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Ce travail a, en parti, été réalisé durant mon stage de fin d’étude, sous la direction de
Mme.MAZAUD-GUITTOT Séverine, qui s’est déroulé a I'lrset (Institut de recherche en
santé, environnement et travail — Inserm U1085) dans l'unité de reprotoxicologie
dirigée par M.JEGOU Bernard.

)  Introduction

A) La maladie

La dépression est un des troubles psychiatriques les plus fréquents et la
premiere cause d’incapacité dans le monde selon I'organisation mondial de la santé
(OMS). Elle affecte plus de 300 millions de personnes (OMS). En 2015, en France, le
taux de prévalence de la dépression dans la population générale était de 4,8% (OMS).
La dépression se caractérise par une perte de motivation, une grande tristesse, un
sentiment de désespoir, une difficulté & prendre des décisions, des troubles du
sommeil, une dévaluation de sa valeur en tant qu’individu, avec des pensées
morbides. Selon l'intensité des symptomes, la dépression peut étre qualifiée de faible,
modérée ou majeure (grave). Elle survient sous forme d’épisodes plus ou moins longs ;
de semaines a des années (pour la dépression chronique).

Le diagnostic de I'épisode dépressif majeur (ou caractérisé) doit étre fait par un
professionnel de santé. Actuellement, deux classifications sont tres largement utilisées
au niveau international ; la classification de 'OMS (CIM-10) ainsi que celle de
’American Psychiatric Association (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DMS-V)) (Tableau 1)

Tableau | : Classification CIM-10 / DSM-V

CIM-10 DSM-V

A. Symptoémes typiques : A. Au moins 5 des symptémes suivants
ont été présents durant la méme période
de deux semaines et représentent un
changement par rapport au
fonctionnement précédent : au moins un
de ces symptébmes est soit (1) une
humeur dépressive, soit (2) une perte
d'intérét ou de plaisir

1 - Abaissement stable de 'humeur 1 - Humeur dépressive présente la plus
grande partie de la journée, presque tous les

! http://www.who.int.gate2.inist.fr/fr/news-room/fact-sheets/detail/depression
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2 — Diminution de l'intérét et du plaisir

3 — Réduction de I'énergie, entrainant une
augmentation de la fatigabilité et une
diminution de l'activité

B. Symptdmes autres :

1 — Une diminution de la concentration et de
I'attention

2 — Une diminution de I'estime de soi et de la
confiance en soi

3 — Des idées de culpabilité ou de
dévalorisation

4 — Une attitude morose et pessimiste face a
I'avenir

5 - Des idées ou actes auto-agressifs ou
suicidaires

6 — Une perturbation du sommeil

jours, comme signalée par la personne (p.
ex., se sent triste, vide, désespérée) ou
observée par les autres (p. ex., pleure).
(Remarque : Chez les enfants et les
adolescents, peut étre une humeur irritable.)

2 - Diminution marquée de l'intérét ou du
plaisir pour toutes, ou presque toutes, les
activités, la plus grande partie de la journée,
presque tous les jours (signalée par la
personne ou observée par les autres).

3 - Perte de poids significative en I'absence
de régime ou gain de poids (p. ex.,
changement de poids excédant 5% en un
mois), ou diminution ou augmentation de
I'appétit presque tous les jours. (Remarque :

Chez les enfants, prendre en compte
'absence de l'augmentation de poids
attendue.)

4 - Insomnie ou hypersomnie presque tous
les jours.

5 - Agitation ou ralentissement
psychomoteur presque tous les jours
(observable par les autres, non limités a un
sentiment subjectif de fébrilité ou de
ralentissement intérieur).

6 - Fatigue ou perte d'énergie presque tous
les jours

7 - Sentiment de dévalorisation ou de
culpabilité excessive ou inappropriée (qui
peut étre délirante) presque tous les jours
(pas seulement se faire grief ou se sentir
coupable d'étre malade).

8 - Diminution de I'aptitude a penser ou a se
concentrer ou indécision presque tous les
jours (signalée par la personne ou observée
par les autres).

9 - Pensées de mort récurrentes (pas
seulement une peur de mourir), idées
suicidaires récurrentes sans plan précis ou
tentative de suicide ou plan précis pour se
suicider.

B. Les symptdbmes entrainent une
souffrance cliniquement significative ou
une altération du fonctionnement social,
professionnel ou dans d'autres domaines
importants.

10
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7 — Une diminution de I'appétit C. L'épisode n'est pas imputable aux
effets physiologiqgues d'une substance
ou d'une autre affection médicale.

Criteres de sévérité D. L'apparition de I'épisode dépressif
majeur n'est pas mieux expliguée par un
trouble schizoaffectif, une schizophrénie,
un trouble schizophréniforme, un trouble
délirant, ou un autre trouble du spectre
schizophrénique et un autre trouble
psychotique.

Episode dépressif léger (F32.0) E. Il n'y a jamais eu d'épisode maniaque
1. Remplit = 2 symptémes typiques et = 2 | OU d'épisode hypomaniaque.
symptdmes autres

2. Aucun de ces symptdomes ne doit étre
sévére

Episode dépressif moyen (F32.1)

1. Remplit = 2 symptomes typiques et = 3
symptémes autres

2. Certains symptbmes peuvent étre

sévéres, mais non indispensable au
diagnostic

Episode dépressif sévere sans
symptémes psychotiques (F32.2)

1. Remplit = 3 symptémes typiques et = 4
symptémes autres

2. Plusieurs symptdmes doivent étre sévéres

Episode  dépressif  sévére  avec
symptémes psychotiques (F32.3)

1. Remplit = 3 symptdmes typiques et = 4
symptdmes autres

2. Plusieurs symptémes doivent étre séveres

3. Idées délirantes, hallucination ou stupeur
dépressive

Autres épisodes dépressifs (F32.8)

Symptdomes dépressifs transitoires, fatigue
seule, association a des symptdmes non
spécifigues (ex. tension  musculaire,
préoccupations, sentiments de détresse,
douleurs  persistantes  d'origine  non
organique, ..)

L’'un ou lautre de ces tests peut donc étre mis en ceuvre pour diagnostiquer une
dépression et sa gravité.

La dépression est multifactorielle. En effet, il semble que cette pathologie soit &
l'interface de plusieurs composantes: génétiqgue (antécédent de dépression ou

troubles psychiatriques des parents), 'environnement dans lequel évolue I'individu et

11


http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/trouble-schizo-affectif
http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/schizophrenie
http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/trouble-schizophreniforme
http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/trouble-delirant
http://www.psychomedia.qc.ca/lexique/definition/trouble-delirant

ses habitudes de vie, les événements qui surviennent au cours de la vie (tel qu’'un
déces, un divorce) ainsi que biologique (avec une diminution du taux de sérotonine au
niveau cérébral).

Au niveau neurochimique, I'hypothése du mécanisme de la dépression la plus
acceptée est I'épuisement des monoamines, notamment de la sérotonine (5-HT), dans
le cerveau des patients déprimés. Au niveau environnemental, le stress est un des
facteurs déclenchants les plus importants (Mahar, Bambico, Mechawar, & Nobrega,
2014). La sérotonine est un des neurotransmetteurs essentiels aux communications
entre les neurones, et est impliguée notamment dans les comportements alimentaires
et sexuels, le cycle veille/sommeil, la douleur, 'anxiété, les troubles de I'humeur
(Inserm)2.

La dépression touche entre 8 et 20% des femmes en age de procréer (Ramos
et al., 2016), et les femmes sont plus touchées que les hommes (Pratt & Brody, 2014).
On peut également noter que la dépression touche plus certaines tranches d’age que
d’autres (Tableau Il). Ainsi, en 2010, la plus forte prévalence de dépression majeure
chez les hommes se situe entre 35 et 54 ans alors qu’elle se situe entre 20 et 34 ans
chez les femmes. La dépression est méme plus commune chez les femmes et les
hommes souffrant d’infertilité, dépression étant probablement due a l'infertilité (Segall-
Gutierrez et al., 2012).

Evans-Hoeker et al. 2018 rapporte une prévalence de 41% de dépression chez les
femmes suivies pour linfertilité (Crawford, Hoff, & Mersereau, 2017) et de 49,1% chez

les hommes ayant recours a la fécondation in vitro (Chen et al., 2016).

Tableau 1l : Prévalence de I'épisode dépressif majeur en population générale en France au cours de ces douze
derniers mois (OMS 2012)

" Enemble | Hommes | Femmes
05 | o0 | 205 | 2010 | 205 | 2010
7,8 7,8 51 h,6

Total 15-75 ans 10,4 10,0
15-19 ans 7,0 6,4 4,5 3,7 9,7 9,3
20-34 ans 9,1 10,1 6,4 7,0 11,9 13,2
35-54 ans 8,9 9,0 5,4 7,3 12,3 10,7
55-75 ans 5,3 4,7 3,6 2,6 6,8 6,6

Source : Barométres santé 2005 et 2010, Inpes.

2 https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/depression
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L’OMS définie un ensemble de trois critéres formant un triangle des facteurs

influencant la santé mentale et le bien-étre psychologique.

Ressources
psychiques et

comportements

individuels

Santé mentale
et bien-étre
psychologique

Facteurs

environnementaux

A

v

Ces facteurs peuvent s’influencer mutuellement et influencer I'état mentale d’'une

personne de maniere positive ou négative (Tableau III).

Tableau Il : Influence positive ou négative des déterminants de la santé mentale

Niveau

Facteurs préjudiciables

Facteurs favorables

Ressources
psychiques

individuelles

Peu d'estime de soi

Immaturité cognitive et/ou
émotionnelle

Difficultés a communiquer
Maladie,

substances

consommation de

Contexte social

Solitude, deuil

Négligence, conflit familial
Maltraitance/violence
Faible revenu et pauvreté
Difficultés ou échec scolaire

Tension au travail, chémage

Facteurs
environnementaux

Acces difficile aux services de
base

Injustice et discrimination
Inégalités sociales entre les
sexes

Situation de guerre ou de

catastrophe

Estime de soi, confiance

Aptitude a résoudre les problémes et
a surmonter le stress ou |'adversité
Qualités de communication

Bonne santé/forme physique

Soutien social de la famille et des
amis

Bonne interaction parents/famille
Sécurité physique et siireté

Sécurité économique

Réussite scolaire

Satisfaction et réussite professionnelle

Egalité dans l'accés aux services de

base
Justice sociale, tolérance, intégration
Egalité sociale entre les sexes

Sécurité physique et siireté
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Source : (OMS, 2012)

Toutes les périodes de la vie sont importantes et peuvent influer sur la santé mentale d’'un
individu, de la période préconceptionnelle et prénatale a la vieillesse (OMS, 2012). Ainsi, ces
différents facteurs vont évoluer, interagir entre eux et influencer I'individu tout au long de sa

vie.

