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INTRODUCTION

1. Perturbateurs endocriniens : définition.



a/ Définition d’une hormone

Une hormone est une substance biochimique produite par I’organisme au sein de cel-
lules spécifiques, de glandes ou de tissus, transportée le plus souvent par voie sanguine, et
susceptible d’influer sur différentes composantes physiologiques ou comportementales tels

que la digestion, la reproduction, le métabolisme, la croissance ou I’humeur (figure 1).
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Figure 1. Les hormones sont des molécules produites par des cellules spécialisées dans une large variété de glandes et de
tissus. Ces molécules sont transportées par le sang pour, parfois, produire des effets a distances. Figure traduite du rapport de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) de 2013 sur les perturbateurs endocriniens.

Le terme d’hormone « endocrine » est employé pour des molécules directement sécré-
tées dans la circulation sanguine, par opposition aux hormones « exocrines » sécrétées via des

canaux ou ducti (figure 2). Relayant, comme le systéme nerveux, des informations



capitales aux différents organes, le systéme endocrinien peut étre considéré comme un sys-

téme informatif aux caractéristiques bien précises.
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Figure 2. Les hormones produisent leur effet en se liant a des récepteurs. Ceux-ci appartiennent a différentes classes. Ici, des
récepteurs nucléaires sont liés par des hormones stéroidiennes et agissent directement sur la régulation de 1'expression gé-
nique. Figure traduite du rapport de I’OMS de 2013 sur les perturbateurs endocriniens.

Le systeme hormonal a été observé chez tous les organismes multicellulaires. Si elles sont
avant tout définies fonctionnellement, les hormones présentes des caractéristiques chimiques

trés différentes. Chez les vertébrés, trois principales classes ont ainsi pu étre décrites :

— Les hormones peptidiques, composées d’acides aminés : hormone thyréotrope, hor-
mone de croissance, insuline, hormone folliculo-stimulante, thyréostimuline...
— Les monoamines, dérivées d’acides aminés aromatiques : catécholamines, sérotonine,

mélatonine...



— Les hormones dérivées des lipides ou phospholipides, dont la catégorie principale re-

groupe les hormones stéroidiennes : testostérone, cortisol...

De nombreux composants chimiques exogenes, naturels ou de synthése, peuvent avoir des
effets hormono-mimétiques chez ’homme et dans la vie animale. Interférant avec la synthése,
la sécrétion, le transport, la liaison ou I’¢limination des hormones naturelles, ils sont & méme
de modifier ’homéostasie, la reproduction et/ou le comportement.

Ainsi, de nombreuses hormones et leurs analogues sont utilisés en thérapie. Les plus ré-
pandues sont les hormones stéroidiennes de synthése, parmi lesquelles les cestrogénes et les

progestagenes, mais aussi les androgenes, les glucocorticoides et les minéralocorticoides.

b/ Définition d’un perturbateur endocrinien

De facon plus générale, on parle aujourd’hui de perturbateur endocrinien pour toute
molécule chimique exogene interférant avec le systéme endocrine, et résultant en des effets
adverses sur la santé¢ d’un individu, ou de ses enfants, au préalable bien portants. Ce terme fut
utilisé pour la premiére fois a la conférence de Wingspread au Wisconsin en 1991'. Ces per-
turbateurs regroupent non seulement des médicaments, mais aussi des pesticides ou des com-
posants utilisés dans I’industrie du plastique et dans les produits de grande consommation.
Dans la premiere moiti¢ des années 90, des études ont pu souligner des effets permanents de
ces composants sur le développement. Dans le cas de la médication, un exemple probant des
conséquences d’un perturbateur endocrinien a pu étre étudié suite aux prescriptions de
diethylstilbestrol (Distilbéne®) durant le XX*™ siécle.

Du fait d’'une meilleure compréhension de leurs modes d’actions, de plus en plus de
produits sont aujourd’hui qualifiés de perturbateurs endocriniens. Il n’en existe pas a ce jour
de classification officielle. Ils peuvent étre ainsi classés par mécanismes d’actions ou par

classes de produits.



