLVPH 1RXV DYRQV GRQF SX pW.
clotrimazole sur le testicule. Ainsi, apres expositionflel WLVVX DX FORWULPD]ROI
azoles, les résultats montrent une inhibition de la synthése et /ou de la libération-della 11
VDQV TXILO \ DLW GYHIIHW VXU O 7s$tgr8ilbevidsNR 3 aBdds/ JqQH \
GRQF SX pPHWWGHXQHK TSARWLKRQY W XU XQH RX SOXVLHXUV DI
impliguées dans la biosynthese des stéroides. Ce systeptésente donc un nouvel outil,

biologiquement plus pertinent que les lignées cellulaires mammalidanssotreas

|.2. Les effetsndirects du clotrimazole

/IH QLYHDX GYLQWpPJUDWLRQ OH SOXV g@geOtHeggestGDQV O
OfRUJDQLVPH ,0 D SHUPLVY GH PHWWUH HQ pYLGHQFH OHV
des éléments convainquanS R XU FRQILUPHWG ™XIXASRR/KNB@VDWLRQ EL
contribuant ainsi @améliorer OD FDUDFWpULVDWLRQ GX PpFDQLVPH G¢LC
pJDOHPHQW SHUPLV GIpWXGLHU ¢&permatdddnesavQ GUX IEQ@\WW WUH\P\D
notamment aux relations entre margqeeumoléculaires de lspermatogenéset effes
adverses au niveau cellulaire et histologique. Ceci constiiygemier pas vers la recherche
G 1 L P S R\Wweptoduction, fonctioncleE DQV OD G\QDPLTXH GIXQH SRSXOL
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| OpFDQLVPH GIDFWLRQ

En préambule & ce paragraphe, une étude trés récentée cladon a téte de boule
qui se propose de suivre les effets du kétoconabofe FRXUV GX WHPSV LOOXVWLU
la compensation biologiquéAnkley et al., 2012) Dans ce cas, des poissons, méles ou
femelles ont été exposés vivo au kétoconazole pendant 8 jours, suivis de 8 jours de
dépuration.En parallele G 1 D Xékpoditivhs de 8 jours ont été réalisées et les etgplan
JRQDGLTXHV RQW pWp LVROpPV j OD ILQ GeHdépupatiBndDarisRGH G Tt
ce cas, ds résultats montrent que le kétoconazole inhibe la synthése de stéroides sexuels, a
VDYRLEFKH] OHV IHPHOOHYVY HW OD 7 FKH] OHV PKOHV SHQ
pendantia période deécupérationEn revanchein vivo, lessynthése G § ét de testostérone
sont rapidement inhileks SHQGDQW OfH[SRVLWLRQ SXL\Wéfbde GeLPLQXW
récupérationla concentration en testostérone retrouvant tres rapidement un dedzase
FKH] OHV PKkOHV HW QiBpassaq men@\e bizde bas€hed 16 femelles.

Dans le cadre deotre travail de thése, ous avons montréug le clotrimazole
LQGXLVDLW OfH[SUHVYV LR @ pBoEesius@disteraitogedeése ¥epticulaid
vivo VHORQ XQ PpFDQLVPH GYDFWLRQ L Q-Gdnade.FEWeffteE 8@ LT XD Q'
HISRVLWLRQ j FHWWH PROpFXOH TXL D OD FDSDFLWp GIL
action directein vitro, va conduire a une swaxpressicQ GH JqgQH Wn@didived? Ja. Q W H
voie Fsh/FshRn vivo.

Tableau 15 : Effets directsif vitro) et indirectsihvivo GX FORWULPD]JROH VXU OfH]JS
de différents génes dans le testicule et sur la concentration plasmatibl4&En

Effet indirect 7/21 jours

= SDV GTHUE®XFWLRQ SDU U D SiSiRuUtloN par XappdtpaRREn®ms
122



Discussion générale

Le tableau 15 illustre demaniere synthétique les différences entre les résittaiso
etinvitro GH QRWUH pWXGH TXL RQW SHUPLV GH ddbyitle, O fK\SR
HQ DFFRUG DYHF (Grkbyetau, 2007 DVXIsvieuxeleval., 2007b)otre étudest
SDU DLOOHXUVY OD SUHPLqUH TXL PHW FODLUHPHQW HQ DYI
WHO PpFDQLVPH GH FRPSH@R\D WLRXY DD RPWQW USDQUW OTLQ\
UpDOLVpPpHYV DX QLYHDX GH OTK\SRSK\VoF XBDUWUHIRXUORK O G
cerveadhypophysegonade.

|.2.2. Effets du clotrimazole sur épermatogenése

Nous avons montré que le clotrimazole induisait la stéroidogenése selon un
PpFDQLVPH GIDFWLRQ RULJLQDO SDVVDQW SDUlaOH V\V
spermatogenése semig@balementpeu affectéeau niveau des stades méiotiques et -post
méiotiques OYDXJPHQWDWLRQ VLJQLILFDWLYH GX QRPEUH GH
impact du clotrimazole. De plus, cette augmentation du nombre de spermatogonies
VIDFFRPSDJQH GTXQH LQGXFWLRQ GH OTH[SUHVVLRQ GH SI
des spermatogonies A. PDXWUHV SDUDPgQWUHV PROpRX@DEUHY RX
changemerst au niveau des cellules de Sertoli et des deldV GH /H\G laBord7/ RXW G
O 1D ER @éx0rgnBdrits du geéngf3, un marqueur des cellules de Sertoli est augreenté
chez les individus exposés au clotrimazole, comparativementraixdus témoins, tout
FRPPH O9D HBsQrarsdpts idu germr. Mais le résubht majeur @ notre étude est
OfDXJPHQWDWLRQ GHFBODOXSORIYSROGWLRODGEHVGDQyi OTHVSEL
VIDFFRPSDJQH pJDOHPHQW GYXQH DXJPHQWDWLRQ GX *6,
moléculaire et tissulaire amenent légitimement a se poser AHMMW LRQ GH OfLPSD!

clotrimazole sur la reproduction.
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[.2.3. Bilan

8QH UHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GiXviegddFlenQ LVPH G
GH OfYD[H +3* FKH] OH PkOH flgué&Vvi7S UHRGE RS/ HF LO/MD@DWV ODT R U
évenements et les effets physiologiques au niveau de la gonade.

Figure 17: UHSUpVHQWDWLRQ VFKpPDWLTXH GX PpFDQLVPH GT1
in vivochez le poisson zébre adulte male
(1) action inhibitrice du clotrimazole sur les actgtenzymatiques de la stéroidogse (2) diminution
transitoire de la concentration plasmatique erKT1(3) induction de la voie Fsh /FBh(4) Induction de la
stéroidogrése (5) compensationu surcompensationjnduction de la 1KT plasmatiqueeSRS34 3¢l
VSHUPDWRJHQHVLY UHODWHG VXEVWDQFH" IDFWHXU GHDHMRXYHOOF
17a,20bdihydroxy-4-pregnen3-one

Nous avons voulu inclure dans ce schéma le processus de la spermatogenése pour
DYRLU XQH YLYVLRXforefpiHOtesHAI&I®NOUS ldvonségalementchoisi de
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mettre en évidence quelques facteurs, régulés par les stéroides sexuels, dont on connait le réle
GbQV OD SURJUHVVLRQ GH OD VSHUPDWRJHQqgVH ,0 D WRX
factaur eSRS34 est un facteur de renouvellement des cellules sapanresatogonialeshez

O 1D Q IMiwwr®ed &l., 2003; Miura et al., 2007n effet, il est connu pour étre induit par

OfHW XQ SHSWLGH UHFRPELQDQW H656 SHUPHW GYLQCGC
VRXFKHV VSHUPDWRJRQLDOHY GDQV XQ PRGgOH GH FXOWX
a été démontré qua .  -dihydroxy4-pregner3-one (DHP)avait un réle danda
spermatogenéseSXLVTXJHOOH LQGXLW OfYHQWUpH HQ PpLRVH G
prolifération des cellules germinal@diura et al., 2007) /I{DFWLYLQH MRXH TXDQW
dans la priifération spermatogonial@Miura et al., 1995)ous ces facteurs sont susceptibles
GIrWUH PRGHK QpQ@v V& G Xtewidogepesaediéa Par la voie Fsh/FshR. Nous
QYDYRQV SDV UHSUpVHQWpP OH IRLH TXL FHSHQGDQW L
influant ainsi sur laconcentration en KT finale dans le sangSDU DLOOHXUVsGIDXWL
gue la gonade et le foie peuvent influencer la concentration en stéroides dans le sang (Fostier

et al., 1983). Ces glandes peuvent participer directement a la production de stéroides sexuels,
soit en produisant elméme des stéroides, soit en sécrétwd précurseurs des stéroides

pouvant étre utilisés par la gonade. Ainsi, chez les poissanpar exemple été montré que

la glande interrénale peuyroduire des précurseurs, comme la pregnenolone, pouvant étre
utilisés par la gonade (ldler and Truscott, 1972). Cette glande interrénale peut également
synthétiserdela1l7 j SDUWLU GH OYDQGUpPQRVWpU RrQddire de&sQ W U D Q

androgenes actifs (Idler and Macnab, 1967).

[.3. Limites de la démarche exp@entale

$X UHIJDUG GX WUDYDLO DFFRPSOL QRXV SHQVRQV TXFhH

pu étre approfondie.