B. La dépression et la grossesse

Aux Etats-Unis, 18% des femmes souffrent de dépression prénatale et 19% de
dépression postpartum (Gavin et al., 2005). Plus de 8 % des femmes enceintes
seraient exposées a au moins un antidépresseur, dont 6,2 % a un inhibiteur sélectif de
la recapture de la sérotonine (ISRS) (Cooper, Willy, Pont, & Ray, 2007). Une étude de
2016 menée sur 374 femmes enceintes en France rapporte que 1,9% des femmes
enceintes souffraient de dépression, 57% de ces femmes prenaient un traitement pour
cette maladie, et la classe pharmacologique la plus utilisée était les ISRS (Guérin,
Rieutord, Cuche, Lupattelli, & Nordeng, 2016).

Pendant la grossesse, la dépression chez la femme est associée a une
augmentation du risque d’accouchement prématuré, de pré-éclampsie (qui est une
hypertension artérielle gravidique qui survient aprés la 2™ moitié de la grossesse),
d'abus de substances pouvant étre néfaste pour la femme et son futur enfant (ex.
alcool) et a un haut risque de tentative de suicide, pouvant atteindre 20% chez les
méres adolescentes (Byatt, Deligiannidis, & Freeman, 2013; Farias et al., 2013;
Gentile, 2017).

Chez le nouveau-né, la dépression maternelle est associée un faible poids a la
naissance, une augmentation du risque d’hospitalisation néonatale (qui peut étre due
a différents facteurs tels que 'accouchement prématuré, la prise de substances par la
mere, ..) (Byatt et al., 2013; Gentile, 2017). Des cas de diminution de densité de
matiére grise ont été décrits chez des enfants dont les meres souffraient de dépression
pendant la grossesse (Buss, Davis, Muftuler, Head, & Sandman, 2010).

La dépression post-partum peut affecter négativement plusieurs aspects du
développement du nouveau-né comme le comportement, les fonctions cognitives et
motrices ainsi que le développement émotionnel, pouvant étre dd, notamment, a
'appauvrissement du lien et/ou d’attachement entre la mére et I'enfant (Kim et al.,
2006; Westin, Brekke, Molden, Skogvoll, & Spigset, 2017).
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C. Les traitements

Selon 'OMS, moins de la moitié des personnes atteintes de dépression dans le
monde bénéficient d’'un traitement. Cela peut étre di @ un manque de ressources, de
personnels qualifiés, ou par la stigmatisation de la maladie. De plus, la dépression peut
ne pas étre diagnostiquée, auquel cas aucun traitement n’est donné, ou au contraire
étre diagnostiquée par erreur et un traitement est délivré sans que cela ne soit

nécessaire.

En France, un rapport de 'AFSSAPS (Agence francaise de sécurité sanitaire des
produits de santé, maintenant devenu I'agence nationale de sécurité des médicaments
et des produits de santé (ANSM)) datant de 2006 estimait que seulement la moitié des
patients traités par antidépresseurs souffraient effectivement d’un trouble qui répond
aux indications de l'autorisation de mise sur le marché (AMM) des médicaments
antidépresseurs (AFSSAPS, 1998). Et qu’une proportion non négligeable de patients
souffrants de dépression n’étaient pas pris correctement en charge. C’est ainsi plus
de la moitié des patients déprimés qui n’avaient pas accés aux soins, et lorsqu’ils y ont
acces, la plupart d’entre eux ne bénéficiaient pas d’'une prise en charge adaptée. En
résume, l'agence estimait que moins de 10% des patients déprimés étaient
susceptibles de recevoir un traitement adapté (AFSSAPS, 1998; Lecrubier &
Hergueta, 1998; Lépine, Gastpar, Mendlewicz, & Tylee, 1997).

1. Consommation d’antidépresseurs

En France, au cours de ces derniéres années, la consommation
d’antidépresseurs (en nombre de boites) dans la population générale a légerement
diminué (selon les données de I'assurance maladie, Figure 1). Paradoxalement, selon
les statistiques de I'organisation de coopération et de développement économiques
(OCDE), la dose quotidienne définie pour 1000 habitants par jour en France a
augmenté entre 2000 et 2013. Cette augmentation de consommation en dose
guotidienne a été mise en relation avec un allongement de la durée des traitements
(Grandfils & Sermet, 2009; Moore et al., 2009) (Figure. 2)
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Figure 1 : Consommation d'antidépresseur en France PCa{ladaT
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Figure 2 : Comparaison de la dose quotidienne
d'antidépresseur définie pour 1000 habitants par jour et par
pays entre 2000 et 2013. Source : Statistiques de 'OCDE
sur la santé 2015.

Parmi les antidépresseurs, plusieurs classes sont disponibles ; les inhibiteurs sélectifs
de la recapture de la sérotonine (ISRS), les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine
et de la noradrénaline (IRSNa), les inhibiteurs de la Monoamine Oxydase séléctifs ou
non (IMAO(s)), les imipraminiques/tricycliques.

La classe la plus prescrite en France est celle des ISRS (Figure 3).

Antidépresseurs
Boites ventes aux particuliers

= Autres
™ IRSNa
W ISRS

W IMAO + tricycliques

— e e T —

2008 2009 2010 2011 2012 2013

Figure 3 : Consommation en nombre de boites par classe d'antidépresseur (vente aux particuliers). Source :
Assurance maladie France

C’est donc cette classe des ISRS qui nous a intéressé tout particulierement.
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2. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS)

Cette nouvelle classe d’antidépresseurs est apparue en 1987, aprés celle des

antidépresseurs tricycliques et des IMAOSs.
Le mécanisme d’action des ISRS est mal connu. Néanmoins, il semble qu'ils
augmentent les concentrations de sérotonine intrasynaptique en bloquant
spécifiguement le transporteur de cette monoamine. Cela a pour conséquence
'augmentation du temps et de la concentration en sérotonine dans la fente synaptique.
La sérotonine est alors plus susceptible de se lier au récepteur du neurone post-
synaptique. Cela permet de compenser le faible taux de sérotonine chez les personnes
dépressives.

Comme cité précédemment, l'origine de la dépression est en partie due a une
déficience sérotoninergique. Celle-ci a des origines multiples, probablement due a
I'interaction de nombreux facteurs intrinseques (prédisposition génétique, facteurs de
genre et de personnalité) et extrinséques (ex. consommation de drogues, soutien
social insuffisant et stress) (Jans, Riedel, Markus, & Blokland, 2007). De ce fait, les
ISRS qui améliorent la transmission sérotoninergique sont le traitement de premiére
intention (Bambico, Duranti, Tontini, Tarzia, & Gobbi, 2009; Bambico & Gobbi, 2008).
En effet, ils possedent une efficacité similaire aux autres classes, mais ayant
'avantage de présenter moins d’effets indésirables. Leurs effets indésirables touchent
les fonctions de reproductions (troubles de la libido, de I'érection, de I'éjaculation) et
de la digestion (nausées, constipation, vomissements), qui sont le plus souvent
transitoires.

Les ISRS les plus fréquents sont le citalopram (SEROPRAM®), la fluoxétine
(PROZAC®), la sertraline (ZOLOFT®), la paroxétine (DEROXAT®). Dans cette étude,
nous nous sommes concentrés sur trois de ces ISRS : la fluoxétine, la paroxétine et la

sertraline (Tableau IV).
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Tableau |V : Présentation des molécules utilisées et leurs principales caractéristiques

Molécule Fluoxétine Paroxétine Sertraline
H
N H
H _N
/N © O O\\\““ .
Formule F <o:©/ O O
F F Cl
Cl
F
Liaison
y 95% 95% 95%
proteique
2 vie 4 a 6 jours 24 heures 26 heures
Cmax Chez
la femme 3,1.10'M 3,6.10%Mm 3,6.10%M
enceinte
-Etats dépressifs et pour
prévenir les récidives
2 . . dépressives chez les
-Etats dépressifs personnes ayant
-Troubles présenté des épisodes
obsessmnpels dépressifs
_Etats dépressifs Comde|SlfS _ -Troubles obsessionnels
_Troubles obsessionnels -Attaques e panique compulsifs chez l'adulte
Indication compulsifs -Certaines et les enfants de plus de
Ications P manifestations de 6 ans

-Boulimie (en complément

d’'une psychothérapie)

'anxiété (anxiété
généralisée, état de
stress post-
traumatique, phobie
sociale)

-Attaques de panique
avec ou sans
agoraphobie

-Certaines
manifestations de
l'anxiété (phobie

sociale, état de stress
post-traumatique)

Précautions
pendant la
grossesse

A éviter pendant la
grossesse, que si
strictement nécessaire,
passe dans le lait donc
eviter 'allaitement ou le
remplacer

A éviter pendant la
grossesse, que Si
strictement nécessaire,
passe trés faiblement
dans le lait donc
allaitement
envisageable

A éviter pendant la
grossesse, que Si
strictement
nécessaire, passe
faiblement dans le lait
donc allaitement
envisageable

Sources : Résumé des caractéristiques du produit (RCP) et (Rampono, Proud, Hackett, Kristensen, &

llett, 2004)
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3. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine pendant la

grossesse

La recommandation pour les femmes enceintes est de prendre un
antidépresseur en monothérapie et a la dose efficace la plus faible (Yonkers et al.,
2009). Une grande proportion de femmes traitées pour dépression arréte leur
traitement au début de leur grossesse (Petersen, Gilbert, Evans, Man, & Nazareth,
2011). Une étude rapporte que 68% des femmes souffrant de dépression majeure

arréte leur traitement durant le premier trimestre (Cohen et al., 2006).
D. Le stress

1. Influence du stress sur I'équilibre hormonal

Lors d’un épisode de stress, le taux de glucocorticoides sanguins augmente. Le
stress entraine l'activation de I'hypothalamus qui sécréte alors une hormone, la
corticolibérine (CRH). Cette hormone agit sur I'hypophyse ce qui stimule le relargage
d'hormone corticotrope (ACTH). L'ACTH circulante agit sur les glandes surrénales et
augmente la production et le relargage de glucocorticoide (cortisol chez I'Homme;
corticostérone chez le rat). Cette augmentation induit des changements métaboliques
et physiologiques pour une réponse de type "fight or flight" (mise en alerte de
I'organisme pour se préparer a la fuite ou au combat) (Lima et al., 2018). Ce processus
s’autorégule en formant une boucle de rétrocontrdle négatif. Un taux élevé de cortisol
inhibe la production de CRH au niveau du cerveau. Chez les patients déprimés, ce
rétrocontréle fonctionne mal, voire plus, d’ou une production de CRH et donc de
cortisol excessive.