_ o ) Polychlorobiphényle (PCB), pentachlorophénol (PCP), bisphé-
Produits chimiques indus- o _ ‘
- nol A, dioxines, furane, acide phtalique (PAE), nonylphénol,
triels
alkyphénol, benzopyrene, 2,4-dichlorophénol.

o o Atrazine, alachlore, dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT),
Pesticides, herbicides et .
endosulfane, heptachlore, lindane, hexachlorobenzene, nitro-

fongicides
féne, chlrodane, malathion.
Métaux lourds Cadmium, plomb, mercure.
Hormones de synthese 17-a ethynil-estradiol, diethylstilbestrol.
Alimentation Phytoestrogeénes

Tableau 1. Classification des principaux perturbateurs endocriniens

Le bisphénol A, que nous réévoquerons plus tard, est un composé organique résultant
de la fusion entre un acétone et un phénol. Il est extrémement présent dans notre environne-
ment. I est notamment utilis¢ comme monomere de résines époxydes, retrouvé a I'intérieur
de canettes et boites de conserve. Il sert aussi a la confection de polycarbonates (matiére plas-
tique utilisée dans les verres optiques, CDs, biberons). On le retrouve également dans les tick-
ets de caisse, et les billets de banque, comme révélateur de coloration a I’impression. La loi
n°21010-729 du 30 juin 2010, tendant a suspendre la commercialisation de biberons produits
a base de bisphénol A, a récemment été modifiée. De nouvelles mesures applicables au 1
janvier 2015 rentrent en compte dorénavant : la loi n°2012-1442 vise maintenant a la suspen-
sion de la fabrication, de I’importation, de 1’exportation et de la mise sur le marché de tout

conditionnement a vocation alimentaire contenant du bisphénol A.

Les polychlorobiphényles (PCBs) sont d’autres perturbateurs endocriniens trés média-
tisés. Ce sont des composés aromatiques organochlorés synthétisés dans I’industrie. Ils furent
massivement utilisés des années 30 aux années 70 comme isolants électriques (transforma-

teurs électriques, fours micro-ondes, peintures). Leur exposition principale est au-

10



jourd’hui alimentaire (poisson, viande, ceufs, produits laitiers). En France, la fabrication et
I’utilisation de produits utilisant du PCB sont interdites depuis 1987. Les émissions ont beau-
coup diminuées, néanmoins une accumulation importante est encore aujourd’hui observée
dans certains milieux comme dans la vie aquatique. Dans un rapport sanitaire de 1’'InVS pu-
blié¢ le 14 mars 2011, 3,6% des femmes en age de procréer présentaient un taux de PCBs san-
guins supérieurs a 700 ng/g de lipides, seuil défini par I’Agence francaise de sécurité sanitaire

des aliments.

2. Perturbateurs endocriniens : Modes d’action, effets divers connus sur la
santé humaine.

Depuis plus d’une dizaine d’années, un effort scientifique intense a permis
d’améliorer notre compréhension des mécanismes d’action des perturbateurs endocriniens sur
I’Homme et sur la vie sauvage. En 2002, un programme commun de ’OMS et de I’'UNEP
(United Nations Environment Program), le Global Assessment of the State-of-Science of En-
docrine Disruptors concluait qu’ « il est clair que certains composés chimiques environne-
mentaux puissent interférer avec les systémes hormonaux physiologiques », mais qu’ « il n’y
a que de faibles preuves en faveur d’une altération de la santé secondaire a I’exposition a des
composés chimiques hormono-mimétiques ». En 2013, suite aux progres scientifiques impor-
tants dans le domaine, les conclusions de ces mémes organisations seront tout a fait diffé-

rentes.

a/ Un enjeu actuel

L’incidence des maladies liées au systéme endocrinien est en ascension. Les études
sur ’homme ne montrent que des associations entre exposition a un perturbateur endocrinien

et phénotype pathologique, et non des rapports de cause a effet. En effet, du fait de la

11



complexité des maladies et des expositions durant une vie entiére, il est particuliérement dif-

ficile d’étre certain qu'une exposition donnée engendrera une maladie spécifique.

Systéme reproductif/endocrine Systéme cardio-pulmonaire

Cancer du sein/prostate Asthme

Endométriose Maladies cardio-vasculaires/hypertension
Infertilité Infarctus du myocarde

Diabete/syndrome métabolique

Puberté précoce

Obésité

Systéme immunologique Systéme nerveux
Susceptibilité aux infections Maladie d’Alzheimer
Maladies auto-immunes Maladie de Parkinson

TDAH, troubles de I’apprentissage

Tableau 2. Maladies associée a I'exposition aux perturbateurs endocriniens durant le développement. TDAH : trouble déficit
de I’attention/hyperactivité.

b/ Une exposition ubiquitaire

Plus de huit cent produits chimiques sont suspectés d’interférer avec les hormones en-
docriniennes, leur synthése, ou leur conversion. Ces produits peuvent étre naturels ou créés
par I’'Homme. On les retrouve notamment parmi les polluants organiques persistants, les pes-
ticides, les phytoestrogénes, les métaux, les produits pharmaceutiques, les additifs, les pro-
duits de beauté, les plastiques, les textiles ou encore les matériaux de construction. Ils

peuvent étre transportés par voie aérienne ou dans I’eau, ’exposition a I’homme se

12



faisant donc par ingestion de nourriture, de poussicre, d’eau, par inhalation de particules aé-
riennes ou encore par voie dermique. La transmission de la mére a I’enfant s’effectue par voie
placentaire puis a ’allaitement. Ces produits sont transportés a 1’échelle mondiale naturelle-

ment, ou par voie commerciale, menant a une exposition internationale.