7TRXW GIDERUG HQ XWLOLVDQW OH PRIiG\qtH a@rhit FX OW X L
pu étre envisagé deasure (1) les différengs activies enzymatiques de la stéroidogse par
dosages radioimmunologiques (RIA) ou par ELI&#&ns le but de connaitre précisément les
cibles du clatimazole chez le poisson zebre. Dans le principe, le dosage radioimmunologique
LPSOLTXHUD lioww dan§ leQillielRI& XUftie de précurseurs des stéroideslafin
VXLYUH OHXU GpFURLVVDQFH FH TXL SHUPHWWUDLW G
différentes enzymes de la stéroidogenésél OD LQF O XA OTDE WA N 3
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déméthylase, qui est la cible de nombreux azoles chez les champignons, mais également chez
de nombreuses autres espéces, dont les mamniiEneset al., 2003)Chez ces dernigy elle

convertit le lanostérol en stérols activant la méist&S). Ces MAS vont ensuite conduire a

la synthése du cholestérol, et peuvent moduler le développement des cellules germinales
males et femelle@Byskovet al.,1995; Stromstedét al., 1998) La réaction catalysée par le

&<3 -déméthylase fait donc partie de la voie métabolique menanbiadgnthése du
cholestérol, considéré comme le précurseur dedlaidogeneset donc des stéroides sexuels.

(QVXLWH OTK\SRWKgVH GH OYfLPSOLFDWLRQ GH OD
effets du clotrimazole aurait pu étre plus étayée. En dffetdle de cette voie peut, par
exemple, étre mis en évidence de maniere indirecte en dewe®tdm premiere étape
consisterait a exposeles poissons au clotrimazdte vivo. Ensuite nouspourrionsin vitro
PHWWUH GHV WHVWLFXOHV GH SRLVVRQV QRQ H[SRVpV
hypophysaires dgoissons initialement exposés pour voir si la production d&TLEst
augmentée! H UpFHQWY WUDYDX[ RQW PRQWUp TXH QiiesV\VWqPF
de truitein vitro répondaert bien a des extraits hypophysaires en terme de biosynthese de
stéroideslans un contexte toxicologigMarca Pereira et al., 2011Jes travax sontbags
sur des études antérieureitro montrant un role de ladhet de la Ih dans la stimulation de
la gamétogenéssur desexplantsWHVWLFXODLUHYV GYDQJXLOOH MDSRQDL

explantsovariens de truite@Rime et al., 201)) respectivement.

Plus simplement, des mesurdgectesde concentrations circulantes en Lh et Fsh
seraient la maniere la plus directe et efficace de mettre en évidence le réle de cette voie. Il
QYH[LVWH FHSHQGDQW SDV j QRW lgHesrde QMQeb deVPelDdRdzHe GH G F
poisson zebreanio rerio). Traditionnellement, les dosages immunologiques développés
pour déterminer les niveaux de gonadotropines chez les poissons ont été les dosages
radioimmunologiques (RIA) ou les ELISA énzymelinked immunosorbent assayd. Ces
HVVDLY QpFHVVLWDLHQW OfH[WUDFWLRQ HW OD SXULILFDYV
naturelles de poissons. Pour les dosages immunologiques, la purification des gonadotropines
est un processus tres lourd, en tedegemps, de cofinais également de matéri@blogique
(LevaviSivanet al.,2010) De plus, dans de nombreux cas, 8 ULILFDWLRQV, QTRQW
notamment pouta Fsh(Kamei et al., 2003; Vischeret al., 2003) Ainsi, depuis laih des
années 1980les Fsh ont été caractérisées chez plusieurs espéces de poissons, mais des
GRVDJHV LPPXQRORJLTXHV YDOLGpPV QTRQW pWp GpYHOR.
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guelques salmonidgpar exemple (Suzukiet al.,1988; Swansoet al., 1991; Govorouret
al., 1998).

Pour palierle développement de dosages immunologiques a partir de protéines
natives, la caractérisation des ADNc codant pour lessBl@LWpV GHV JRQDGRWURSE
de produire des protéines recombinantdfesEsont alors utilisées comme antigepeur
générer des anticorps spécifiques afin de réaliser les dosages immunologiques. Dans le cas
des gonadotropines (Gths), seulement lasoUQ LW p UHFRPELQDQWH HVW Qp
elle qui assure la spédifié, la sous XQLWp . FRPPXQH DX[ GHX[ *WKV QH
JpQpUDWLRQ GIYDQWLFRUSYV VSpFLILTXHV &HWWH PpWKRGF
les protéines recombinantes peuvent étre produites dans différents systéemes de maniéere
continueet empéchet XQH FRQWDPLQDWLRQ FURLVpH DYHF GYDXWL
Gths (LevaviSivan et al., 2010)Ainsi, la disponibilité des sousXx QLW p V FKH] OH 7LC
permis le dével® S H P H Q dos&gy§indrQunologiquevalidé Plus récemment, une étude a
UDSSRUWp TXH OD SURGXFWLRQ GI{XQH SURWpPLQH UHFRP
JpQpUDWLRQ GYIYDQWLFRUSV VSpFLILTXHVY HW OH GpYHO!
guantification dé=shdans le plasma eD {1K\SRSK\VH FKH] (lddies&tRIXZ®D0HH PHU
SRXU QRWUH PRGQgOH G 1 pWgotatbtrapiHesI R et\FshRegoinpiBdudds G H V
été produites dans des celkilde mammiféeredes Chinese Hamstedvary («CHO ») et ont
montrédes activités biologique&Ge 2005) Cependant, aucun anticorps dirigés contre ces
protéines rec® E L Q D Q Watb\dé@ehRp@s.

3DU DLOOHXUV LO \ D X wbheDin Xitro <uiffleQcbRdgriRrBtidhs R Q
réelles de clotrimazole qui atteignent les tissus cilitas exemple, dans le systeme de culture
in vitro, le clotrimazole doit transiter paruntflo GYDJDURVH HW XQH PHPEUDQH
DYDQW GY{DWWHLQGUH OH WHVWLFXOH /D SURSRUWLRQ Gt
est doncLQFRQQXH 3DU DLOOHXUV QRXV QTDYRQV SDV GH
clotrimazolein vitro, alors que nous savons par exemple que le testicule exprime des enzymes
de métabolisation de phase |, commeylplalet lecyp3a6%Tsenget al.,2005) Méme si les
concentrations initiales sont similaires, la comparaison entre les danndgge H \\h \@rfh

est donc délicate.

(Q FH TXL FRQFHUQH OHV QLMHDOX fleCExkpdrnentdtiovid RQV U
préliminaires sont actuellement en courslaoratoire pour déterminer la concentration de
FORWULPD]ROH DX QLYHDX GH OYfRUJDQLVPH HQWLHU DSUc
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,O QT\, R nBtiz\tonnaissances T p W X G kspéxifiqub QUH la concentration en azole
fongicides chez lepoissons. En revanche, des travaux récents chez le poisson zébre exposé

au €buconazole 0,2 mg/L ont monttéQH ELRFRQFHQWUDWLRQ GH OD PRO
entier, avec un facteur de bioconcentration de 38,80 L/Kg et une durée de 6 jours pour
atteinde une concentration de tébuconazole maximale dans les tissus du [f8isdoeu

Sanchezt al.,2010) Sachant que nos expositions de poissons zébkégo ont duré entre 7

HW MRXUV FHWWH pWXGH HVW LQWpPpUHVVDQWH SXLVTX
GITXQ DJROH DX ERXW GH MR XUV

(QILQ O 1 p\wprreadogentssmit pu étre ljps approfondie, avec par exemple
G 7 DX vakgHeurs cellulaile Par exemple, un parametre pertinent a mesurer serait
O T H[SUHIMBIGQIAViR et al., 2009; GarciedLopezet al., 2010) un marqueur des
cellules de Leydig. En effet, la prolifération de ce type cellulaire interstitiel restant le résultat
PDMHXU REWHQX DX Q Lspeafintadgéhese@ Pp WK GBHILBHLQW pUHVVDQW
FRUUpOp j OTH[SUHVVLRQ GH FH PDUTXHXU

II. Utilisation des connaissancegsour une évaluation du risque

Il , QWpUrwWvV GH OYpWXGH GDQV XQH SHUVSHFWLYH G
des FE dans un cadre reglementaire

Le clotrimazole agit comme une molécwantiandroginique» pour sa capacité a
inhibr OD V\QWKqVH @& 7TtQ,Gél Riddir€téement comme une molécule
«androgénique, dans le sens ou el ®FWLYH OD V\QW Kig Viko sBifeDAQ GUR Jq ¢
OIYDFWLYDWLRQ GAihsD Bs &ffetk bbseWis Yivaae sont donc pas le reflet des
effets observésn vitro. Les 2 modeélesapportent donc des informations différenteD 1 X Q
SHUPHWWDQW GH GpWHUPLQHU OH SRWHQWLHO GQifiXQH PR
vitro) HW O L@XWpUHUD QW Offddéeddusidio@idiieSIid ¥ la synthése hormonale et
au catabolism¢@nvivo ,0 VHPEOH GRQF SHUWLQHQW GIXWLOLVHU C
a déterminer les dangers et les risques sur les organismes liés aux PE.