Un stress chronique et/ou un haut taux de glucocorticoide altérent certains des
récepteurs sérotoninergiques (notamment ceux présent dans I'hippocampe) (McGill)3.

Le stress peut donc étre impliqué dans le processus de la dépression.

2. Le stress et la grossesse

Chez le rat, I'exposition a un stress imprévisible pendant la gestation induit des
symptomes d’anxiété et de dépression chez la descendance, qu’elle soit male ou

femelle, ainsi que des changements structuraux et moléculaires au niveau de

3 http://lecerveau.mcgill.ca/flash/a/a_08/a_08 m/a_08_m_dep/a_08_m_dep.html#1
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'hippocampe et du thalamus (Soares-Cunha et al.,, 2018). Des évenements
indésirables durant la grossesse sont corrélés a une augmentation des phénotypes
anxieux et dépressifs chez le rat adulte et 'THomme adulte (Lupien, McEwen, Gunnar,
& Heim, 2009; Weinstock, 2017).

Une méta-analyse d’études de cohortes montre une augmentation significative
du risque de faible poids a la naissance, de naissance prématurée et de mortalité
foetale dans le groupe des femmes enceintes stressées par rapport au groupe des
femmes enceintes non stressées (Lima et al., 2018).

Il est reconnu que la descendance des femmes exposées a différents stress
durant la grossesse a un plus grand risque de développer une pathologie
psychiatrique, dont I'’hyper anxiété et la dépression (Van den Bergh, Van Calster,
Smits, Van Huffel, & Lagae, 2008; Van Lieshout & Boylan, 2010). En particulier, un
stress durant le développement du cerveau de I'embryon humain est associé a une
augmentation du risque de psychopathologies dans la vie adulte (Huizink, Mulder, &
Buitelaar, 2004). Les enfants nés de mére ayant des troubles de I'humeur peuvent
présenter un développement neurocomportemental altéré (Van den Bergh, Mulder,
Mennes, & Glover, 2005). Le stress ainsi que I'état mental de la mére jouent donc un
réle dans le développement de I'enfant.

Le stress chronique entraine chez la mere des changements
monoaminergiques dans plusieurs régions du cerveau de la meére ainsi que la
diminution de la neurogenése de I'hippocampe, entrainant une altération de I'activité
des régions cérébrales liées aux cognitions et aux émotions. Ainsi qu'un
dysfonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, qui exacerbe lui-
méme les effets du stress, y compris ses effets sur l'activité sérotoninergique. Certains
de ces effets sont inversés par un traitement antidépresseur, qui peut agir en
augmentant la neurogenése hippocampique de la mére (éventuellement en
augmentant la neurotransmission monoaminergique), conduisant a la restauration de
l'activité hypothalamo-hypophyso-surrénalien et de la réponse au stress, améliorant
ainsi les changements sérotoninergiques (Mahar et al., 2014).

La neuroplasticité hippocampique est également diminuée chez une personne
souffrant de stress chronique (Dranovsky & Hen, 2006). Etant donné que la
neurogenése hippocampique peut réguler I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

(Schloesser, Manji, & Martinowich, 2009; Snyder, Soumier, Brewer, Pickel, &
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Cameron, 2011), cette conséquence du stress chronique peut prédisposer un individu

a des épisodes dépressifs ultérieurs en réponse au stress (Mahar et al., 2014).

E. La fonction testiculaire

Le testicule se différencie a partir du 13°™¢ jour post coitum (jpc) chez le rat et
de la 5™ semaine de développement chez 'Homme.

Il existe une fenétre de "programmation” de la différentiation sexuelle par les
androgénes démontrée chez le rat. La différenciation morphologique via le canal de
Wolff résulte de I'action des androgénes non pas au moment de la différenciation mais
guelques jours plus t6t (fenétre de masculinisation : 15,5-19,5 jpc). Il en résulte deux
fenétres : une précoce <19,5 jpc et une tardive >19 jpc. Cette fenétre de
programmation se retrouve également chez la femelle. Une déficience androgénique
durant la fenétre de programmation précoce peut induire des anomalies congénitales
comme la cryptorchidie (qui est la non descente d’'un ou des deux testicules) ou
I'hypospadias (lorsque le méat de l'urétre se trouve sur la face inférieure du pénis)
(Welsh et al., 2008). La distance ano-génitale (AGD) chez le rat nouveau-né fournit
une «lecture» non invasive de l'action des androgénes dans la fenétre de
programmation et est corrélée avec l'incidence de I'hypospadias, de la cryptorchidie et
du poids des vésicules séminales. Les résultats chez le rat suggérent que ces troubles
sont susceptibles de survenir en début de gestation en raison d'une programmation
inadéquate par les androgenes. Cette étude montre que ce phénotype est di a une
action réduite des androgenes avant 19,5 jpc, dont l'action est essentielle pour le
développement correct de tous les tissus reproducteurs males. L'exposition de
femelles a la testostérone durant la fenétre de programmation de masculinisation
(15,5-19,5 jpc) montre une masculinisation du tractus reproducteur femelle, mais cela
ne se produit pas si cette exposition se fait durant la fenétre tardive (19,5-21,5jpc). La
descente testiculaire est également programmeée par les androgenes lors de la fenétre
de programmation précoce alors que la descente testiculaire se passe beaucoup plus
tardivement (lors de la 3°™ semaine postnatale chez le rat) (Welsh et al., 2008).
Considérant donc que les périodes prénatale et postnatale précoce sont critiques pour
le développement testiculaire, tout déséquilibre hormonal durant ces périodes peut
étre néfaste (de Oliveira et al., 2013).
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Une telle fenétre de programmation est encore a prouver chez 'Homme mais se
situerait entre 8 et 14 semaine de gestation. La cryptorchidie et I'hypospadias sont
fréguents chez les nouveau-nés garcons, se manifestant respectivement chez 2,4% -
9% et 0,4% -1% des garcons a la naissance (Boisen et al., 2005, 2004). En outre, les
résultats encouragent fortement la mesure de I'AGD chez I'Homme comme une lecture
de l'action androgénique spécifiquement dans la fenétre de programmation de la
masculinisation, car ’AGD peut étre prédictive du syndrome de dysgénésie testiculaire
chez I'adulte (Welsh et al., 2008).

Tubules

Cellules germinales

Cellules

Cellules de Sertoli péritubulaires

Cellules de Leydig

Cordons testiculaires
Cellules de

Sertoli

Cellules de Leydig

Figure 4 : Schéma de présentation du testicule. A) Testicule foetal. B) Testicule adulte

La fonction essentielle du testicule foetal est de sécréter deux hormones tres
importantes dans la différenciation des voies génitales males que sont 'hormone anti-
mullerienne (AMH) par les cellules de Sertoli et la testostérone sécrétée par les cellules
de Leydig (Figure 4). L’AMH est responsable de la régression des canaux de Miller
(précurseur du tractus génital féminin) et la testostérone permet le maintien et le
développement des canaux de Wolff (précurseur du tractus génital male), qui
deviendront par la suite des organes sexuels comme I'épididyme ou encore les canaux
déférents. Cela correspond a une organisation anatomique particuliere : un tissu
conjonctif interstitiel vascularisé qui contient les cellules de Leydig ; et un tissu
épithélial avasculaire, formé de cordons testiculaires, contenant les cellules de Sertoli

ainsi que les gonocytes (qui sont les cellules germinales non matures).
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A la puberté et chez I'adulte, c’est
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foetus et ’Thomme en fonction de I'age. Source :

dernier, les deux fonctions essentielles du Unisciel

Age (en années)

testicule sont la spermatogénese (mise en place et développement des cellules
germinales) et la fonction endocrine (notamment la synthése et la sécrétion des
hormones stéroides).

Chez I'adulte, on retrouve des récepteurs a la sérotonine dans I'epididyme ou
ils jouent un réle dans la maturation du sperme. Des récepteurs sérotoninergigues se
trouvent également dans les cellules de Sertoli et sont probablement impliqués dans
la spermatogenese (Syed, Gomez, & Hecht, 1999). Les ISRS pourraient donc

influencer les parametres spermatiques.

F. La grossesse, le stress et les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la

sérotonine.

1. Effets chez le rat

a. Exposition chez le rat adulte

L’exposition a la fluoxétine chez le rat male adulte est associée a une diminution
de la spermatogénése, de la mobilité et de la densité spermatique, mais également du
poids des organes reproducteurs et du taux d’hormones (testostérone et FSH). De
plus, le taux de fécondation des femelles par les méales exposés diminue (Bataineh &
Daradka, 2007). La fluoxétine peut donc interférer de maniére négative avec le
systeme reproducteur du rat male adulte. D’aprés une étude, la fluoxétine seule
augmente le poids des rats par rapport aux rats témoins. Le gain de poids est similaire

entre le groupe exposé a la fluoxétine associée au stress et le groupe témoin. Enfin,
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une diminution du poids est observée dans le groupe exposé au stress seul par rapport
au groupe témoin (Sakr, Abbas, Elsamanoudy, & Ghoneim, 2015a).

Une diminution de la testostérone sérique, du nombre de spermatozoides, de la
mobilité spermatique ainsi qu'une augmentation des anomalies spermatiques sont
observées chez les rats exposés au stress et, dans une plus grande mesure, ceux
exposes a la fluoxétine associée au stress. Une augmentation du stress oxydant intra-
testiculaire est associée au stress et une forte augmentation est corrélée a la fluoxétine
associée au stress (Sakr, Abbas, Elsamanoudy, & Ghoneim, 2015b).