Pour autant, a ce jour, si des perturbateurs endocriniens semblent en partie expliquer
I’incidence de certaines maladies, le lien de cause a effet est encore flou. Seulement une part
minime de ces produits a véritablement été étudiée pour leurs possibles conséquences sur la
santé, par des expériences sur I’animal ou sur culture cellulaire. De méme, peu d’études épi-
démiologiques cherchant un lien entre exposition a un perturbateur endocrinien et expression

d’une maladie existent.

c/ Effets sur la reproduction

De nombreux effets sur la reproduction ont été associés a 1’exposition aux perturba-
teurs endocriniens. Une grande proportion de jeunes hommes, exposés a différents perturba-
teurs endocriniens, semblent présenter une plus faible qualité du sperme *-*. Chez I’Homme et
chez la souris, I’exposition in utero au bisphénol A est corrélée a une diminution de la sécré-
tion de testostérone et de I’acide ribonucléique messager (ARNm) de INSL3 (Insulin-like 3,
protéine produite par les gonades) °. L’augmentation de I’incidence de malformations géni-
tales comme la cryptorchidie et I’hypospadias, des taux de prématurité et de petits poids de
naissance, la diminution de la fécondité ont tous pu étre mis en lien avec 1’exposition a diffé-
rents perturbateurs endocriniens °. Une association avec 1’dge des ménarches des jeunes filles,
de plus en plus précoces dans les pays développés, a été évoquée ' . Des modéles animaux ont
retrouvé une association entre anomalies de différenciation des caractéres sexuels, reproduc-

tion et exposition aux perturbateurs endocriniens *°.
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d/ Effets sur le métabolisme

Des ¢études sur le métabolome de souris exposées au bisphénol A ont révélé un impact
important de I’exposition sur le métabolisme, dont le métabolisme énergétique et les fonctions
cérébrales. Chez des souris males, exposées du huitieme jour de gestation au seizieme jour de
lactation, a des doses de bisphénol A comprises entre 0.025 et 25 pg/kg/jour, ont été altérés
les taux de glucose, de pyruvate, de certains acides aminés et de neurotransmetteurs (acide y-
aminobutirique et glutamate) '°.

MacKay s’est intéressé également au métabolisme de souris exposées in utero, puis
pendant la lactation, a de faibles doses de bisphénol A. A 1’age adulte, les souris méales expo-
sées présentaient une tolérance au glucose diminuée. Les souris femelles exposées avaient un
poids et une adiposité supérieurs aux controles, des taux de leptine plus élevés ainsi qu’une
masculinisation de la distribution de récepteurs cestrogéniques o, évoquant des anomalies de
dimorphisme sexuel ''. Chez I’adulte, ’exposition aux perturbateurs endocriniens a récem-
ment ¢tait liée a ’obésité, aux maladies cardio-vasculaires, au diabéte et au syndrome méta-
bolique. Tout comme pour les cancers (figure 3), la rapidité d’augmentation de ces maladies

sur les précédentes décennies semble exclure les causes génétiques a elles seules.

14



=3

<

S

- 14 -
2

s . 12|
- @

= £ 10}
2 E

=

22 8f
‘:O

28 6}
<

-

< 4
K

o 2k
=

o L 1 L

0 1945 1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000

Année

individus

0
1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Incidence du cancer du sein pour 100 000

Annee
— Austria Finland Latvia “= Romania
~ Belgium France — Lithuania — Slovakia
— Bulgaria Germany — Luxembourg Stovenia
Oy — Greece Malta — Span
= Czech Republic —— Hungary —— Netheriands Sweden
Denmark — Ireland — Polang United Kingdom
— Estonia — Ity Portugal —— European Union

Figure 3. Incidence des cancers du testicule (A) et du sein (B) a travers 'Europe. Figure tirée du rapport de I’'OMS de 2013
sur les perturbateurs endocriniens.

e/ Effets sur Pimmunité

Dans une revue récente de la littérature, Rogers et al. recensent les perturbations in-
duites par I’exposition au bisphénol A sur le systéme immunitaire '>. La plupart des lignées
cellulaires actrices de I'immunité se retrouvent en effet altérées suite a 1’exposition chronique

au bisphénol A (figure 4).
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Figure 4. Le bisphénol A altére le phénotype de nombreuses cellules immunitaires.