Pour évaluer les effets d&&, il existe des méthodes de référence décrites dans des
WH[WHYV UqJOHPHQWDLUHY LQWHUQDWLRQDX[ UpGLJpV SDL
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$LQVL FRQFHUQDQW OfpYDOXDWLRQ GHV GDQJHUV HW
il existe la lignedirectrice 456. Ce texte décrit un t@stvitro YDOLGp SHUPHWWDQW GfY
criblage de molécules sur des lignées cellulaires de carcinome surrénalien humain H295R
exposées pendant 484 7 doses croissantes de#es molécules. Des mesures de
concettrations en stéroides, a savoir T ef Bont ensuite réalisées pour déterminer le
potentiel de perturbation endocrinierohe la molécule/fpYDOXDWLRQ GHV HIIHWYV
substances chimiques sur la stéroidogenése se base uniquement sur unefigméersm A
FH MRXU LO QYH[LVWH GRQF SDV GH PRGqQOHV SRLVVRQV ¢S
biosynthése hormonale dans les tissus gonadiques. Chez les mammiferes, la régulation des
genes est tissspécifique. Par conséquent, la lignée H29&Rreflete les effets que dans un
FRQWH[WH FHOOXODLUH ELHQ VSpFLILTXH &KH] OHV SRLV
stéroidogere TXHO TXH VRLW OH WLVVX FLEOH FRQVLGpUp /|
constitue donc la seule alternatvé L OfRQ VRXKDLWH REWHQLU GHV L
spécifiques des poissons. Des modeles similaires ont été développés chez la truite, aussi bien
chez les méales que chez les femegldenod et al., 1993 Rime et al., 2010 Marca Pereira et
al, 2013.1l VHPEOH GRQF TXH FH W\S Htéadub SifteRdésiespeses,lcé VH rW
qui représente un avantage certain dans le contexte écotoxicologique. Pour autant, en raison
GH OD UHODWLYH FRPSOH[LWp GH PLVH HQ °XYUH GH FHV
W\SH GH WHVW | O%f&skifeEREPCPHIHLERH OfDFWLYLWp 3( GHV VX

Concernant les expérimentatioimsvivo, deux lignes directrices, 229 et 230, ont été
YDOLGpHVY DX VHLQ GH 0Of2&'( SRXU WHVWHU OHV SURGX
OfH[SRVLWLRQ VLPXOAds@p He ferellssRoeMsiR QL joatsils sont
principalement centrés sur les effets de composeés interagissant avec les récepteurs gonadiques

aux stéroides, notamment les récepteurs ER et AR.

- 7TRXW G {DigRe B29 appdledest de reproductiomnles poissons a court terma été

validée chez leaironatétede boule et dans une moindre mesure chez le kag@ponais et

le poisson zeébreBrievement, des poissons sont exposés a trois concentrations croissantes

G 1 Xo@pbsé chimique. Deux criterasRQW PHV XUpV j OD:ldaeledenDgH[SRV L'
chez les trois especgex les caracteres sexuels secondaires, chegirten atétede bouleet le

medaka uniquement. La fécondité est également évaluée tous les jours et les gonades sont

prélevéepour une analyse histopathologique.
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- La ligne 230 décrit un test qui a été pensé pour réaliser des criblages de composés chimiques
DILQ GfpYDGEXHMWWHXWY OHV D F Wdt Yahdbgéniqtids\Veibisk queQsurT X H
OYLQKLELWLRQ QGa$eQlfebtHivid. sehdmblpmBnit difféient de la ligne 229 dans sa
finalité, méme si les mémes espéces sont utilisées ainsi que des criteres communs, comme les

caracteres sexuels secondaires et la mesure de la fécondité.

Ces deux tests sont peu adaptés penseigner des effets indépendants des récepteurs
DX[ °VWURJgQHV RX DX[ DQGURJgQHVY HW VHXOH OD PH)
pertinente pour étudier les effets des azoles.

'‘DQV FH FRQWH[WH OD GpPDUFKH H[SpULPE&@WDOH PL\
présente un intérét. Ainsla mesurede paramétresn vivo dans le sang et lesticules
VDY qpeHine e W

/IHV WHVWLFXOHYV SRXUUDLHQW rWUH VpSDUpV HQ GHX]J|
PHVXUHYV GfH[SUHVYVLR Quti® Hotd, qup Hesticule Vdestnh® XaQun® analyse
PRUSKRPpPWULTXH 8QH pWXGH UpFHQWH D HQ HIIHW PRQ!
apparentes en terme de composition en cellules germinales entre le eéedtmitilet le
testiculecontralatéral(Leal et al., 200). /HV PrPHV DXWHXUV RQW PRQWUp T
non plus de différences éarmesde marqueurs moléculaires des cellules somatiques et des
cellules germinales. Ainsi, les testicules peuvent étre séparés en deux pour désliser
mesures différentes ,O VIDJLUDLW GH PHVXUHU OHV YDULDWLRQV (
dans le processus de la stéroidogenese, catanecypl7al cypllclet cypl9alainsi que
les récepteurs aux gonadotropingsyr et Ihr. Pour le testicule contdatéral, une analyse
morphomeétrique permettrait de rechercher un impact sganatogenéséour les mesures
GYH[SUHVVLRQ GH JqgQ HivhagR&) Qe IeHiEwals pl PIHAH\P KB X QH S XFH C
basé surHV JgQHV VPOHFWLRQQm&L D X JDLOHBPEKQGWH pOMB /G H G D
ORQJ GH Q §dpqitHntérasanten terme de gain de temps

(2) Dans & sangnous avons mis en évidence que la mesure d€Tldst possible. Elle peut

en outre aisément se combiner aux mesures de vitellogéinmudante par ELISA comme

préconisé dans les lignes directrice 229 et. ZBhs notre travail, nous avons mis en avant
OfLPSRUWDQFH GH OD YRLH )VK )VK5 GDQV OD PpGLDWLRQ

parametres hypophysaireembledonc intérgsante du point de vue mécanistique, mais en
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UDLVRQ GH GX WHPSV GH SUpOgQYHPHQW GH OfYK\SRSK\VH

VHPEOH GLIILFLOH GYfLQWpJUHU FHVY SDUDPgQWUHV HQ URXYV
des concentrations en gonadbURSLQHYV FLUFXODQWHY SRXUUDLHQW rW
GRVDJH VSpFLILTXH QfHVW GLVSRQLEOH FKH] OH SRL
méthodologiques sont donc nécessaires. Indépendamment de ces aspects, il convient aussi de

considérer que les voRHV VDQJXLQV FKH] OH SRLVVRQ JgEUH VRQ
certainement pas multiplier le nombre de parametres sanguins a mesurer.

[l 9HUV XQH DSSURFKH LQWpJUpH HW XQH PRGpOLVD

perturbation

8Q GHV PR\HQV GTH[SORLWHU OD GpPDUFKH H[SpULPHC
biologiques acquises est de isgrer dans un modele, graphique ou mathématique.

'DQV OH FDGUH GH OYfpWXGH GHV HIIHWV GH SHUWXUEI
travaux tres récents ont eu pour but de développer (i) des modéles graphiques et (ii)
mathématiques en se basant sur des parametres biologiques impliqués directement ou
LQGLUHFWHPHQW chippQpitysaptiiaflel Gebl thdddl&sXont pour objectif final
G fhBliorer la compréhension des systemes biologiques étudiés ainsi que la capacité a prédire
OHV ULVTXHV DVVRFLpV j OfH[SRVLWLRQ j GHV SURGXLWYV |
TXL HILVWHQW SRXU OfpWXGH GHV S Hdndtr¥ tbarfawéahellds HQ G R

plus pertinenten termes de perspectivéans le cadre de ce travail de these

i  7RXW G I DmBERI&eSgraphiquea été proposé afin de faciliter la recherche en
PFRWR[LFRJpQRPLTXH HW DILQ GH YidédnidtigdeQdeDr&saltals j OfL
obtenus apres exposition a des RHlleneuve et al., 2007d) Ce modele schématis® 1D [H
cerveadhypophysegonadedu vairon a téte de boulgui estreprésentéar 6 compartiments
DQDWRPLTXHYV VI\PEROLVDQW OHV RUJDQHV PDMHXUV LPSO
OTK\SRSK\VH OD JRQDGH WHVWLFXOH RX RYDLUH OH IRL
ou entre plusieurs compartiments, samegrées les interactions entre des protéines, de

simples molécules, la réguilam transcriptionnelle de genes. Au total, sont représentés dans ce
modelea peu pres 300 réactions ou processus différents. Il est important de noter que ce
PRGgQOH HVW FRQVWUXLW VXU OD EDVH GYfK\SRWKqgVHV HQ
GLIIpUHQWY SDUDPgQWUHYVY VpOHFWLRQQpV OrhBrbde SULIaFHV K\S
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OLWWpPUDWXUH FYHVW XQ IDLW j SUHQGUH HQ FRQVLGpUD!
VRQW GRQF SRVpHV j SDUWLU GHV HIIHWV GLUHFWYVY RX LQ
XQH SUpPGLFWLRQ HVW IDRR®pW¥ X0 HO OIHQ EEREMINYBddhyGdi DOHD
gonade Ensuite les parametres mesurés sont confrontés au modéle de départ. Par exemple, le
PRGqOH D pWp DSSOLTXp GDQV OH FDGUH GH OfpWXGH GH
G 1D UR P D W\Ha tétxXdé houkemelle(Villeneuve et al., 2007d)Les variationgle

niveaux de transcrits de génes ont été détesminbez des individus exposés au fadrozole

par rapport auxiveaux observés chez des témoins. Les résultats montrent que globalement,
OHV K\SRWKgQVHV GH GpSDUW RQW pWp FRQILUPpHV &HSH(
PHVXUpHY GDQV OTYRYDLUH QH YRQW SDV WRXWHVsGDQV O
TXH F{pWDLW OfK\SRWKqVH GH GpSDUW &HOD PRQWUH GR

tout de méme trés pertinent dans son ensemble

(i) De la méme maniere que le modele graphique préseqgssus, un modeélatégratifde

O 1 dmdeavhypophysegonade a été développé chexdéron a téte de boule WR XW GYDERU
chez le maleg(Watanabeet al., 2009) puis chez la femelléLi et al., 2011) Ce modele
VIDSSXLH VXU ODai®HK avéi® dbdugdurGiduler comment des molécules
PRGgQOHVY FRPPH OHV °VWURJQHV RX OHV Dte&RSqQHYV S
de la reproduction, comme les concentrations en stéroides sexuels ou en vitellogénine dans le
plasma. Par rapport au modele graphique, il y a une prise en compte de plusieurs constantes,
notamment pharmacocinétiques pour chaque parametre efanple, la constante de
GLVVRFLDWLRQ GfXQH HQ]J\PH (Q UHYDQFKH OH PRGQgOH S
GH SDUDPgWUHYV &RQFHUQDQW OHV UpVXOWDWY &L OTRQ
de Monte Carlo (chaines de Markov) calbngour 26 parametres chez des individus non
HISRVpV H[SRVpV DX °VWURJqQQHV RX DX[ DQGURJqQHV

correspondance entre le model prédictif et les données expérimentales.