Chez la rate, la fluoxétine influence le cycle ovarien, le comportement sexuel, le taux
de progestérone et d’estradiol (E2) (Matuszczyk, Larsson, & Eriksson, 1998). Une
embryotoxicité modérée a été mise a jour mais uniquement a des doses toxiques chez
la mere (Baldwin, Davidson, Pritchard, & Ridings, 1989). L’administration de
paroxétine a une dose de 10 mg/kg per os durant la derniére semaine de gestation,
associée a un stress quotidien, met en évidence une diminution de la durée de
gestation, du gain de poids de la rate durant sa gestation associée au stress prénatal
(mais pas constaté avec la paroxétine seule), et une diminution du poids a la naissance
de la descendance avec la paroxétine associé au stress. De plus, une augmentation
d'un facteur 10 de la mortalité infantile durant la période de pré sevrage (donc

néonatal) est associée a la paroxétine (Van den Hove et al., 2008).

b. Exposition pendant la vie foetale

Le nombre de grossesses et de foetus viables diminue également sous l'effet
de la fluoxétine (Bataineh & Daradka, 2007). De plus, la fluoxétine et son principal
métabolite, la norfluoxétine, peuvent franchir la barriére placentaire chez le rat et
atteindre I'embryon et le foetus durant et aprés l'organogenése (Pohland, Byrd,
Hamilton, & Koons, 1989). Une relation entre la dose et le retard de gain de poids a
été trouvé chez la rate gestante. Une augmentation significative des pertes post
implantatoires a haute dose (43 mg/kg) a été mise en évidence ainsi qu’une relation
entre la dose et des anomalies squelletales indiquant un retard de développement
principalement associé a la réduction du poids feetal (Wen et al., 2006). Une exposition
aux ISRS via le placenta et la lactation peut inhiber et retarder le développement
testiculaire et avoir des effets néfastes sévéres sur les paramétres testiculaires
important dans la mise en place de la spermatogenese chez I'adulte (de Oliveira et al.,

2013; Vieira et al., 2013). Apres une exposition in utero aux ISRS chez le rat, une
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diminution de la spermatogenese et de la population de cellules de Sertoli est
constatée (Aggarwal et al 2012; Silva Junior et al 2013). Hooley et al. 2009 rapporte
gue quand les cellules de Sertoli sont affectées et que leur nombre diminue, un
rétrécissement des tubes séminiféres se produit due a une diminution des cellules
germinales. Une corrélation a été démontrée entre le nombre de cellule de Sertoli et
I'efficacité de la spermatogénése (ORTH, GUNSALUS, & LAMPERTI, 1988).

Les rats nés de méres ayant été exposées oralement par gavage du 13°™ jour de
gestation (13 jpc) au 21°™Me jour post natal (21 jpn) a différentes doses de fluoxétine (de
7,5 a 20 mg/kg), présentent une diminution du poids testiculaire - le poids du testicule
ayant une relation positive avec la fonction testiculaire et la spermatogenése (Russell,
Ettlin, Hikim, & Clegg, 1993) -, du poids de I'épididyme ainsi que du poids de la glande
séminale. Cela diminue également la longueur, le volume et I'épithélium des tubules
séminiferes (de Oliveira et al., 2013; Monteiro Filho et al., 2014; Vieira et al., 2013).
Une fois adultes, ces rats présentent une diminution de la production de sperme sans
gue cela n’affecte l'efficacité spermatique (Monteiro Filho et al., 2014). Au niveau
histologique, I'exposition au stress seul et a la fluoxétine combinée au stress augmente
la dégénérescence des spermatogonies (gonocytes ayant subi la mitose), des cellules
gui tapissent les tubules séminiféres, et la lumiere de ces tubules est remplie par des
cellules germinales anormales. Des cellules de Sertoli endommagées et de cellules

de Leydig nécrosées ont également été observées (Sakr et al., 2015b).

2. Effets chez 'Homme

a. Chez l'adulte

Chez la femme traitée par ISRS, un élargissement de la poitrine et un
changement dans la longueur du cycle menstruel est observée (Amsterdam, Garcia-
Espafia, Goodman, Hooper, & Hornig-Rohan, 1997) suggérant un effet sur la balance
hormonale. De plus, la liaison de la sérotonine a son récepteur au niveau du cerveau
diminue la libido (Ferguson, 2001). Chez 'homme, un traitement chronique avec
n'importe quel ISRS diminue la concentration et la mobilité spermatique et augmente
les cassures simples brin de ’ADN dans les cellules spermatiques. Mais tout cela est
réversible a I'arrét du traitement (Safarinejad, 2008b; Tanrikut, Feldman, Altemus,
Paduch, & Schlegel, 2010; Tanrikut & Schlegel, 2007).
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b. Chez le foetus et I'enfant

La fluoxétine et la norfluoxétine sont hautement solubles dans les lipides,
peuvent traverser la barriére placentaire (foetus) et sont excrétés dans le lait (Heikkine,
Ekblad, & Laine, 2002; Heikkinen, Ekblad, Palo, & Laine, 2003). La sertraline et la
paroxétine peuvent également traverser la barriere placentaire mais sont moins
excrétées dans le lait (Nagai et al., 2013; Paulzen, Goecke, Stickeler, Grunder, &
Schoretsanitis, 2017). Les méres dépressives traitées durant la grossesse par un ISRS
présentent une augmentation du risque d’enfant ayant un petit poids a la naissance et
un stress respiratoire (Oberlander, Warburton, Misri, Aghajanian, & Hertzman, 2006).
Les femmes gestantes traitées par un ISRS augmentent le risque d’altération du
développement neurocomportemental du feetus (Mulder, Ververs, de Heus, & Visser,
2011). L’exposition feetale a la fluoxétine et a la paroxétine est associée a un plus haut
risque d’anomalies congénitales. Une association a été montrée entre I'exposition a la
fluoxétine et la survenue de défaut cardiaque et de craniosynostosis ainsi qu’entre une
exposition a la paroxétine et la survenue d’anencéphalie, de défaut cardiaque,
d’omphalocéle et de gastroschisis (Louik, Lin, Werler, Hernandez-Diaz, & Mitchell,
2007; Reefhuis, Devine, Friedman, Louik, & Honein, 2015). Avec la sertraline, le risque
d'avoir un enfant ayant un défaut septal, atrial ou ventriculaire est augmenté de 34%.
Et le risque de craniosynostosis est doublé (Bérard, Zhao, & Sheehy, 2015). Une étude
basée sur 'TEUROCAT (European Surveillance of Congenital Anomalies), incluant 2,1
millions de naissances entre 1995 et 2009, démontre un lien entre l'utilisation des ISRS
durant le premier semestre et l'augmentation du risque de défaut cardiaque congénital,
de dysplasie rénale, plus courante sous fluoxétine, d’hypospadias sous citalopram et
de malformations congénitale des membres inférieurs associé a la sertraline, la
paroxétine et le citalopram (Ban et al., 2014). Le PNAS (poor neonatal adaptation
syndrome = reflex de succion faible, irritabilité, tonus musculaire faible, pleurs faibles
ou inexistant, sommeil perturbé, hypoglycémie) affecte de 20 a 77% des enfants
exposés aux ISRS durant la vie foetale (Oberlander et al., 2004). Certaines études
indiguent une augmentation de ce risque avec la paroxétine ou la fluoxétine
(Batkowiec-Iskra, Mirowska-Guzel, & Wielgos, 2017; Kieviet, Dolman, & Honig, 2013).
Une augmentation du risque d'hypospadias, nhotamment avec les ISRS, a été trouvée

mais n’est pas statistiquement significative (Reis & Kallén, 2010).
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G. Influence sur I'équilibre hormonal stéroidien

L'exposition aux ISRS diminue les taux sériques de LH, FSH et de testostérone

chez 'homme adulte et augmente le taux de prolactine (Safarinejad, 2008a).
La 17R3-cestradiol (E2) est une hormone stéroidienne sexuelle active qui joue un réle
important durant la croissance et le développement du foetus, notamment dans le
controle de la différentiation sexuelle et I'établissement des zones du cerveau dans le
dimorphisme sexuel (McCarthy, 2008). Des études sur le poisson rouge montrent que
la fluoxétine interfere avec la signalisation de E2 soit sur E2 directement soit sur son
récepteur nucléaire (ERs) résultant une augmentation de E2 et de l'aromatase
gonadique (CYP19A1) circulant et une diminution de la testostérone chez le poisson
méale apres 2 semaines de traitement. Chez la femelle poisson, une diminution de
I'expression de ER dans I'hypothalamus et une augmentation de E2 circulant sont
observées.

Dans la lignée cellulaire H295R de carcinome surrénalien humain, une
augmentation de la réponse transcriptionnelle aux ER nucléaires est observée aprés
traitement a la fluoxétine. La fluoxétine a submicrodose est capable d'augmenter le
taux de E2, suggérant une capacité a interférer avec la signalisation cestrogénique en
augmentant le taux de E2 (Lupu et al., 2017). La fluoxétine diminue tous les
corticostéroides, les androgénes et les progestagenes a partir de 3,75 uM (Cmax: 0,97
MM). La diminution des progestagenes indique que la stéroidogenése est affectée au
niveau de I'enzyme de clivage de la side-chain du cholestérol (CYP11A1) ou avant.
Cependant, la fluoxétine augmente les taux de E1 et de E2. De maniere générale, la
fluoxétine semble inhiber la production des stéroides a un stade précoce mais peut
augmenter l'activité de CYP19 en stimulant la production d'estrogénes. La paroxétine
augmente les progestagenes, les corticosteroides (sauf CORNE) a partir de 2uM et
diminue les androgénes (a 10uM) (Cmax 1,6uM). Tout cela oriente l'effet de la
paroxétine sur la réaction CYP17-lyase qui convertit les progestagenes en
androgenes. Elle n’altére pas les niveaux de E2 mais augmente ceux de E1 (>1uM)
ce qui indique une faible stimulation de l'aromatase. Enfin, de 1,0 a 7,5 pM (Cmax
0,65uM) la sertraline diminue les progestagenes et les corticostéroides ainsi que les
androgenes. Cependant, une nette augmentation des estrogénes est observée a partir
de 3,14 uM (E1 200% et E2 300%). Tout cela montre les capacités des ISRS a stimuler
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laromatase (CYP19) a des concentrations supra-thérapeutiques (Hansen, Larsen,
Sgrensen, Halling-Sgrensen, & Styrishave, 2017).

La sertraline, la fluoxétine et la paroxétine sont capables d’interférer avec I'enzyme
aromatase et potentiellement de changer la balance entre androgénes et estrogéenes.
De plus, ils altérent la sécrétion de stéroides des cellules H295R. Au niveau hormonal,
a partir de 3,14uM la fluoxétine augmente I'estradiol (E2), diminue la progestérone et
testostérone. La paroxétine augmente I'estrone (E1) et la progestérone et diminue la
testostérone. Enfin, la sertraline augmente I'estrone (E1) et I'estradiol (E2) et diminue
la progestérone et la testostérone. Donc ces 3 antidépresseurs interferent avec la
stéroidogénése. L'aromatase étant moins active chez I'homme que chez la femme, on
peut supposer que les femmes sont plus sensibles aux médicaments qui jouent sur
'aromatase que les hommes (Jacobsen, Hansen, Nellemann, Styrishave, & Halling-
Sgrensen, 2015).

