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chimiques, d’'origine naturelle ou de synthese, présents

dans les milieux aquatiques sont capables de perturber

I'endocrinologie et 'homéostasie des organismes. Ces
substances, appelées perturbateurs endocriniens (PE), repré-
sententun large éventail de contaminantsdel'environnement,
qui interferent avec le systeme endocrinien via de multiples
modes d’action. Au cours des dernieres décennies, de nom-
breux travaux ont permis de montrer que ces produits
chimiques peuvent agir comme des agonistes des récepteurs
des hormones stéroidiennes et induire des effets biologiques
similaires a ceuxdeshormones endogenes. C'estle casde nom-
breux produits chimiques comme, par exemple, les alkylphé-
nols ou le bisphénol A, qui miment'action des cestrogenes et
induisent des effets féminisants. Toutefois, d’autres méca-
nismes peuvent rendre compte de la perturbation endocri-
nienne chezles organismes aquatiques. En particulier, on sait
que les PE peuvent agir sur les cytochromes P450 impliqués
dans la stéroidogenese. La stéroidogenese est le processus
responsable de la biosynthese des hormones stéroidiennes
telles queles cestrogenes etles androgenes, quijouent unrole
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Induction concentration-dépendante de I'expression testiculaire du géne cyp17at (A) et de la protéine P450c17 dans les cellules
de Leydig (B) de poisson zébre apres sept jours d’exposition au clotrimazole.

prépondérant dans le développement et la reproduction.
Parmi les substances chimiques connues pour agir sur les
cytochromes P450, impliqués dansla biosyntheése hormonale,
figurentles azoles [A]. Cette famille de molécules regroupe des
composés quisontutilisés dans diverses applications comme
agents antifongiques en agriculture, en médecine humaine et
vétérinaire. Bien que 'occurrence environnementale de ces
composés soit peu renseignée, des études récentes montrent
que des azoles tels que le propiconazole, le tebuconazole, le
prochloraz ou encore le clotrimazole sont présents dans les
effluents de station d'épuration ainsi que dansles eauxde sur-
face. Cependant, les mécanismes et effets in vivo de ces com-
posés sur le systeme endocrinien et la reproduction des
poissons sont peu renseignés. Dans ce contexte, nous nous
sommes spécifiquement intéressés aux effets du clotrimazole,
unesubstance pharmaceutique utilisée dansle traitementdes
mycoses vaginales, surla stéroidogenese testiculaire etlabio-
synthese d’'androgenes. Pour ce faire, une série d'expérimen-
tations combinant des modeles in vivo et in vitro a été menée
chez une espece modele largement utilisée en toxicologie et
en écotoxicologie, le poisson zebre (Danio rerio).

In vivo, 'exposition de poissons méles au clotrimazole induit
une augmentation concentration-dépendante del'expression
de genes et de protéines de la stéroidogenese testiculaire
[T 11 s'agit des génes cypl7al et cyplicl, codantrespecti-
vement pour le cytochrome P450c17 a-hydroxylase 17,20 lyase
etle P45011 B-hydroxylase qui sont directement impliqués
danslasynthese de 11 kéto-testostérone (11KT), un puissant
androgene 11-oxygéné chezles poissons. Auniveau cellulaire,
I'induction de ces P450 estlocalisée dansles cellules de Leydig,
des cellules interstitielles qui supportent la synthese hormo-
nale dansles testicules. Afin de déterminer sile clotrimazole
agitdirectementsurlagonade pourrégulerlastéroidogenese,
nous avons utilisé un modele d’explants de testicules de pois-
sonszebres. Ils’agitd'un modele développé par Riidiger Schulz
al'université d'Utrecht (Pays-Bas), qui consiste a cultiver in
vitro des testicules pour étudier la stéroidogenese et la sper-
matogenese en dehors de toutes régulations extragonadiques
[B]. Dans notre étude, ce modele a été utilisé pour exposer in

vitro les testicules a des concentrations croissantes de clotri-
mazole. Apres une semaine de culture, nous avons montré
que, contrairement aux expositions in vivo, le clotrimazole
n'affecte pasl'expression des genes de la stéroidogenese. Par
contre, ilinhibelasynthese dandrogene [iftiied. Cette faculté
de perturber la synthése d’androgene in vitro n'est pas res-
treinte au clotrimazole, mais s'observe aussi pour d’autres
composés azolés comme le propiconazole, le fenbuconazole
oulekétoconazole.