Dans le cadre de notre travail de thésmys avons fait ungynthese des données sous
OD IRUPH GYfXQ VF K plesidifiebeits daipdutpmé ) tvgdnepar des boites
qui renfermeraient les différents paramétres mesunéspeu a la maniere du modéle
graphique développé pdVilleneuve et al., 2007d)Ces différents parametres seraient
LQKLEpV LQFKDQJpV RX LQGXLWY HQ IRQFWLRQ GH OfH[SR
indiqueraient les liens entre les différents paggi UHV DX VHLQ G{XQ PrPH FRP
ELHQ HQWUH GHVY SDUDPgQWUHYVY GH GHX[ FRPSDUWLPHQWYV C
des travaux de Zhareg al, 2008 et Liuet al, 2011, st représentdans lafigure 18 ci-apres.
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Figure 18: Représentation graphique défees du clotrimazole (CTZ3 concentrationsL = low 71
Mo/l ; M =mediuml159 pg/L; H=high258 ug/L VXU OTH[SUHVVURE@HMEGO HY GDQ\
(organes) le cerveaule foie, letesticuleet le sangpres? jours GTH[SRVLWLRQ

Notre représentatioreste assesimple et integre des hypothéeses de départ, comme
O 1 D FihibiRi€e directe du clotrimazole (CTZ) sur les activitées enzymede la
stéroidogenesé.es facteursGILQGXFWLRQ GHV JgQHV VRWwh ¢cddd) HFWH F
FRXOHXU /HV K\SRWKgVHV GH GpSDUW QH VRQW GIDLOOHKX
3DU H[HPSOH RQ SRXYDLW VIDWWHQGUH j FH TXH OHV HII
compHQVDWLRQ ELRORJLTXH SDVVH SDWnk®@ Rour QrekorewW LR Q G|
ce schéma, ipeut étre envisagé de reprendre plus en profondeur le modéle graphique de
(Ville neuve et al., 2007dPn peut également penser que des mesures plus globales des effets
génomiques du clotrimazole, par exemple par puceligonucléotides permettrait de
sélectonner de nouveaux parametres lde ce réseau. Cette représentationrsatique
reste cependankQ SUHPLHU SDV YHUV OD FUpDW LR&neGifcEte PRGgO
version resteLPSDUIDLWH S X Ip&f TeXehipleed idonthte HIQ Gombre limité de
SDUDPqQWUHYV HW T XY H@@QahsQeftervpd/ H O \H MiRyeooEDiomrer un
HQFKDLQHPHQW GTpYgQHPHQW \VcofadimdntsH \O HH QQRPH GHI IPYE

reproducteur suite a une contamination a un composé chimique.
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/IHV 3( VRQW GHV FRPSRVpV FKLPLTXH povathfagt Recnibnie@ 1D FW LF
variée sur la fonctiorendocrine Leur présence dans le milieu aquatique a soulevé de
nombreuses interrogations concernant leurs effets sur les organismes aquatyqaesonc

XQH QpFHVVLWp GH GpYHORSSHU GHV RXWLOV SHUPHWWDC(
composés sur la fonction de reproduction des organismes aquatigaegcherches menées

VXU OHV 3( RQW SRXU EXW GYDPp ORRADHIL \CFHHW FRIDFE MR
composés mais aussi de détecter de maniéere précoce des altérations potentielles de la fonction
de reproductionCependant OD SOXSDUW GHV pWXGHV PHQpHV MXVTX!
sur des molécules agissant par interacewec des récepteunsicléaires en particulier les

récepteus hormonaux, alors que commentionné iGHVV XV OHV PpFDQLVPHV C
PE se révelent étre tres varifis.peuvent agir le processus de la stéroidongse.

Dans ce contexte, cettbésea visé a apportedes informations nouvelles sur le
PpFDQLVPH GTOPEWRRQLFLGH D]JROp OH FORWULPD]ROH TX
activités enzymatiques cytochromes P450. Pour commencer, nous avons focalisé nos efforts
sur ses effets au niga de lastéroidogenes8VHVWLFXODLUH HQ QRXV DSSX\D
UpVHDX GH JqQHV IRQFWLR Q QH@psptydegonaRe) de Guda @JuB [H FH L
SHUPLVY GTHIDPLQHU VRQ PpFDQLVPH G 9D RWetdrn@nesbR XV DYR
impact sir laspermatogenéseDILQ GJTH[SORUHU VHV HIIHWV VXU OD IRQ

&H WUDYDLO VWUXFWXUp DXWRXU GID[HV FRPSOpPHC«
résultats significatifs par rapport a la problématique @oBé maniére générale, il a pasm
de:

(i) 'PYHORSSHU GH QRXYHDX[ RXWLOV SHUPHWWDQW (
chimiques sur lastéroidogenese 1RXV DYRQV QRWDPPHQW PRQW
PRGqOH GY{H[SODQW WHVWLFXODLUH j UpSRQGUH j GI

composés modeg en termes de synthése dacide.

(i) 'PYHORSSHU XQH GpPDUFKH H[SpULPHQWDOH LQWpJU
PE sur la stéroidogeneseCette démarche montre la complémentarité des
approchesn vitro etin vivodans le cas de€ { p W P&.HEll& Hontre également
ONMLQ@WPHIMWPLQHU OHV QLY thDeXdertbld d¢/ §£De® Ve Hdod teéV G
O 1 bdrieadhypophysegonade
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Plus présément, ce travail a permis de

(i) Montrerune perturbation de Istéroidogenéseesticulaire aprés une gasition au
FORWULPD]ROH 7RXW GYDERUG QRXV DYRQV PLV H
clotrimazole sur la synthése et/ou la libération dKITIGDQV OHV WHVWLFXO
GIXQ PBGHPSO D QW Vde\pdissdnh lzEbXdnBuité) Rbds avons montré
gue les effet@n vivo étaient différents, avec une induction du niveau des transcrits
de génes intervenant dans le processus dgélmidogenesesuggérant un effet
indirect du clotrimazole.

(iv) &DUDFWpULVHU O KloRiR&zdleilcAvD dheY leRmale@rXmontrant que
OTLQGXFW LR Q stéfidageheiseuséin GuHiss Desticulaire (induction de
OTH[SUHVYVLRQuaidr/del lg Qyttiese de tigle circulant) passe par
OYDFWLYDWLRQ GH O lveauRhypbphygdire) ¥tKgonddifue QCes
UpVXOWDWY VLIJQLILFDWLIV YLHQQHQW DSSX\HU OfK
SURSRVpH SDU GAHRIWEtAIH 2007 XANeHexie \ét al., 2007b; Zhang

et al., 2008a)

(v) Constater un effet du clotrimazole surslermatogenesavec uneaugmentation
du GSI, du nombre de cellules de Leydig et @ H[S UH VivatdreprsG H

spécifiques de différents types cellulaires au niveau sigpdamatogenése

'‘DQVY OfHQVHPEOH OHV REMHFWLIV IL[pV HQ GpEXW GH
une avanceée significative dans la compréhension des mécani§hieg6 80V LRQ GX FORWULP
OD PLVH HQ DYDQW GYXQH GpPDUFKH H[SPULPHQWDOH S|
composeés a activitde perturbateur endocrinien.