H. Obijectifs et stratégies mises en place

Les études montrent que la dépression pendant et apres la grossesse peut avoir
des répercussions néfastes pour I'enfant. Il en est de méme pour un stress pendant la
grossesse. Pour traiter la maladie et éviter de tels répercussions, des antidépresseurs
sont prescrits. Cependant, de nombreuses études chez le rat montrent qu’une
exposition foetale aux ISRS peut induire des effets indésirables sur les organes
reproducteurs males et leur fonction. Les études chez 'Homme montrent que ces
antidépresseurs affectent les fonctions de reproduction chez I'adulte et possiblement
chez la descendance.

Alors que le stress et les antidépresseurs sont connus pour leurs effets néfastes
sur la descendance, on peut se demander s’ils ont des effets délétéres synergiques
ou antagonistes sur la descendance. Par conséquent, le premier objectif de mon stage
a été d’évaluer I'impact a court terme d’une exposition in utero a la fluoxétine et/ou au
stress chez le rat.

Alors que les hormones testiculaires (testostérone et AMH) sont capitales pour la
masculinisation du tractus génital méle, et qu'une altération de leur production est
associée a un risque accru de développer un syndrome de dysgénésie testiculaire, il
n’existe pas a notre connaissance d'études ayant évalué les effets directs de ces

molécules sur le testicule feetal. Par conséquent, le deuxieme objectif a été d’évaluer
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les effets d’antidépresseurs couramment prescrits aux femmes enceintes sur le
testicule foetal humain en observant s’ils induisaient des modifications de la structure

testiculaire et/ou de la production et du taux d’hormones testiculaires.
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ll. Matériels & Méthodes

A) Traitement et collecte des organes chez le rat

L’utilisation des animaux a été validée au préalable par un comité d’éthique. Les
testicules sont issus de rats Sprague-Dawley dont les meres ont été exposées a la
fluoxétine (10mg/kg/j) et/ou au stress durant la gestation. Les testicules exposés sont
collectés dans le cadre d’une collaboration. L’exposition a la fluoxétine s’est faite par
des biscuits fourrés a la vanille contenant une solution a X mg/mL, préparée a partir
d’une solution & 10mg/mL, de 5 jours post-coitum (5 jpc) a 2 jours post-natal (2 jpn) et,
pendant cette méme période, certains animaux ont regu un stress quotidien
imprédictible (exposition a une lumiere vive, a une litiere humide durant la nuit,
privation de nourriture, rotation de la cage, ...). Quatre groupes sont ainsi constitués :
un groupe contrdle, un groupe stressé, un groupe exposé a la fluoxétine et un groupe
exposé a la fluoxétine et au stress. La descendance a été pesée, sacrifiee par
décapitation a 2 jpn, le sang a été collecté et les testicules disséqués et pesés. Chaque
animal ainsi que ses testicules ont été pesés. Apres la pesée des testicules, 'un a été
congelé et l'autre a été fixé au liquide de Bouin pendant 1h puis stockés dans I'alcool
70°. La distance ano-génitale a été mesurée a 'aide d’un pied a coulisse électronique.
L’index de distance ano-génitale a été calculé (ce qui correspond a la distance ano-

génital de I'animal rapportée a la racine cubique de son poids).

B) Collecte et culture des organes chez le foetus humain

L’utilisation des testicules foetaux humains ayant été préalablement validée par
un comité d’éthique. Les testicules foetaux humains utilisés sont issus de produits
d’interruption volontaire de grossesse (IVG) (de 10 a 14 semaines d’aménorrhées
correspondant a 8 a 12 semaines de développement (SD)) dont les meres ont consenti
a leur don. Les testicules sont identifiés dans les aspirats d’'IVG, mis de cotés dans
une solution saline tamponnée (Phosphate Buffer Saline, PBS). lls sont coupés en
morceau d’environ 1 mm?2 puis mis en culture organotypique a l'interface air/liquide

nutritif (culture sur la membrane poreuse inerte d’'inserts (Falcon®)).

La culture se fait sur 4 jours : les premieres 24h, les explants sont mis en contact
avec le milieu de culture (milieu M199) contenant des antibiotiques (Gentamicine a 50
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pg/mL + Amphotéricine B a 2,5 ug/mL) et de 'hCG (hormone chorionique gonadotrope
pour stimuler la sécrétion des stéroides des gonades feetales) a 0.1 Ul/mL. Le milieu
est renouvelé toutes les 24h et la condition de traitement est ajoutée (pour chaque
condition ; un contréle sans le traitement mais avec le diméthylsulfoxyde (DMSO) et 4
concentrations de 10® a 10°°M du traitement). Le milieu changé est conservé au
congélateur pour analyses ultérieures. Il en est de méme pour J48h et J72h. A lissue
de la culture, les explants sont fixés au liquide de Bouin pendant 1h puis stockés dans

I'alcool 70°.

C) Histologie

Chez le rat, les testicules suivent une étape de déshydratation en vue de leur
inclusion dans la paraffine. Cette étape comprend plusieurs bains d’alcools de
concentrations croissantes (70°, 90°, 95°, 100°), deux bains de butanol, un bain de
butanol 50%/paraffine 50% et enfin deux bains de paraffine. lls sont ensuite inclus
dans la paraffine a l'aide de cupules en inox et d’'un distributeur de paraffine (Kunz
instruments® WD-4 et CP-4) puis stockés en chambre froide (+4°C) en attente de leur
coupe. Des coupes histologiques de 5um sont réalisées a l'aide d’un microtome
(Shandon® FINESSE), et chaque coupe sur 21 est recueillie sur des lames porte objet

(Polysine®) et ce sur 7 lames (7 séries de x niveaux de coupe). (Figure 6. A).

32



:

888} 1558
O] R O

N° échantillon
+ condition +

N° échantillon
+ condition +

N° lame N° lame
4 /e
c16 ) cx €17 ){ Cx+1 €20 )(Cx+4

N° d'échantillon
+ Condition +
N° de lame

N° d'échantillon
+ Condition +
N° de lame

N° d'échantillon
+ Condition +
N° de lame

/5

/) U2

Figure 6 : A) Schéma d'organisation des coupes de testicules de rats, B) Schéma d'organisation des coupes de
testicules faetaux humains

Les explants humains sont colorés par une solution d’éosine a saturation dans
I'éthanol 70°. lls suivent ensuite les mémes étapes de déshydratation et d’inclusion
dans la paraffine que les testicules de rat. Des coupes histologiques de 5um sont
réalisées. Chaque coupe sur 5 est recueillie sur des lames porte objet (Polysine®) et

ce sur 5 lames (5 séries de x niveaux de coupe). (Figure 6. B)

D) Marquages immuno histochimigues

Chez le rat, six types de marquages immuno histochimiques ont été réalisés ;
deux marquages de processus physiologiques (prolifération et apoptose) et quatre
marquages cellulaires (gonocyte, cellule de Sertoli, cellule de Leydig et cellule

péritubulaire). (Voir tableau V)
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Chez 'homme, quatre types de marquages immuno histochimiques ont été réalisés

pour mettre en évidence soit des processus physiologiques (prolifération et apoptose)

soit des types cellulaires (cellule de Sertoli et cellule de Leydig). (Voir tableau V)

Tableau V : Anticorps utilisés pour les marquages immuno histochimiques

Marquage
llulair .
cellulaire / Anticorps Homme /
Pr L . o ) .
ocessus Dénomination | Anticorps primaire | Démasquage secondaire Rat
physiologique
) Tampon citrate anti souris
Ki 67 souris p ’ Homme
(Dako#M7240) 10 mM (Dako#E0433).
Prolifération souris Tampon citrate anti souris Rat
a
PCNA (Dako#M0879) 10 mM (Dako#E0433)
Tampon Tris .
Apoptose CERpse Eph (2] 10 mM / EDTA ant lapin Homme,
clivée Signaling#9661S) - (Dako#E0432) rat
Cellule lapin Tampon citrate anti lapin Rat
. DDX4 a
germinale (ABCam#AB13840) 10 mM (Dako#E0432)

Cellule de AMH chévre (Santa Tampon citrate anti lapin Homme,
Sertoli Cruz#J1712) 10 mM (Dako#E0432) rat
Cellule de CYPLLAL lapin Tampon citrate anti lapin Homme,
Leyd|g (Sigma#B84291) 10 mM (Dako#E0432) rat
Cellule e Tampon citrate anti souris Rat
2t c a-SMA a

péritubulaire (Dako#M0851) 10 mM (Dako#E0433)

Les lames sont déparaffinées et réhydratées par des bains successifs de solvant (3
bains d’'OTTIX®), puis des bains d’alcools de concentration décroissante (100°, 95°,
90°, 70°, 60° et 50°) ainsi qu’un bain d’eau distillée a I'aide d’'un automate (Shandon®
Varistain 24-3). Les épitopes des échantillons sont démasqués grace a un tampon
citrate 10 mM, pH 6.0 (pour Ki67, AMH, DDX4, PCNA, a-SMA, CYP11Al) ou un
tampon Tris/EDTA 10/1 mM, pH 9.0 (pour la caspase 3 clivée) par incubation de 30
min a 1h dans un bain marie a 80°C, refroidies a température ambiante puis rincées
avec du PBS 1X. Les sites antigéniques sont saturés par une solution PBS - 10%BSA
pendant 20 minutes a température ambiante (pour AMH, Caspase 3 clivée). Entre
chaque incubation, les lames sont rincées avec du PBS 1X. Les lames sont alors

incubées avec I'anticorps primaire pour la nuit en chambre froide (4°C). Elles sont
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ensuite incubées avec I'anticorps secondaire biotinylé pour 2 heures a température
ambiante. Puis une amplification est réalisée a l'aide d’'un complexe Avidine-
péroxydase biotinylée (ABC Kit — Vectastain, Vector Laboratories®) pendant 1 heure.
L’activité péroxydase est révélée par I'ajout d’un substrat, le 3,3’diaminobenzidine
(DAB, Sigma-Aldricht®) pendant 3 a 5 minutes. Une contre-coloration & I’'Hémalun de
Masson (1min) est réalisée suivie d’'un bain d’eau saturée en Carbonate de Lithium (1
min). Enfin, les lames sont déshydratées puis montées sous lamelles a I'aide d’une
résine (Eukitt®).