Les mécanismes €voqués sont multiples. Ils peuvent s’expliquer par I’action sur les
récepteurs aux cestrogenes. Les cellules immunitaires expriment en effet, dans leur majorité,
des récepteurs aux cestrogénes . Ainsi, les cellules CD4+ expriment en grand nombre les
récepteurs a . Par ailleurs ces récepteurs médient par eux-mémes la réponse immunitaire .
D’autres cibles de recherche actuelles regroupent les récepteurs arylhydrocarbone '® et les

PPAR (peroxysome proliferator-activated receptor) .

f/ Des fenétres d’exposition critiques

Certaines « fenétres » du développement paraissent critiques quant a 1’exposition aux

perturbateurs endocriniens, dont la période de développement feetal et la période pu-
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bertaire (figure 5). Chez ’adulte, I’exposition a une hormone ou a un perturbateur endocri-
nien se traduit par un effet immédiat, la disparition de I’exposition se traduira par une diminu-
tion de I’effet au préalable observé. Durant le développement et chez ’enfant en revanche,
I’exposition aux perturbateurs endocriniens pourra se traduire par des effets permanents '*,
susceptibles d’apparaitre de nombreuses années plus tard (figure 6). Ces mécanismes com-
mencent a étre compris (figure 7). Ainsi, il parait clair aujourd’hui que les hormones partici-
pent a la différenciation tissulaire durant la phase embryonnaire et I’enfance. Plus tard, elles
seront indispensables au maintien de I’homéostasie et a I’intégration des signaux entre tissus
et organes. De ce fait, on comprend que 1’exposition aux perturbateurs endocriniens durant les

périodes précoces de la vie se traduira par des effets tissulaires souvent permanents.

Prénatal précoce Prénatal tardif Postnatal

Systéme nerveux central (3 semaines — 20 ans)

Membres (4-8
semaines)

Poumon (3-40 semaines — phase alvéolaire naissance — 10 ans)

Systéme reproducteur (7-40 semaines — Maturation pubertaire)

Semaine 1-16 Semaine 17-40

Figure 5. Fenétres de sensibilité durant le développement. Chaque tissu posseéde une fenétre spécifique durant son dévelop-
pement correspondant & sa formation. Certains tissus, qui continuent a se former apres la naissance, ont ainsi des fenétres de
sensibilité aux perturbateurs endocriniens plus étendues. Schéma tiré du rapport de ’OMS de 2013 sur les perturbateurs
endocriniens.
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Figure 6. Exemples de maladies et de dysfonctions potentielles résultant d'une exposition précoce aux perturbateurs endocri-
niens.

Les conclusions du rapport de I’Organisation Mondiale de la Santé et du Programme
des Nations Unies pour le Développement de 2013 indiquent que le risque 1ié¢ aux perturba-

teurs endocriniens est aujourd’hui toujours significativement sous-estimé.
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Figure 7. Représentation schématique des différentes sources de perturbateurs endocriniens, de leurs mécanismes et de leurs
actions, durant des périodes critiques.

19



3. L’exemple du diethylstilbestrol (Distilbéne®)

a/ Historique

Le diethylstilbestrol est un cestrogéne non-stéroidien se présentant sous forme de
poudre inodore, soluble dans 1’eau et dans de nombreux liquides. Il présente un isomere trans,
stable dans I’environnement, et un isomere cis, instable, qui tend a se transformer spontané-
ment en forme frans '°. 11 fut le premier cestrogéne de synthése produit en 1938, en Grande-
Bretagne, par Edward Dodds. Il fut massivement prescrit du début des années 40 jusqu’en
1971, en premicére intention dans la prévention des fausses-couches et de la prématurité (fi-
gure 8). Il avait été en effet suggéré a I’époque, que les fausse-couches étaient précédées
d’une baisse du taux d’cestrogenes. De ce fait, la prescription d’cestrogeénes pouvait permettre
d’en réduire le risque. Cette hypothése fut testée dans les années 40 par Smith et Smith ***',
Dans une étude clinique en effet, un taux diminué de prééclampsie, d’accouchement prématu-

ré et d’avortement spontané fut reporté. Néanmoins, I’étude n’était ni randomisée, ni menée

en aveugle. Avec le recul, I’interprétation des résultats pouvait donc étre difficile.
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GRANT CHEMICAL COMPANY, INC., Brookiyn 26, N.Y.