Les différences observées entre les expériences in vivo et in
vitro suggerent que le clotrimazole n’agit pas directement sur
les testicules pour réguler la transcription et la synthese des
genes et protéines de la stéroidogenese. Toutefois, il agit
directement sur les testicules pour perturber la synthese
d’androgene.

Invivo,I'induction des genes delastéroidogenese estinterpré-
tée comme une réponse compensatoire aux inhibitions de la
synthese d'androgenes et impliquerait des régulations au
niveau hypophysaire. Chez les vertébrés, la stéroidogenese
gonadique est sous le controle de I'axe hypothalamo-hypo-
physaire. Leshormones pituitaires LH (hormone lutéinisante)
etFSH (hormonefolliculo-stimulante) régulentla stéroidoge-
nese et la gamétogenese en interagissant avec leur récepteur
gonadique. Pour étudier les effets du clotrimazole sur I'axe
hypophyse-gonade, les expressions d'un ensemble de génes
cibles ont été mesurées suite a des expositions in vivo. Au
niveau hypophysaire, le clotrimazole induit I'expression du
gene codant pourlasous-unitébétade FSH, qui estconnu pour
réguler positivement la stéroidogenese chez les poissons [C].
Au niveau testiculaire, I'expression du récepteur de la FSH
(FSHR) estinduite et est significativement corrélée al'expres-
sion des genes de la stéroidogenese. De méme, le gene igf3
codant pour un facteur de croissance, qui s'exprime spécifi-
quementdanslescellules de Sertoli etquiestrégulé parlaFSH,
estinduit. Lensemble de ces données montrent que la voie de
signalisation FSH/FSHR est impliquée dans les altérations
testiculairesinduites parle clotrimazole. Outre ces modifica-
tionsmoléculaires et cellulaires, 'exposition au clotrimazole
induit également des modifications tissulaires. En effet, m»
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Culture d’explant de testicule de poisson zébre et effet du clotrimazole sur les concentrations en androgéne (11 KT) mesurées

dans le milieu de culture apres six jours.

= une prolifération des cellules de Leydig dans I'espace
interstitiel du testicule, saccompagnant d'une augmentation
durapport gonado-somatique, a été observée. Cette typolo-
gie de réponse histologique et tissulaire n'est pas restreinte
au clotrimazole, mais a été observée avec d'autres composés
azolés a usage pharmaceutique.

En conclusion, nos travaux ont permis de montrer que le clo-
trimazole était capable d’agir sur le systeme endocrinien en
altérant la stéroidogenese gonadique et la biosynthese hor-
monale, selon un mécanisme original faisant intervenir des
perturbations au niveau hypophysaire. Nous montrons
I'intérét d'une démarche expérimentale combinant des
modeles in vitrosur culture d’explants de testicules, et in vivo
sur des organismes entiers et la mesure d’'un ensemble de
genes fonctionnels de 'axe hypophyse-gonade, pour carac-
tériser le mode d’action et les effets perturbateurs endocri-
niens du clotrimazole. Cette approche pourrait étre étendue
ad’autres composés azolés qui contaminent le milieu aqua-
tique ainsi qu'a d’autres substances chimiques, en vue de
caractériser leur potentiel PE. ®
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Abstract

Clotrimazole (CLO) is a pharmaceutical
fungicide that has been recently detected in
aquatic environment but little is known about
its endocrine disrupting potency in fish.

In vivo exposures of male zebrafish to CLO
led to inductions of steroidogenic gene
and protein expressions. Using zebrafish
testicular explant culture, no effect of CLO
was observed on transcript levels of
steroidogenic enzymes but it inhibited

11 ketotestorone (11-KT) release in the
medium. It suggests that CLO does not act
directly on testis. Induction of these genes
could be interpreted as a compensatory
biological response to inhibition of cytochrome
P-450 dependent steroidogenic enzymes.

To support this hypothesis, a network of
functional genes of the pituitary-gonad axis
was used. We showed that CLO induce

a cascade of molecular events in pituitary

and testes. Transcript levels of genes encoding
for folliculo- stimulating hormone (FSH),

testicular FSH receptor and steroidogenic
enzymes were induced. These molecular
events are consistent with the involvement
of FSH in inducing steroidogenic gene
expressions to compensate the inhibitory
action of CLO on 11-KT synthesis.

Our study highlights the relevance

of studying a network of genes of the
pituitary-gonad axis to investigate

the mode of action of compounds acting
as inhibitor of P450-steroidogenic
enzymes.
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