E) Stéréologie chez le rat

Le comptage des différentes populations cellulaires des testicules de rat a été
réalisé apres immunohistochimie a I'aide d’'un microscope Olympus BX51 équipé
d’'une platine motrice et du logiciel MERCATOR® (Explora Nova). Pour chaque
condition, 4 ou 5 individus ont été sélectionnés, de portées différentes, les mémes
lames ont été utilisées (I3) pour avoir un niveau de coupe similaire entre elles. Sur
chaque lame se trouvent deux testicules différents, et pour chaque testicule deux
niveaux de coupes ont été comptés.

Le marquage des cellules péritubulaires (a-SMA), délimitant les cordons testiculaires,
a permis le comptage des cellules de Sertoli et des gonocytes par des criteres
morphologiques.

Le marquage des cellules de Leydig (par CYP11A1 qui est spécifique des cellules de
Leydig dans le testicule) a permis leur comptage, les cellules marquées étant dans ce
cas les cellules d’intérét (Figure 7).

Pour déterminer la densité des différents types cellulaires pour chaque animal, la
somme totale de chaque population cellulaire a été rapportée au cumul des surfaces
analysées. Les ratios des cellules de Sertoli correspondent au nombre de cellules de
Sertoli d’'une coupe de testicule rapporté a la surface de la coupe du testicule analyseé.
Puis la moyenne des sommes de ces ratios pour chaque condition est faite. Il en est
de méme pour les ratios des gonocytes et des cellules de Leydig. Pour les ratios des
gonocytes par rapport aux cellules de Sertoli, les ratios des deux populations
cellulaires préecédemment calculés ont été utilisé. Puis la moyenne des sommes de

ces ratios a été faite pour chaque condition.
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Figure 7 : illustration des structures cellulaires observables par immunohistochimies

F) Dosages hormonaux chez ’humain :

Les hormones sont mesurées dans les milieux de cultures a JO et J72h. JO
correspond aux 24 premieres heures de culture sans traitement et sert de point de

référence en termes de production hormonale.

1. Dosage de la testostérone

Le dosage de la testostérone fcetale se fait par méthode radiologique directe
(RIA : Radio Immuno Assay). Le principe de cette méthode est le dosage par
compétition ; 'antigéne a doser entre en compétition avec un antigéne marqué a l'iode
(1*2%) pour la liaison avec I'anticorps fixé a la paroi des tubes (Kit IMMUNOTECH Ref.
IM1119, Beckman Coulter) (Figure 8).

Cing pL de milieu de culture sont incubés dans des tubes recouverts d’anticorps. Puis
on ajoute 300uL de traceur testostérone marqué a liode 1125. Aprés 1 heure
d’incubation & température ambiante sous agitation (230 rotations par minute (rpm)),
le contenu des tubes est aspiré. Les tubes sont rincés avec une solution de ringcage
puis la solution est aspirée. Enfin, la radioactivité est mesurée par un compteur y
(PerkinElmer® 2470 Automatic Gamma Counter). Une courbe d’étalonnage est établie
afin de déeterminer les valeurs inconnues. Plus la radioactivité est élevée, moins

I’échantillon est concentré en testostérone.
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Figure 8 : Schéma du principe de dosage par compétition

2. Dosage de 'AMH

Le dosage de 'AMH se fait par méthode enzymatique (ELISA : Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) a I'aide de kit AMH Genll ELISA (Beckman Coulter®). Les
échantillons sont dilués 4 fois puis incubés a température ambiante pendant 1h a 130
rpm dans une plaque 96 puits dont les parois sont recouvertes d’'un anticorps dirigé
contre '’AMH. Apres chaque incubation la plaque est lavée par du tampon de lavage.
Ensuite la plague est incubée a température ambiante pendant 1h a 130 rpm avec une
solution d’anticorps-biotine. Puis une solution de streptavidine-enzyme est ajoutée
suivi d’'une incubation a température ambiante pendant 30 minutes a 130 rpm. Une
solution de 3,3’,5,5-Tétraméthylbenzidinz (TMB) est ajoutée pour déclencher le virage
colorimétrique. En 5 a 8 minutes, la solution dans chaque puits se colore en bleu et,
enfin, une solution STOP acide est ajoutée et colore les solutions en jaune. La lecture
de la plaque se fait par absorption a 2 longueur d’ondes (soustraction de I'absorbance
a 450 nm moins celle a 655 nm (bruit de fond)) a l'aide d’'un BioRAD® (IMark
Microplate reader). Une courbe d’étalonnage est établie afin de calculer les valeurs

des échantillons.

G) Méthodologie et traitement statistique des données

Les résultats des comptages obtenus chez le rat sont exprimés en fonction de la
surface de la coupe testiculaire de chaque individu. La moyenne des sommes des
populations cellulaires corrigées par la surface du testicule par condition et par
experience est utilisée. Les moyennes ainsi obtenues sont comparées par le test non
paramétriqgue de Kruskal-Wallis adapté pour des échantillons non appariés et de

faibles effectifs. Les données sont ensuite comparées 2 a 2 par le test de Dunn. Le
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logiciel utilisé pour réaliser les statistiques est GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software).

Les résultats des dosages obtenus chez le foetus humain sont exprimés par le ratio
72h/J0. lls sont réunis en moyenne par condition et par expérience. Les moyennes
ainsi obtenues sont comparées par le test non paramétrique de Kruskal-Wallis adapté
pour des échantillons non appariés et de faibles effectifs. Les données sont ensuite
comparées 2 a 2 par le test de Dunn. Le logiciel utilisé pour réaliser les statistiques est
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).
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lll. Résultats

A) Impact des antidépresseurs sur les caractéristigues anatomiques du

“ B C
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Figure 9 : Impact de la fluoxétine et du stress sur les caractéristiques anatomiques chez le rat A) poids corporel,
B) poids testiculaire rapporté au poids corporel, C) index de la distance ano-génitale. Ctrl Veh : groupe contrdle
ayant recu le véhicule (solvant), Ctrl Fluox : groupe contrble ayant recgu fluoxétine, Stress Veh : groupe stressé
ayant regu le véhicule (solvant), Stress Fluox : groupe stressé ayant recu la fluoxétine. Kruskal-wallis (p<0,05).

Le calcul de la moyenne du poids corporel par portée ne montre pas de différence
entre les différents groupes (Figure 9. A). Le calcul du poids testiculaire ramené au
poids du corps montre une diminution significative du groupe exposé a la fluoxétine
par rapport au groupe contréle, par le test de Dunn (p<0,01). Il n’y a pas de différence
entre les autres groupes (Figure 9. B). La moyenne de l'index des distances ano-
génitales montre une augmentation significative de cette distance dans le groupe
ayant été exposé a la fluoxétine et au stress par rapport au groupe contrble (test de
Dunn (p=<0,05)) (Figure 9. C). On ne remarque pas de différence entre les autres
groupes.

L’exposition in utero a la fluoxétine, au stress ou les deux associés ne semble pas
modifier le poids corporel des rats. Cependant, la fluoxétine seule diminue
significativement le poids des testicules (rapportés au poids corporel). De plus, la
fluoxétine associée au stress augmente significativement I'index de la distance ano-

génitale.
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B) Impact des antidépresseurs sur la différenciation morphologigue du

testicule de rat

Pour comparer les différents groupes au témoin, plusieurs marquages ont été réalisés.
Deux approches ont été utilisés suivant le marquage ; une méthode observationnelle
pour les marquages avec a-SMA et PCNA et une méthode quantitative par comptage
cellulaire pour les marquages DDX4, AMH et CYP11A1.

Le marquage de cellules péritubulaires par a-SMA permettant de visualiser les cordons
testiculaires ne révele pas de différence entre les différents groupes (Figure 10). Les
cellules péritubulaires sont présentes et délimitent bien les cordons testiculaires dans
chaque groupe.

La fluoxétine, le stress ou I'association des deux ne semblent pas modifier les cellules

péritubulaires du testicule et donc la structure des cordons testiculaires.
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Figure 10 : Observation des cellules péritubulaires délimitant les cordons testiculaires sur une coupe du testicule
de rat (marquage a-SMA). Barre = 100pm

L’observation des cellules proliférantes par marquage de PCNA montre que les

cellules marquées sont principalement les cellules de Sertoli et les cellules du tissu
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interstitiel (Figure 11). En revanche, a cet age (2jpc), les gonocytes ne proliferent pas
car ils se trouvent en Go a cette période du développement testiculaire. L'observation
ne semble pas montrer de différence de marquage et donc de prolifération dans les
différentes conditions étudiées. La fluoxétine, le stress ou 'association des deux ne
semblent pas modifier la prolifération des cellules testiculaires (cellule de Sertoli et

cellule de Leydig).

Fluoxétine - Fluoxétine +
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Figure 11 : Observation des cellules en prolifération sur une coupe du testicule de rat (marquage PCNA). Barre =
100pum

L’observation des coupes de testicules marquées pour DDX4, protéines exprimées par
les gonocytes, ne semble pas montrer de différence du nombre de gonocytes entre
les différentes conditions (Figure 12. A).