&HV WUDYDX[ RXYUHQW SDU DLOOHXUV GH QRPEUHXVE
énoncé en f GH GLVFXVVLRQ XQH UpIOH[LRQ GRLW rWUH PH
H[SPULPHQWDOH PLVH HQ SODFH HW GT1XQ RXWLO FRPPH
poisson dans un contexte ragkentaire. Cette réflexion inclégalement le développement
diXQ PRGQOH JUDSKLTX8 pWL SIRUL VG TrDVUINMHWAR PISD 9 D R W 3*H H (
UpDOLVDQW SDU H[HPSOH XQ YD ViéeHtielld-dé¢ Hyéh&sLparlpudeH O TH [ S
oligonucléotidesDe la méme manierd XTXQH DQDO\VH DY HEcléo@@esiSXFH j R

pourrait étre envisagé une analyse de type métabolomique par spectrométrie dpommasse
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XQH pWXGH SOXV V\VWpPDWLTXH GHV VWpURwWGHa DILQ
perturbation des voies de synthéblmus avons évoqudans la disgssion la mesure des
JROQDGRWURSLQHY FLUFXODQWHYV PDLV LO SHXW pJDOHF
parametres, comme ceux impliqués dans les rétrocontréles garateau, par exemple
OfDFWLYLQH RX OYLQKLELQH

Deuxiemement, au vu deffets obsergs chez les malesous pouvons Iégitimement
nous poser la question des effets de cette substance chez les femellesofi) tpeugposer la
GpPDUFKH XWLOLVpH GHV LQGLYLGXV PKOHV YHUV OHV LQ
JgQHV OH O R&MeaahhopHysejdhaded la morphométrie gonadique? (ii) existe
il des marqueurs moléculaires pertinents des différents types cellulaires ovariens pour les
cellules somatiques et germinafes(ii) Quels sont les effets histologiques et les
conséqueres sur la reproduction

Dans le butG 1D S S R pidhhiddseBrievits de réponsecasquestiors, nous avons
récemment exposé desaleset desfemelles au clotrimazole (1,%100 pg/L) pendant 21
jours dans un systeme de contamination continue, apreparitgle sans exposition de 7
jours. Dans chaque aquarium, 2 males ont été associés a une femelle. Les pontes ont ensuite
pWp UHOHYpHYVY TXRWLGLHQQHPHQW SHQGDQW OD SpULRGH
TXDOLWp GHV °XIV D pW e dgian2t@Xlp dhorddd eP eu\/xelust @ taux
GTpFORVLRQ DLewmiexsDé&wWadtd bt montrée altération de la qualité des
°XIV SRXU OD SOXV IRUWH FRQFHQW U Didrt&IQ Ep paraéeS DI Qp H
des mesuresidchimiques ont permis de constater une diminution de la Vtg plasmatique chez
les femelles. Ensuiteune diminution marquée etdépendantede la concentration du
clotrimazole,du nombre de pontes été observée& HWWH pWXGH HVW HQ DFFRLU
travaux montrant une diminution des pontes chez des poissons exposés au kétoconazole, au
prochloraz, ou encore au fadrozdkenkley et al., 2002; Zhang et al., 2008&espremiers
résultats restent a confirmer et soulévent des questions quand aux mécanismes moléculaires

sousjacents chez la femelle.

Enfin, on peut se poser la question des effets eexpositons de plusieurs azoles. En effet, il

est intéressant de remarquer que lorsque des mesures sont réalisées en milieu aquatique,
SOXVLHXUV DJROHV VRQW UHWURXYpV GDQV XQ PrPH pFKL
molécules différentes. La question ddtets de mélange est donc pertinente, car malgré
guelques étudesn vitro (par exemple Sanderson et al, 2002)] y a un manque
GTLQIRUiR bw pora&Episur cette thématiqué at-il une synergie, ou une compétition
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entre les azoles pour les sites catalytiques des enzymesstigdaogenéfeQuel sont les
HITHWYV GH PpODQJHV GYD]ROHYV ¥Xio DENfiff, REGEeQtaioM LR Q EL
utilisées dans notre étude étant relativement élevées, il seiVitVVDQW GIpYDOXHU
GYD]JROHV j GHV FRQFHQWUDWLRQV SOXV S WRgrmémavit G X QH
FHSHQGDQW OHV GXUpHV GYH[SRVLWLRQ
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1. Introduction

Steroid hormones are key regulators of growth, development and reproduction in vertebrates.
Sex steroid hormones are mainly produced in the gonads and their plasma concentrations
change greatly during thgrocess of gonad maturation. In fish, testis tissue produces all three
major types of sex steroid hormones, progestagens, androgens, and estrogens, each having
distinct functions in the regulation of spermatogenesis, from spermatogonial stem eell self
renaval to sperm maturation, while exerting regulatory effects either directly on the testis, or
indirectly via feedback effects on the brain and/or pituitary (Schulz et al., 2010). However,
androgens clearly are the quantitatively dominating steroid prodtioe destis (Schulz et al.,

2010).

The synthesis of steroid hormones from a common precursor, cholesterol, is supported by
numerous enzymes including several P450 cytochromes (Baroiller et al., 1999). Among these
P450 cytochromes, the -ZEIphahydroxylase 17, 20 lyase (Cypl7) catalyzes the
hydroxylation of pregnenolone to ‘Blphahydroxypregnenolone or of progesterone te 17
alphahydroxyprogesterone, and the cleavage of the C17,20 bond to convatph&7
hydroxypregnenolone and -ZBEiphahydroxyprogesteme to dehydroepiandrosterone and
androstenedione, respectively. An in silico study search revealed the existence of two cypl7
genes (cypl7al and cypl7a2) in the zebrafish genome (Zhou et al., 2007). Aromatases
(Aromatase A (Cypl9ala) encoded by the cyfd9gene and aromatase B (Cypl9alb)
encoded by the cypl9alb gene) catalyze the conversion of androgens into estrogens. Similar
to mammals, both, Cyp17 and Cypl19al proteins are strongly expressed in the Leydig cells of
the testes of several species of fiflalla Valle et al., 2002; Halm et al., 2003; Yu et al.,
2003; Blazquez and Piferrer, 2004; Wang and Orban, 2007; Hinfray et al., 2011) including
zebrafish (Danio rerio) (De Waal et al., 2009; Hinfray et al., 2011). Initially, Cypl7 was
thought to be confied to classic steroidogenic tissue but mRNA, protein and activity for this
enzyme were also detected in other tissues, such as brain (Hojo et al., 2004), liver (Katagiri et
al., 1998) and stomach, duodenum and kidney for rodents (Dalla et al., 2002).eA wid
distribution of this enzyme in different tissues also in other species, like zebrafish, has been
demonstrated (Wang and Ge, 2004). Recently, studies in mice detected Cypl7 in germ cells;
spermatogonia, pachytene spermatocytes, spermatids and spermegi@ang003; Liu et al.,

2005), and the loss of this enzyme is associated with sperm abnormalities and infertility (Liu

et al., 2005). This suggests that in addition to steroidogenesis, Cypl7 has a role in sperm
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structure and function (Liu et al., 200%)}yp19 (P450 aromatase) has also been found in a
wide variety of tissues in addition to gonads: placenta, bone, adipose tissue, blood vessels,
skin, endometrium and brain (see review in Chumsri et al., 2011). In the different mammalian
species studied sarf, P450 aromatase expression has been detected in several testicular
somatic cells (e.g., Leydig cells) as well as in gonocytes, spermatogonia, spermatocytes
(preleptotene/pachytene), spermatids and spermatozoa (see review in Chumsri et al., 2011).
Howeve, there is little information available in fish with respect to the question if other
testicular cell types express these enzymes as well (Carreau et al., 2011).

Testicular steroidogenesis is very sensitive to exogenous steroids. Effects following in viv
exposure of African catfish to testosterone include a loss of the 17,20 lyase but not ef the 17
alphahydroxylase activity, and a reduction to 50% of the number of mitochondria and of the
cytoplasmic area in Leydig cells (Cavaco et al., 1999; Schulk, &088). In adult zebrafish,
exposure to estradiol in vivo led to an interruption of spermatogenesis following a down
regulation of testicular androgen synthesis, presumably via feedback inhibition of
gonadotropin release (De Waal et al., 2009). Sew¢halr studies have also documented the
inhibitory effect of estrogens on the testicular expression of steroidogenic enzymes such as
cypl7, P450 side chain cleavage;tEtahydroxylase in fish (Govoroun et al., 2001; Baron et

al., 2005; Filby et al., 200@rion et al., 2008; De Waal et al., 2009) which could explain the

deleterious effects of these compounds on fish reproduction (Brion et al., 2004).

In this context, the aim of this study was first to localize the cellular sites of synthesis of key
sterodogenic enzymes (Cypl7, aromatase A and aromatase B) involved in the production of
androgens and estrogens in zebrafish testis, paying attention also to other cell types than
Leydig cells. Enzyme protein localization was studied immunohistochemically sigécific
antibodies against zebrafish Cypl7al, Cypl9ala and Cypl9alb. Furthermore, we have
evaluated the effect of oestrogen treatment on the localization of these enzymes in order to
study how deregulation of their synthesis is linked to-bé&faestradol-disrupted
spermatogenesis. The major outcomes of this study are that Leydig cells express Cypl7al and
Cypl9ala, while testicular germ cells express Cypl7al and both, Cypl9ala and Cypl9alb.
Moreover, 17betaestradiol exposure specifically affects onlgydig cell Cypl7al synthesis,

preceding the disruption of spermatogenesis.
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2. Materials and methods

2.1. Zebrafish maintenance

Adult wild type zebrafish (AB strain) were bred in a laboratory facility at INERIS (France).
They were maintained in 3.5 lgaaria in a recirculation system (Zebtec, Tecniplast, France)
on a 14:10 light:dark cycle at a temperature of 25.1 + 1.0°C.

2.2. Zebrafish exposure

Adult male zebrafish were exposed to 10 nM ofbEfaestradiol (E2) or to solvent alone
(dimethylsulfoxide (DMSO), 0.00001%) during 7 and 14 days. Fish were exposed under
semistatic conditions in 4 L tanks with 100% water renewal every day (temperature: 28 +
1°C; pH: 8.2 + 0.2; dissolved oxygen: 6.4 + 0.2 mg/L; conductivity: 269 £ 37 uS/cm).
Exposure was pesfmed in one tank per condition, each containing 6 male fish. At the end of
exposure, zebrafish were euthanized indotl water, weighed and measured. Testes were
removed and weighed to determine the gonadosomatic index (GSI = testis wet weight / total
fish wet weightx 100).