Le comptage des gonocytes par unité de surface testiculaire ne montre pas de
différence entre les différents groupes (Figure 12. B). On retrouve une densité de
cellules germinales équivalente entre les groupes, avec tout de méme une densité
cellulaire supérieure dans le groupe exposé a la fluoxétine associée au stress mais
non significative. Aucune des conditions ne semble modifier la densité des gonocytes

testiculaires.
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Figure 12 : A) Observation des gonocytes sur une coupe du testicule de rat (marquage DDX4). Barre = 100pm.
B) Impact de la fluoxétine et du stress sur le nombre de gonocytes rapportés a la surface de la coupe testiculaire
chez le rat

L’observation des cellules de Sertoli marquées par 'AMH ne révéle pas de différence
majeure de densité des cellules de Sertoli entre les différentes conditions (Figure 13.
A)

Le comptage des cellules de Sertoli ne montre pas de différence entre les différents

groupes (Figure 13. B). On retrouve une densité de cellules de Sertoli équivalente
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entre les groupes. On remarque tout de méme une légére augmentation de la densité
de cellules de Sertoli dans les groupes ayant une exposition a la fluoxétine, mais non
significative. Aucune des trois conditions ne semble modifier la densité de cellules de

Sertoli dans le testicule.
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Figure 13 : A) Visualisation des cellules de Sertoli sur une coupe du testicule de rat (marquage AMH). Barre =
100pum
B) Impact de la fluoxétine et du stress sur le nombre de cellules de Sertoli rapportées a la surface de la coupe
testiculaire chez le rat
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Les ratios des gonocytes rapportés a la surface des coupes testiculaires sur les
cellules de Sertoli rapportées a la surface des coupes testiculaires ne montrent pas de
différence significative entre les conditions (Figure 14). On observe une légere
diminution du ratio dans le groupe exposé a la fluoxétine, une Iégere augmentation du
ratio dans les groupes exposés au stress. Mais aucune de ces conditions ne modifie

significativement le ratio des gonocytes par rapport aux cellules de Sertoli.
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Figure 14 : Rapport des gonocytes rapportés a la surface des coupes testiculaires sur le nombre de cellules de
Sertoli rapportées a la surface des coupes testiculaires chez le rat

L’observation des cellules de Leydig marquées par CYP11A1l ne semble pas montrer
de différence de densité des cellules de Leydig entre les différentes conditions (Figure
15. A)

Une fois de plus, le comptage cellulaire ne montre pas de différence entre les différents
groupes (Figure 15. B). On retrouve une densité de cellules de Leydig équivalente
entre les groupes. On remarque que les groupes exposés a au moins une des
conditions ont une densité de cellules de Leydig légerement supérieure au groupe
contrble sans que cela ne soit significatif. Aucune des trois conditions ne semble

modifier la densité de cellule de Leydig testiculaire.
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Figure 15 :A) Observation des cellules de Leydig sur une coupe du testicule de rat (marquage CYP11Al). Barre =
100pm. B) Impact de la fluoxétine et du stress sur le nombre de cellules de Leydig rapportées a la surface de la
coupe testiculaire chez le rat
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C) Impact des antidépresseurs sur la différenciation morphologique du

testicule foetal humain

Pour la comparaison des différentes molécules au témoin, les doses
pharmacologiques ont été choisies car elles sont a priori les concentrations les plus

susceptibles de se retrouver physiologiqguement.

L’observation du processus d’apoptose des cellules de testicules marquées par la
caspase 3 clivée (Figure 16) ne révéle pas de différence entre le contréle et les
conditions, ni entre les différentes conditions aux concentrations 108M et 10’M. On
observe tres peu de cellules apoptotiques dans les groupes témoins et dans les
conditions & faibles concentrations. A forte concentration (10-°M), le tissu testiculaire
est trés fortement atteint par 'apoptose cellulaire dans le groupe exposé a la fluoxétine.
Le taux d’apoptose augmente légérement a forte concentration dans les groupes
exposes a la paroxétine et a la sertraline.

A forte concentration, la fluoxétine est donc toxique pour le tissu testiculaire. Mais cette
concentration supra thérapeutique est bien supérieure a celle retrouvée

physiologiquement lors d’un traitement par fluoxétine.
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Figure 16 : Observation des cellules apoptotiques sur une coupe du testicule de foetus humain (marquage
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L’observation du processus de prolifération des cellules testiculaire marquées par Ki
67 (Figure 17), une protéine exprimée dans le noyau des cellules proliférantes, ne
révele pas de différence entre le controle et les conditions, ni entre les différentes
conditions. On observe des cellules proliférantes en quantité similaire entre les

témoins et les conditions a faibles concentrations.
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Figure 17 : Observation des cellules en prolifération sur une coupe dﬁ testicule de feetus humain (marquage
Ki67). Barre = 50pm
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L’observation des cellules de Sertoli marquées par ’TAMH (Figure 18), permettant de
délimiter les cordons testiculaires, ne semble pas présenter de différence entre le
contrble et les conditions, ni entre les différentes conditions. Les cordons testiculaires

sont bien délimités dans les groupes témoins et les conditions a faibles concentrations.

Fluoxétine Paroxétine Sertraline
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Figure 18 : Observation des cellules de Sertoli sur une coupe du testicule de foetus humain (aquage AMH).
Barre = 50um
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L’observation des cellules de Leydig marquées par CYP11A1 (Figure 19) ne révéle
pas de différence entre le controle et les différentes conditions, ni entre les différentes
conditions. On observe des cellules de Leydig en quantité similaire entre les témoins

et les conditions a faibles concentrations.

Fluoxétine Paroxétine Sertraline

CYP11A1). Barre = 50um

Aucun des traitements ne semble modifier la structure ou les processus
physiologiques du testicule feetal humain aux doses thérapeutiques. Les trois

conditions testées ne semblent pas présenter de différence entre elles non plus.
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On remarque qu’a dose suprathérapeutique (10-°M), la fluoxétine est toxique
(cytotoxicité) pour le testicule feetal humain. On observe qu’une trés grande partie du

tissu testiculaire est en apoptose, signe d’une toxicité.

D) Impact des antidépresseurs sur la différenciation du testicule feetal

humain

Nous avons séparé les individus en 2 groupes d’age car les études antérieures
du laboratoire ont montré qu’il existe des fenétres d’age ou la sensibilité aux agents
chimiques differe (Ben Maamar et al., 2017; Mazaud-Guittot et al., 2013). Cette
différence de sensibilité a été rapportée pour différents antalgiques et s’articule entre
8 et 10 semaines de développement.

Les taux d’hormones dans le milieu de culture ont été mesurés a JO (sans présence
de traitement) et a 72 heures (aprés 3 jours d’exposition au traitement) puis le rapport
entre les taux 72h/J0 a été fait. Ainsi, les taux hormonaux a JO servent a normaliser

les taux hormonaux mesurés a 72h.

51



Testostérone 72h/J0

1. Testostérone
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Figure 20 : Taux de testostérone sécrété par le testicule foetal humain dans les 2 groupes: le groupe 8-9
semaines de développement et le groupe 10-12 semaines de développement (les taux de testostérone a 72
heures sont normalisés par les taux de testostérone a J0). Test de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Suite a I'exposition a la fluoxétine, le taux de testostérone dans le groupe 8-9 SD
diminue de maniére linéaire entre 10°M et 10°M (-15,7%) avant de chuter
drastiquement a forte concentration (10°M : -92,4%). Dans le groupe 10-12 SD, une
variation similaire est retrouvée. Le taux varie trés peu jusqu’a 10°M puis chute a la
forte concentration (10°°M : -92,3%). Dans le groupe 8-9 SD, I'analyse statistique par
le test de Dunn montre une diminution du taux de testostérone significative entre le
controle et la forte concentration (10°M) (p<0,01). Aprés une exposition a la
paroxétine, le taux de testostérone augmente a 10°’M (+27,3%) puis diminue jusqu’a
10-°M (-26,1%) dans le groupe 8-9 SD. Dans le groupe 10-12 SD, le taux augmente
jusqu’a 10-M puis est constant jusqu’a 10-°M (+29,7%). Enfin, aprés une exposition a
la sertraline, le taux de testostérone dans le groupe de 8-9 SD diminue a 108M (-
26,4%), puis augmente jusqu'a 10°M (+14,2%) avant de rechuter a la forte
concentration (10°°M : -33,0%). Dans le groupe 10-12 SD, le taux diminue plus ou
moins selon la concentration (108M : -26,0% ; 10°M : -14,0% ; 10"°M : -16,0%) (Figure
20). Aucune des variations observées avec la paroxétine ou la sertraline ne passe la

barriére de la significativité avec le test de Dunn.
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AMH 72h/J0

2. AMH
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Figure 21 : Taux d’AMH sécrété par le testicule foetal humain dans les 2 groupes: le groupe 8-9 semaines de

développement et le groupe 10-712 semaines de développement (les taux d’AMH a 72 heures sont normalisés par
les taux d’AMH & J0). Test de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Aprés exposition a la fluoxétine, dans le groupe 8-9 SD, le taux d’AMH diminue jusqu’a
10’M (-20,4%), dans une moindre mesure a 10°°M (-12,7%) avant de diminuer
fortement a forte concentration (10°M : -76 ,3%). Dans le groupe 10-12 SD, le taux
augmente linéairement jusqu’a 10-°M (+50,7%), puis diminue drastiquement a la forte
concentration (10°M : -82,0%). L’analyse statistique par le test de Dunn montre une
diminution significative du taux d’AMH entre le contréle et la forte concentration (10
M) dans le groupe 8-9 SD (p<0,05). Avec la paroxétine, le taux d’AMH augmente
fortement jusqu’a 10°M (+69,6%) puis dans une moindre mesure a 10°°M (+15,9%)
dans le groupe 8-9 SD. Dans le groupe 10-12 SD et a I'inverse du groupe précédent,
le taux est diminué jusqu’a 10°M (-39,3%). Enfin apres exposition a la sertraline, le
groupe 8-9 SD présente une augmentation a 108M (+29,7%), puis une légére
diminution a10’M (-1,9%), suivi d’'une augmentation a 10°M (+11,7%) pour finir par
une diminution a la forte concentration (10-°M : -26,3%) de son taux d’AMH. Dans le
groupe 10-12 SD, le taux est diminué a partir de 10’M (10'M : -37,1% ; 10°M : -18,7%
; 10°M : -31,3%) (Figure 21). L’analyse statistique par le test de Dunn montre une
diminution significative du taux d’AMH entre le contrdle et la concentration a 10-'M

(p<0,05) dans le groupe 10-12 SD exposé a la sertraline.
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V. Discussion

Dans cette étude, nous avons exposé a la fluoxétine et/ou au stress des rates
gestantes durant une période couvrant la fenétre de masculinisation fcetale (15,5 —
19,5 jpc) et la fenétre de programmation fcetale (avant et apres 19,5 jpc), selon la
littérature (Welsh et al., 2008).

Apres le sacrifice de la descendance a 2 jpn, nous n’avons pas observé de différence
du poids corporel entre les différents groupes au cours de nos expériences. Nos
résultats ne sont pas en concordance avec ceux de la littérature qui rapportent une
diminution du poids corporel chez la descendance née de mére exposée a la
fluoxétine, au stress ou au deux (Baldwin et al., 1989; de Oliveira et al., 2013).
L’absence de diminution du poids corporel vient peut-étre du fait que lors de nos
expériences, les rates gestantes exposées ont mis bas a terme alors qu’on retrouve
dans la littérature une diminution de la période de gestation apres exposition a la
fluoxétine, au stress ou aux deux, pouvant expliquer la diminution du poids corporel
de la descendance.