2.3. cypl7al and cypl9al mRNA in sorted testicular cell fractions

To generate data on the cellular localization of testicular cypl7al and cypl9al expression
with an independent approach, we used testes from vasa::egfp zebrafishl @d Olsen,

2002) as tissue donors. Testis tissue from transgenic fish was digested with 0.2% collagenase
and 0.12% dispase as described previously (Nobrega et al., 2010). The resulting cell
suspension was immediately submitted to fluorescence activatesorting (FACS) using an
inFlux cell sorter (BD Bioscience, San Jose, CA, USA, www.bdbiosciences.com). In some
cases, the vasa:.egfp testicular cell suspension was also submitted to a differential plating
method (Luo et al., 2006) before FACS. Usihg method, somatic cells adhere at the bottom

of the plate while germ cells either remain in suspension afBed&ys of culture, or are only
loosely associated with the firmly adhering somatic cells (Fig. 5). Then, FACS settings were
adjusted to sort gfp positive and negative cells from total vasa:egfp testicular cell
suspension and also from floatinged/loosely associated vasa:.egfp cells after differential

plating (Fig.6 A,B). Autofluorescence was eliminated through the FACS dot plot profile
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generated with a testicular cell suspension from -yjjte males (Fig. 6A). Then, Egfp
positive and negative cells were collected into tubes, centrifuged in PBS (phosphate buffer
saline pH 7,4) for 10 min at 900 rpm, and immediately submitted to RNA &gtracsing
RNAqueous ®- Micro Kit (Ambion, Austin, TX, USA, http://www.ambion.com) as
described before (Nébrega et al.,, 2010). After cDNA synthesis, the threshold cycle (Cq)
values of two endogenous reference control genes (elongation faelphal efl ; 18S

rRNA) and of the following target genes were determined: cytochrome P450, family 17,
subfamily A, polypeptide 1 (cypl7al) (Gardidpez et al., 2010), cytochrome P450, family

19, subfamily A, polypeptide 1 (cypl9ala) (Chiang et al., 2001), steroidogeute
regulatory protein (star) (Garef@pez et al.,, 2010), insullike 3 (insl3) (Leydig ceH
specific gene) (Goodvila et al., 2009), gonadal sorarived growth factor (gsdf) (Sertoli

cell specific gene) (Gautier et al.,, 2011) and pgike2 (piwil2) (germ cell specific gene)
(Houwing et al., 2008) by qPCR analysis was carried out as reported previously {Garcia
Lopez et al., 2010). Ct values of target genes (cypl7al, cypl9al, star, insl3, gsdf, and piwil2)
were normalized with the Ct values of thre stable reference gene (8f{Supplemental
Figure 1), and calibrated with the mean of delta Ct (dCt) of all samples according to the delta

delta Ct value method.

2.5. Antibodies

The immunopurified antCypl9ala antibody was purchased from TFBimu (France,
reference number: 55474s). According to the manufacturer, this antibody was raised in rabbit
against a synthetic peptide derived from theée@ninal region of the zebrafish Cypl9ala
protein (GenBank accession # NP_571229). Its specificity hasdieswn by Westerblots

using zebrafish testis extracts: only one band was detected and this band disappeared when

blocked by the peptide used for immunization.

The immunopurified antCyp19alb antibody used in this study was raised in rabbit against
the peptide CNSNGETADNRTSKE, corresponding to the last 15 residues (amino acids 497
511) of the zebrafish Cyp1l9alb sequence (AF183908). The immunopurifie@yadiral
antibody was also raised in rabbit against two synthetic peptides (AFADYSSTWKFHRK and
KVRADWEKSPLMQHC) corresponding to the amino acids 139 and 50%19
respectively, of the zebrafish Cypl7al sequence (AAP41821). These two antibodies have

been shown to be specific for the Cypl9alb protein in zebrafish brain (Menuet et al., 2005;
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Vosges et al.2010), and for the Cypl7al protein in zebrafish testis (De Waal et al., 2009;
Hinfray et al., 2011).

2.6. WestersBlot

To assess the specificity of our Cypl9alb antibody in zebrafish testis, Western blotting
procedures were conducted. The details ofwhele procedure was described previously for
Cypl7al (De Waal et al, 2009) and used in this study for Cypl9alb without any

modifications.

2.7. Histology

THVWHYV ZHUH IL[HG LQ %RXLQYV IOXLG IRU KRXUV $IWH
ethanol ad embedded in paraffin, according to conventional procedures. Testis were
longitudinally sectioned at 5 pum and stained with hematoxylin/eosin or processed in

immunohistochemistry as described below.

Morphometric analysis of testis of control and-&go®d fish was conducted according to
Feitsma et al. (2007) with some modifications. Volume fractions of various testicular tissue
components were determined as the area of cysts containing cells normalized by the total area
of testis analyzed to obtain a pentage of total tissue for each component. These volume
fractions were determined for each of the following testicular components: type A
spermatogonia, type B spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa and others
(somatic cells, blood and lyrptic vessels, connective tissue and empty spaces). Four
testicular sections (~ 80 um apart from each other) were analyzed for each fish (N = 6 per
condition). The weight (mg) of each testis component was determined as the product of the
volume fraction (% and the testis weight. These quantifications were blindly performed

without a priori knowledge of the specimen identity.

2.8. Immunohistochemistry

Sections were dewaxed and rehydrated, and antigens were unmasked for 3 hours at 80°C in
EDTA buffer (pH 85). Tissue sections were then incubated for 1 hour in a saturation solution

(PBS containing 0.2% Triton 2400 and 1% milk powder). Incubation with primary
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antibodies (antCypl9ala, Cypl9alb or a@typl7al) was performed overnight (1:300
(antiCypl9alb omntiCypl7al) or 1:600 (an€ypl9ala) with 0.5% milk powder in PBS)

at ambient temperature. After rinsing, sections were incubated for 1h30 with a goabhitti
antibody coupled to Alexa fluor 594 (1:200 with 0.5% milk powder in PBS). The specificity
of the staining was controlled by processing adjacent sections without primary antibody or
with primary antibody predsorbed with the peptides (100 pg/ml) for Cypl9alb and
Cypl7al. For immunolocalization experiments in non exposed fish from our breeding u
and of DMSQ and E2exposed fish, 6 adult male zebrafish were used.

2.9. Fluorescence analysis

Immunofluorescence was observed with a Zeiss Axiolmager.Z1 fluorescence microscope
combined with an ApoTome (Zeiss GmbH, Germany). Micrographs were taeg the
Axiovision Imaging software. All micrograph presented were series of optical sections along
the zaxis that were acquired at 0.25 to 0.45 um intervals with the 20x and 40x objectives and
projected in a single image (maximuintensity projection)Fluorescence pictures of testes of
DMSO- or E2exposed fish were all series of 20 optical sections acquired with the same time

of exposure, however, the time of exposure was adjusted for each antibodies used.

2.10. Statistical analysis

All data presentedre mean * standard deviation. Data were statistically analyzed using the
KruskalWallis nonparametric test followed by the Matwhitney Utest (SPSS software,

SPSS Inc, USA). Differences between groups were considered to be significant if p < 0.05.

3. Results

3.1. Specificity of the antibodies in the zebrafish testis

The specificity of our amtCypl9alb antibody was assessed by wediletnon S9 protein
fractions of zebrafish testis. As shown in Figure 1, the Cypl9alb antibody specifically

recognizel a single band of about 50 kDa. The observed size of protein is in agreement with
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those reported in the literature for zebrafish (Menuet et al., 2005) and with the deduced
molecular weight based on the amimoid sequence.

In negative controls of immunddtochemistry experiments (no primary antibody or primary
antibody preadsorbed with synthetic peptides), no crosactivity was seen for any of the
three antibodies (data not shown).

3.3. Immunolocalization of Cyp19al and Cypl7al proteins in maalm&fish testis

By using our specific anttypl9al and antCypl7al zebrafish antibodies, we localized for

the first time the cellular sites of expression of the Cypl9ala and Cypl9alb enzymes in the
zebrafish testis and confirmed and detailed the celkitas of expression of the Cypl7al
protein previously described (De Waal et al., 2009; Hinfray et al., 2011).

Until now, information on the identity of aromatase producing cells in the fish testis was
scarce. In our study, Cypl9ala protein was immunédbe the cytoplasm of Leydig cells

(Fig 2 A, B) and all types of germ cells of zebrafish testis (Fig.2 -#&) Gut never localized

to Sertoli cells. Cyp19alb protein was immunolocalized in germ cells of zebrafish testis but
was absent from interstitiakls (Fig. 3). Immunoreactivity was found in the cytoplasm of
spermatogonia (Fig. 3 A, B, C), spermatocytes (Fig. 3 A, D) and spermatids (Fig. 3 A, E)

while spermatozoa remained unlabeled (Fig. 3 A, F).

Androgens also play an important role Spermatogenesis and Cypl7 is a key enzyme for
androgen synthesis. Cypl7al protein was immunolocalized in both germ cells and interstitial
cells (Fig. 4).

Labelling of Cypl7al protein was observed in the cytoplasm of Leydig cells (Fig. 4 A,B),
spermatogoniaFig. 4 A,C), spermatocytes (Fig. 4 A,D), spermatids (Fig. 4 A,E) and
spermatozoa (Fig. 4 AF).

3.4. Expression of cypl9al and cypl7al genes in testicular germ cells enriched fractions

Only germ cells express Egfp in vasa:.egfp transgenic animals. tBéllEgfppositive cell
fraction prepared by FACS directly after preparing the cell suspension clearly contained
Sertoli cells as shown by high gsdf expression levels (Fig. 6D). We hypothesised that this

observation reflects rassociation of germ with 8eli cells after preparing the cell
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suspension until the start of the FACS procedure. We speculated that differential plating, in
order to deplete somatic cells from the suspension, may reduce the contamination. Indeed,
harvesting by FACS Egfpositive cdls floating or loosely associated 2 days after differential
plating, clearly reduced Sertoli cell marker gene expression (Figs. 5, 6D). Further gene
expression analysis showed that zebrafish cypl9ala expression was equally found in the
somatic (Egfpnegaive) and germ celenriched fractions (Egfpositive, floating or loosely
associated cells sorted after differential plating) (Fig. 6D). A slight increase in cypl9ala
MRNA levels after reducing Sertoli cell contamination, similar to the effect seen o2 piwi
MRNA, supports the view that cypl9ala is indeed expressed by germ cells also. Moreover, a
clear signal for cypl9ala expression in the Eugpgative fraction (immediately sorted after
preparing the cell suspension) and hence a pattern different froBett@i cell gene gsdf
suggests that cypl9ala expression in this fraction is attributable to Leydig cells.

cypl7al expression was detected in both somatic {Egggtive) and germ cedinriched cell
fractions (Egfppositive sorted after differential plagh(Fig. 6D). However, somatic cypl7al
MRNA seems to dominate quantitatively over germ cell associated expression, and appears
associated rather with Leydig than with Sertoli cells, since its expression pattern was similar
to typical Leydig cell genes (it&and star) in the Egfpegative fraction (Fig. 6D), and since
when reducing Sertoli cell numbers by differential plating, cypl7al mRNA levels increased
in the germ cell enriched fraction. The latter observation moreover shows that cypl7al

MRNA is also pesent in germ cells.

3.5. Effect of estradiol exposure on spermatogenesis and Cypl9al and Cypl7al protein
synthesis in mature zebrafish testis

In vivo exposure to 10nM of E2 either for 7 or 14 days had no effect on body weight of fish
(data not shown), wile a decrease in gonad weights and GSI was observed. Gonad weights
significantly decreased from 9.4 + 2.2 mg to 3.3 = 0.3 mg after 14 days of E2 exposure and
GSI were significantly reduced from 1.8 £ 0.3 % to 1.4 + 0.1 % after 7 days and from 2.2 +
0.4 %to 1.0 £ 0.0 % after 14 days.

Quantitative morphometric analysis of zebrafish testis tissue samples collected after 7 and 14
days of E2 exposure revealed clear, statistically significant shifts in the relative proportion of
the different germ cell typesifr 7 A, B). After 7 days, a decrease of spermatocytes to 60 %

of the control levels was observed (Fig. 7 A). At 14 days of E2 exposure, the main changes in
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the morphometric analysis of the testis were the increase of the mass of type A spermatogonia
(~ 175 % of the control level) and the decrease of the mass of type B spermatogonia (~ 32 %
of the control level), of spermatocytes (~ 11 % of the control level), of spermatids (~ 25 % of
the control level) and of spermatozoa (~ 43 % of the control level) {FBJ.-

We then examined the effect of E2 exposure on the testicular synthesis of Cypl9ala and b
and Cypl7al proteins. Immunohistochemistry experiments withCaptl9al antibodies
revealed no qualitative difference between control an@¥idsed fish whater the duration

of exposure (7 and 14 days). In control and-eXposed fish testis, Cypl9ala
immunoreactivity was observed in Leydig cells and all types of germ cells (Fig. 8), while
Cypl9alb was detected in spermatogonia, spermatocytes and spermgtiéls (Fi

Contrary to aromatases, E2 exposure (7 and 14 days) led to a strong inhibition of Cypl7al
protein immunolabeling in zebrafish testis (Fi). Interestingly, our study revealed that this
inhibition occurred only in Leydig cells and not in germikelndeed, after 7 and 14 days of
exposure, Cypl7afositive Leydig cells were absent from testis ofd&posed fish (FiglO0).

4. Discussion

4.1.Localization of Cyp19al and Cypl7al proteins in mature zebrafish testis

In zebrafish, the two cypl9al geneere known to be expressed in the mature testis (Sawyer
et al., 2006; Hinfray et al., 2011). Using immunohistochemistry experiment, we have
localized here the cellular sites of expression of Cypl9al enzymes in the zebrafish testis. We
have shown that Cy®ala is expressed in both, Leydig and germ cells, which has been
confirmed by an independent technique based on analysing gene expression in FACS
enriched testicular cell fractions. Using immunohistochemistry, Cypl19alb, on the other hand,
was detected owlin germ cells. In the serially sex changing gobiid fish, Trimma okinawae,
expression of the cypl9ala and cypl9alb genes was detected in the testB®R Rmd in

situ hybridization detected cyp19ala mRNA in interstitial cells of the testis whered&adypl
MRNA was not detected (Kobayashi et al., 2004). In sea basBRTexperiments revealed

the presence of cypl9ala in testicular germ cells (Vinas and Piferrer, 2008). In rainbow trout,
while some reported no aromatase immunoreactivity in the testisafiashi et al., 1998),

others showed aromatase immunolabeling in germ, Leydig, and Sertoli cells although the use
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of an antiboby against human placental aromatase did not allow differentiating the two
aromatase isoforms (KotuBalak et al., 2008). In aaviety of mammals, aromatase has been
shown to be present and functional in testicular germ cells (for review see (Carreau, 2001).
Despite certain differences between studies, the localization of aromatase in testis together
with the known presence of esgren receptors in fish somatic testicular cells and germ cells
(Bouma and Nagler, 2001; Wu et al., 2001; Menuet et al., 2002; Vinas and Piferrer, 2008),
suggests the involvement of estrogens in fish in both major testicular functions, steroid
production ad spermatogenesis. Indeed, in vertebrates including fish, there is evidence to
indicate that spermatogonial renewal is regulated by estradiol (Miura et al., 1999).

Like Cyp19ala, Cypl7al protein and gene expression was localized both in Leydig and germ
cdls of zebrafish testis, with a quantitative prevalence in Leydig cells. Our results support
previous reports that Leydig cells produce androgens in fish testis (Kobayashi et al., 1998;
Wang and Orban, 2007; Zhou et al., 2007; De Waal et al., 2009; Hetfialy, 2011). Recent
studies also showed that the enzymes required for the production of -iveydeinated
androgens typically found in fish (Cypl7 and Cypl1lb) are present in male germ cells of fish
(Vinas and Piferrer, 2008; Sreenivasulu and Senthilkema2009; Zhang et al., 2010).
Androgens are required for spermatogenesis ex vivo (Miura et al., 1991) or in vivo (De Waal
et al., 2009), and recently, a role for the androgens also in milt hydration or in providing the
proper environment for sperm mattio&/conservation has been hypothesized in fish (Rolland

et al., 2009; Schulz et al., 2010).

4.2. Effect of estradiol exposure on spermatogenesis and Cypl9al and Cypl7al protein
synthesis in zebrafish testis

In the present study, exposure of adult male zebrafish for 7 and 14 days to 10 nM of E2 led to
alterations of spermatogenesis. Indeefish exposed to E2 for 14 days presented testis with

an increased mass of type A spermatogonia and decreased mags Bf $permatogonia,
spermatocytes, spermatids and spermatozoa. These effects are in agreement with a previous
study where zebrafish were exposed for 21 days to the same concentration of E2 (De Waal et
al., 2009).

Immunohistochemistry experiments with a@Gipl19al antibodies showed no evidence for a
difference between control and H£2posed fish whatever the duration of exposure (7 and 14

days). Short term exposures of fathead minnows and medaka to estrogens from 5 to 500 ng/L
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during either 7 or 14 days hao effect on cypl9ala gene expression in the testis (Filby et al.,
2006; Zhang et al., 2008). In zebrafish, a 7 days exposure to 10nM E2 had no effect on
testicular cypl9ala gene expression (Hinfray and Brion, unpublished data) whereas it
strikingly inhibited cyp19ala gene expression in ovary (Hinfray et al., 2006). For aromatase
B, some studies have shown that testicular cypl9alb gene expression in fathead minnow
increased following a 14 day long exposure to estrogens (Halm et al., 2002; Filby et al.,
2006). In zebrafish, no effect was observed on testicular cypl9alb gene expression after 5
days of exposure to 1nM E2 (Sawyer et al., 2006), or after 7 days of exposure to 10nM E2
(Hinfray and Brion, unpublished data). Neural cypl19alb gene expression, atiéhdiand,

is estrogersensitive in zebrafish, and it was only in glial or neglial cells that stimulation

of the zebrafish cypl9alb gene promoter by estrogens could be demonstrated (Diotel et al.,
2010). Altogether, these reports are in agreementthalabsence of effect of E2 on testicular

aromatases in our study.