Nous avons observé une diminution du poids testiculaire dans le groupe exposé a la
fluoxétine seule. Le poids testiculaire ayant été rapporté au poids corporel de I'animal,
la réduction du poids testiculaire est bien corrélée a une diminution du poids des
testicules puisqu’aucune modification du poids corporel n'a été observée. Ces
résultats sont également retrouvés dans la littérature (de Oliveira et al., 2013; Monteiro
Filho et al., 2014). Cette réduction du poids testiculaire pourrait étre due a un retard
du développement testiculaire provoqué par la fluoxétine.

Une augmentation de I'index de la distance ano-génitale a été observée dans le groupe
exposeé a la fluoxétine associée au stress. Ce résultat est plutét surprenant puisque la
distance ano-geénitale reflete les taux androgéniques chez le foetus durant le
développement intra-utérin (Mira-Escolano et al., 2014). Une diminution de la distance
ano-génitale est associée a la cryptorchidie, I'hypospadias, des anomalies
spermatiques et une infertilité, de plus petits testicules et des taux sériques de
testostérone diminués chez I'adulte (Ma et al., 2017). Un faible taux d’androgénes
diminue la distance ano-génitale (Macleod et al., 2010; Welsh et al., 2008). C’est pour
cela que la distance ano-génitale est moindre chez la femelle que chez le male car le
taux d’androgénes est inférieur chez la femelle. Une augmentation des taux

d’androgénes permet-il d’expliquer 'augmentation de l'index de la distance ano-
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génitale dans le groupe exposé a la fluoxétine associée au stress dans notre étude
(puisque les poids corporels n’ont pas montré de différences intergroupes). Il faudrait
doser les taux d’androgénes, et plus particulierement de testostérone, dans le sang
des rats nés de meres exposées a la fluoxétine associée au stress par rapport aux
taux des rats nés de méres contréle.

Il N’y a pas de différence au niveau de la structure des cellules apres exposition a la
fluoxétine et/ou au stress. De plus, la densité des populations de gonocytes, de cellules
de Sertoli et de cellules de Leydig ne différe pas entre les différents groupes. Nos
résultats ne sont pas en concordances avec la littérature qui fait état d’'une diminution
de la population de cellules de Sertoli (Monteiro Filho et al., 2014; Ramos et al., 2016).
Le fait que I'on ne trouve pas de différence entre les conditions, et ce méme malgré
un plus petit poids testiculaire dans le groupe exposé in utero a la fluoxétine, est peut-
étre d0 au fait qu’étant arrivé a terme, le développement du testicule s’est bien déroulé
et les populations cellulaires testiculaires se sont mises en place et développées sans

entrave.

Nous avons exposé des explants de testicules foetaux humains issus de
produits d’'IVG aux différents traitements durant une période de 3 jours. Afin de pouvoir
comparer notre modéle d’explants testiculaires et les conditions physiologiques
humaines, il nous faut connaitre les concentrations plasmatiques, au cours du temps,
aprés une administration per os chez 'homme et/ou la femme enceinte. Pour cela,
nous avions besoin des concentrations plasmatiques maximales de chague molécule
dans la population générale et chez la femme enceinte ou, a défaut, d’une
approximation grace aux données pharmacocinétiques chez la femme enceinte
(tableau IV). Afin de pouvoir évaluer un large spectre de concentrations auxquelles le
foetus peut étre exposé, nous avons exposé les explants a une large gamme de
concentrations, de 10 a 10-° M. Les concentrations plus élevées ont été choisies pour
evaluer des doses supposées plus toxiques.

L’étude histologique ne révéle pas de modification de la structure entre le
témoin et les différentes conditions, ni entre les conditions entre elles apres 3 jours
d’exposition a ces médicaments aux doses thérapeutiques. Aucun des traitements ne
modifie ni la structure du testicule, ni la viabilité, ni la prolifération des cellules aprées
une exposition a court terme aux doses thérapeutiques. Aprés 3 jours d’exposition,

aucune de ces molécules n’induit d’effet toxique sur le testicule foetal humain aux
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doses thérapeutiques. A la concentration la plus forte de fluoxétine (non
thérapeutique), la viabilité des cellules testiculaires est trés largement diminuée et la
fluoxétine exerce un effet toxique. Cependant, cette concentration de 10-°M est bien
au-dessus des doses que I'on retrouve en thérapeutique.

Aux doses thérapeutiques, la fluoxétine et la sertraline n’altérent ni la sécrétion
d’AMH, ni celle de testostérone. On observe tout de méme une tendance, non
significative, a la diminution du taux de testostérone a 10®M avec la sertraline qui
pourrait venir d’'un léger effet perturbateur endocrinien. De plus, on observe une
diminution significative de la sécrétion dAMH dans le groupe 10-12 SD a une
concentration de 10-’M de sertraline. N'ayant observé aucun effet délétére au niveau
cellulaire a cette concentration, on peut supposer que c’est un effet perturbateur
endocrinien de la sertraline.

A forte concentration (10-°M), la fluoxétine a un effet toxique sur la sécrétion d’AMH et
de testostérone du testicule feetal humain. Cette observation peut étre corrélée avec
la faible viabilité des cellules testiculaires a cette concentration.

Les études sur le modeéle cellulaire H295R de carcinome surrénalien humain
montrent que la fluoxétine, la sertraline et la paroxétine interferent avec la
stéroidogénése (Hansen et al., 2017; Jacobsen et al., 2015). Lors de notre étude, la
fluoxétine semble avoir un effet sur la stéroidogénése en diminuant la sécrétion de
testostérone dans le groupe 8-10 SD. La fluoxétine et la sertraline diminuent
également le taux d’AMH a respectivement 10-°M dans le groupe 8-10 SD et a 10’'M
dans le groupe 10-12 SD. Afin de valider notre interprétation, des explants testiculaires
foetaux ont été congelés a I'issu de la culture dans le but d’évaluer I'impact de ces
traitements sur les niveaux d’ARN messagers des différentes enzymes de la
stéroidogénése par PCR quantitative. Malheureusement, il n’a pas été possible de
collecter suffisamment d’organes pour ces expérimentations dans les délais impartis
du stage.

Chez le rat, la fluoxétine diminue la LH et la FSH (Ayala, Gonzales, Olivarez, & Aragon-
Martinez, 2018; Bataineh & Daradka, 2007). Chez la rate, la fluoxétine interfére avec
les taux de progestérone et d'oestradiol (E2) (Matuszczyk et al.,, 1998). Comme
précédemment, des testicules de rats nés de méres exposées a la fluoxétine et/ou au
stress ont été congelés a l'issu du sacrifice dans le but d’évaluer I'impact de ces
traitements sur les niveaux d’ARN messagers des différentes enzymes de la

stéroidogénése par PCR quantitative. La encore, les délais impartis du stage n’ont pas
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permis de réaliser ces g-PCR. Il serait aussi intéressant de connaitre les taux sériques
d’hormones stéroidiennes chez le rat exposé in utero. Et en cas de changement de
ces taux, il faudrait déterminer si ces changements sont dd a l'influence directe du
traitement sur le foetus ou aux répercussions des changements hormonaux de la mére

sur le feetus d aux effets du traitement sur la meére.

Il serait également intéressant d’étudier ces antidépresseurs en association avec les
molécules fréquemment prescrites durant la grossesse. En effet, la glycoprotéine P
(P-gp) est une glycoprotrotéine transmembranaire participant au transport de certains
médicaments et xénobiotiques. Elle est impliguée dans certains phénomenes de
multirésistances aux médicaments. On la retrouve au niveau des trophoblastes du
placenta et de I'endothélium de la barriere hémato-testiculaire. Une administration
aigue d'ISRS peut affecter la fonction des P-gp in vitro et in vivo et donc diminuer
I'efficacité ou augmenter la toxicité d’'un médicament. L’administration de sertraline en
aigue peut moduler l'activité des P-gp dans la barriere hémato-testiculaire (et donc
possiblement les trophoblastes du placenta) et pourrait avoir une implication dans la
capacité des agent co administré avec I'ISRS a entrer dans le testicule (Kapoor et al.,
2013).

Ces traitements, ayant de faibles concentrations en thérapie, n‘ont pas d’effet
déléteres en monothérapie. Mais une étude récente (Gaudriault et al., 2017) a rapporté
un effet additif de différents mélanges de molécules ayant un potentiel de perturbateur
endocrinien. Une association entre de tels molécules et des antidépresseurs serait a

étudier afin d’évaluer leurs effets en association.
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V. Conclusion

L’étude que nous avons réalisée pour évaluer |'effet d’antidépresseurs sur la
morphogénese et le fonctionnement du testicule a permis de mettre en évidences
plusieurs effets : d’'une part chez le rat, nous avons observé une réduction du poids
testiculaire dans le groupe de rats exposés in utero a la fluoxétine, effet ayant déja été
décrit dans la littérature. Nous avons également observé un résultat plus surprenant
qui est 'augmentation de l'index de la distance ano-génitale dans le groupe exposé a
la fluoxétine associée a un stress, non décrit dans la littérature. Aucune différence
guant a la densité des différentes populations cellulaires n’a été observée. Pour
confirmer nos résultats et aller plus loin, des études complémentaires en augmentant
le nombre d’échantillons, en dosant les taux hormonaux (AMH et testostérone) et en
réalisant les expériences de PCR quantitative seraient nécessaire.

D’autre part, sur les tissus prélevés chez des foetus humains, les différents
traitements n'ont pas induit de modification morphologique du testicule aux doses
thérapeutiques. On observe une cytotoxicité de la fluoxétine a forte concentration (10
5M, dose supra thérapeutique). Cette toxicité se retrouve dans les taux de sécrétion
d’AMH et de testostérone qui chutent drastiquement dans les deux groupes a cette
concentration. Une diminution du taux de sécrétion d’AMH est observée dans le
groupe 10-12 SD exposé a la sertraline. Cette diminution est vraisemblablement due
a un effet perturbateur endocrinien de la sertraline. Comme précédemment, pour
confirmer nos résultats et aller plus loin, des études complémentaires en augmentant
le nombre d’échantillons seraient nécessaires. De plus, il faudrait réaliser une étude

transcriptomique afin de cibler les ARN messagers modulé par ces molécules.
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La dépression est un des principaux troubles psychiatriques dans le monde, affectant plus
de 300 millions de personnes. Le stress et/ou la dépression peuvent engendrer des
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différenciation et la fonction endocrine du testicule. Dans cette étude, nous avons évalué
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a une exposition in utero et d’autre part l'impact de trois antidépresseurs (fluoxétine,
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