Contrary to aromatases, E2 exposure (7 and 14 days) led to a strong inhibition of Cypl7al
protein immunolabeling in zebrafish testis. While this observation is consistent with the
estrogerinduced decrease in cypl7al mRNA levels reported in fish testis (Govoroun et al.,
2001; Baron et al., 2005; Brion et al., 2008; Zhang et al., 2008; De Waal et al., 2009), our
study moreover revealed that this inhibition occurred only in Leydig cells dduinngerm

cells. Indeed, after 7 and 14 days of exposure, Cyppdaitive Leydig cells were absent

from testis of EZexposed fish. In the present study, perturbations of spermatogenesis were
evident after 14 days of E&xposure. It has been previouslated that estrogen treatment
induced an androgen insufficiency in zebrafish testis resulting in an interruption of
spermatogenesis (De Waal et al., 2009). Indeed, in zebrafish, exposures to estrogens for 7
days lead to inhibition of cypl7al expression ¢Bret al., 2008; De Waal et al., 2009), a
decrease of testicular Ketotestosterone production (De Waal et al., 2009) and plasma levels
(Brion, unpublished data), probably related to the disrupted spermatogenesis observed after 14
days of E2exposure. Theesults of our study demonstrate that denegulation of Cypl7al

and hence androgen synthesis in Leydig cells is a major molecular and cellular event in the
estrogerinduced perturbation of zebrafish spermatogenesis. Our findings also raise several
guestons as regards the expression and regulation of steroidogenic enzymes in germ cells.
One might ask whether germ cells express all steroidogenic enzymes and therefore whether
these cells are able to produce locally steroids de novo. Alternatively, theolphical

significance of Cypl7al protein expression in germ cells may depend on the supply of
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steroidal substrates from other (Leydig?) cells for androgen (and possibly subsequent
estrogen) production. The principle functionality of steroidogenic enzymeparmatozoa

has been demonstrated in different vertebrates, ranging from mammals (for review see
(Carreau, 2001; Carreau et al., 2006) to fish (Sakai et al., 1989; Asahina et al., 1990; Asahina
HW DO +RZHYHU LUUHVSH Rality, Y 14 uRdledl & HreBe@ WRYH V 1 X
Cypl7al synthesis was not dowagulated by E2 in germ cells, in contrast to Leydig cells. It

can be hypothesized that only in Leydig cells there is an appropriate cellular context for
transcriptional inhibition by E2rahat the Sertoli cell barrier plays a protective role as regards

to estrogens. Another hypothesis could be that E2 might exert a negative feedback on
brain/pituitary by inhibiting gonadotropins release. This negative feedback could lead to a
decreasing tsnulation of the Fshiegulated cypl7al expression which might explain the
inhibition of Cypl7al synthesis in Leydig cells which are known to express gonadotropin
receptors in contrast to germ cells (Gailctpez et al., 2010).

5. Conclusion

In summary, our study provides new data on the cellular localization and expression of
Cypl9al and Cypl7al in the zebrafish testis. Cypl9alb is synthesized only by germ cells
(spermatogonia, spermatocytes and spermatids) while Cyp19ala and Cypl7alhasizeght

by Leydig cells and all types of germ cells; as regards Cypl7al, both protein and mRNA
seem to be quantitatively dominating in Leydig cells. Further, we demonstrate that E2
exposure had no effect on the synthesis of these proteins in germ cebsigmessed
Cypl7al synthesis in Leydig cells after 7 and 14 days of exposure. The estchgmd
androgen insufficiency in Leydig cells is a major event in altering spermatogenesis and
suggests that germ cells steroidogenesis may have to be fuelleeédoysprs from Leydig

cells. Further studies are needed to elucidate the functionality of steroidogenic enzymes in

germ cells and their potential role in the testicular physiology.
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Figure caption

Figure 1 : Immunoblot on zebrafish (Danio rerio) mature testis Cypl9alb protein. The anti
Cypl9alb antibody detected one band of about 50 kDa.

Figure 2. Immunolocalization of Cypl9ala protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio).

(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cypl9ala immunoreactive cells (red).
Arrows indicate Leydig cells. Higher magnifications show that immunoreactivity was
localized in the cytoplasm of Leydig cells (B), spermatogonia (C), spermatocytes (D),
spermatids (E) and spermatozoa (F). sc: spermatocytes, sg: spermatogonia, st: spermatids, sz:
spermatozoa. White: Hoechst staining. Scale Bars = 50 um (A) and 10-fin (B
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Figure 3: Immunolocalization of Cyp19alb protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio).
(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) of Cyp19alb immunoreactive cells (red).
Higher magnifications show that immunoreactivity was localized in dp@plasm of
spermatogonia (B), spermatocytes (D), spermatids (E) but not spermatozoa (F). (C)
HaematoxilirREosin staining showing the localization of spermatogonia nucleus (arrows). *:
natural holes in the testis tissue. sc: spermatocytes, sg: spermaiogo spermatids, sz:
spermatozoa. White: Hoechst staining. Scale Bars = 50 pm (A) and 10-fn (B
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Figure 4: Immunolocalization of Cypl7al protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio).
(A) Representative micrograph (from n = 6 fish) ofpCyal immunoreactive cells (red).
Arrows indicate Leydig cells. Higher magnifications show that immunoreactivity was
localized in the cytoplasm of Leydig cells (B), spermatogonia (C), spermatocytes (D),
spermatids (E) and spermatozoa (F). sc: spermatosgespermatogonia, st: spermatids, sz:
spermatozoa. White: Hoechst staining. Scale Bars = 50 pm (A) and 10-fn (B
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Figure 5: Differential Plating Method. A. Scheme showing the differential plating method
adapted for zebrafish testicular cell seispion from Luo et al. (2006). A total cell suspension
(fraction 1) was obtained from zebrafish testes, and harvested in cell culture meellisn (L
After 2 days of culture, only somatic cells with adhesive properties (Sertoli cells, blue
triangular symbd; Leydig cells, yellow oval symbols) adhere to the bottom of the plate
(Fraction 2), while germ cells (neadherent cells; green symbols reflecting their transgenic
vasa:.egfp state) remain floating, or attach loosely to the firmly attached SertolAfteltsan
extensive washing step, it is possible to remove floating germ cells and also those germ cells
weakly attached to the somatic cells, leaving the adherent somatic cells (Sertoli cells, Leydig
cells, fibroblast and othersFraction 3) at the botto of the plate. This method is called
differential plating due to the different adhesive properties of the different testicular cell
types. B,C. Fraction 1. Floating cells: adherent andadherent cells which can be isolated

or in groups. GC (germ cellp,E. Fraction 2. Somatic cells (SC) with adhesive properties at
the bottom of the plate. Arrow shows interaction between somatic cells and germ cells (GC).
F,G. Fraction 3. After extensive washing, somatic adherent cells (SC) remain attached to the
bottomof the plate, while the floating and the weakly attached germ cells were removed.

Figure 6: A. FACS dot plot profile obtained from witype (left) and vasa::egfp transgenic
zebrafish (right) testicular cell suspension. Each dot represents one siegigae cell), x

axis represents the intensity of Egfp (more to the rigihbre Egfp, while more to the left less

or no Egfp), y axis represents another filter which was used to evaluate autofluorescence.
Selected area in the right graph shows the Egfpitipe population which was sorted by
FACS; the rest consists the Egfp negative fraction. B,C. Testicular cell suspension from
vasa:.egfp transgenic animals before FACS analysis, showing Egfp positive and negative
cells. B: DIC microscopy. C: Fluorescenodcroscopy. D. mRNA relative expression of
several testicular genes (gsdf, inslI3, cypl7al, cypl9ala, star, and piwil2) in the different cell
fractions: Egfp + (immediately sorted after cell suspension), Bgiimmediately sorted after

cell suspension),ral Egfp + sorted after differential plating (2 days after culture) to reduce
somatic cell numbers and to enrich germ cells.
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Figure 7: Zebrafish spermatogenesis after exposure to 10 nM E2 in vivo. Morphometric
analysis (n = 6 fish parondition) of zebrafish testis sections (n = 4 per fish) after 7 days (A)
and 14 days (B) of E2 exposure, presenting data as mass (mg) of testicular cell types. . SgA:
type A spermatogonia, sgB: type B spermatogonia, sc: spermatocytes, st: spermatids, sz:
spermatozoa. Bars marked with * are significantly different from their respective control (p <
0.05).

164



Annexes

Figure 8 Immunolocalization of Cypl9ala protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio)
after exposure to 10 nM of estradiol. Representatiierograph (from n = 6 fish) of
Cypl9ala immunoreactive cells (red) in control fish (A) aneeiaosed fish after 7 days (B)

and 14 days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasm of Leydig cells (arrows),
spermatogonia, spermatocytes, spermsat@hd spermatozoa in all fish. Insets show
immunoreactive Leydig cells at higher magnification. White: Hoechst staining. Scale Bars =
50 pum. Scale bars in insets = 10 um

Figure 9: Immunolocalization of Cyp19alb protein in testis of adult zebrafish (Dwaamio)

after exposure to 10 nM of estradiol. Representative micrograph (from n = 6 fish) of
Cypl9alb immunoreactive cells (red) in control fish (A) aneek@osed fish after 7 days (B)
and 14 days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasmpefnstogonia,
spermatocytes and spermatids in all fish. White: Hoechst staining. Scale Bars = 50 pm.
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Figure 10: Immunolocalization of Cypl7al protein in testis of adult zebrafish (Danio rerio)
after exposure to 10 nM of estradiol. Representatiie@ograph (from n = 6 fish) of Cypl7al
immunoreactive cells (red) in control fish (A) and-&gosed fish after 7 days (B) and 14
days (C). Immunoreactivity was localized in the cytoplasm of Leydig cells (arrows) and germ
cells in control fish. After botlf and 14 days of E@xposure, Cypl7al protein could not be
detected in Leydig cells. Inset in (C) shows Leydig cells at higher magnification. White:
Hoechst staining. Scale Bars = @. Scale bar in inset = 5 pm.

Supplemental Figure 1 Scatter plot tacheck the stability of 18S rRNA and efinRNAs as
a housekeeping gene in the different cell fractions. Each dot in the scatter plot represents the
average GtYDOXH RI GXSOLFDWH PHDVXUHPHQWYV IRU HDFK FHO
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