Figure 8. Publicité diffusée aux Etats-Unis pour le desPLEX ®, molécule a base de diethylstilbestrol.

Une ¢étude menée en France par Lacassagne, en 1938, montrait déja une augmentation
de I’incidence de cancers mammaires chez la souris aprés administration de diethylstilbestrol
2 (C’est en se basant sur ces résultats que la Federal Drug Administration (FDA) américaine
refusa, en 1940, la mise sur le marché du produit. En 1941, I’indication ne se portait que chez
les femmes présentant une carence en cestrogenes et excluait les femmes enceintes. C’est en
1947 que la société américaine approuva l’utilisation du produit en prévention des avorte-
ments pour ’ensemble des grossesses.

La premiere étude a ’origine du débat sur I’indication du diethylstilbestrol fut celle de
Dieckmann en 1953 **. Dans un des premiers essais contrdlés de Ihistoire, I’auteur conclut en
I’absence significative entre les groupes exposés et controle, en terme d’avortements sponta-

nés, de pré-éclampsie et de prématurité.
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Plusieurs explications peuvent expliquer I’attrait du diethylstilbestrol pendant de
nombreuses années, malgré la faiblesse du niveau de preuve scientifique autour de son effica-
cité. Il s’agit tout d’abord d’un produit facile a produire, et du fait de I’absence de brevet émis
par Dodds, d’un faible cotit. Plus de 200 laboratoires ont ainsi pu le produire dans le monde.
En France, il fut commercialisé sous les noms de Distilbéne® par le laboratoire UCB et
Stilboestrol Borne® par le laboratoire Borne (qui deviendra Novartis). On estime que les con-
seils des leaders d’opinions d’époque, les efforts des laboratoires ainsi que la pression autour
de l'utilit¢ d’un traitement limitant les risques de fausses-couches ont tous prévalus sur
I’analyse des travaux scientifiques de 1’époque. En France, on estime que 200 000 grossesses
furent exposées au Distilbéne®, 160 000 naissances en auraient ainsi résulté. Aux Etats-Unis,
on estime a environ 4 millions le nombre de grossesses exposées, soit 1,3% des grossesses
entre 1947 et 19717,

En 1971, la Federal Drug Administration américaine publia un bulletin prohibant la
prescription de diethylstilbestrol aux femmes enceintes suite a la découverte de son associa-
tion a ’adénocarcinome vaginal a cellules claires, notamment secondairement aux observa-
tions d’Herbst et al. . Dans d’autres indications, sa prescription se poursuivit néanmoins
dans les années 70, voire dans de plus rares cas au début des années 80. Ces indications com-
portaient des traitements hormono-substitutifs, le contréle des cycles menstruels, la préven-
tion de I’engorgement mammaire dans le post-partum, des thérapies palliatives dans le cancer
du sein et de la prostate ainsi que dans la contraception du lendemain.

La réaction publique suite a la découverte des effets indésirables liées a I’exposition
au diethylstilbestrol fut contrastée. En France notamment, certains estiment qu’afin d’éviter
un affolement majeur, les informations furent parfois minimisées. Ceci pourrait expliquer
notamment la poursuite de prescriptions aprés méme |’interdiction américaine.

De nombreux aspects juridiques rentrent aujourd’hui encore en jeu. Aux Etats-Unis,
plusieurs milliers d’actions juridiques ont eu lieu, elles ont, pour la plupart, abouties a des
accords amiables. Les laboratoires furent estimés conjointement responsables a hauteur de
leur parts de marché. Aux Pays-Bas, un fond d’indemnisation de 38 millions d’euros fut créé.
En France, 70 procés environ sont en cours ou terminés. La responsabilité est dorénavant aux
laboratoires de montrer que le produit n’est pas a 1’origine du préjudice. A noter, qu’a ce jour,

ni les prescripteurs, ni les autorités sanitaires, n’ont été¢ mis en cause.
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b/ Effets gynécologiques

Une méta-analyse publiée en 2011 dans le New England Journal of Medecine par
Hoover et al. rapporte les risques connus a ce jour, principalement gynécologiques, liés a
I’exposition in utero au diethylstilbestrol *. Cette analyse regroupe 4653 femmes exposées au
diethylstilbestrol, contre 1927 contrdles non exposés. Elle rassemble trois cohortes : 1’étude
DESAD (Diethylstilbestrol Adenosis), 1’étude de Dieckmann, et la WHS (Women Health Stu-
dy). Les résultats, en terme de hazard ratios et de risque cumulés, (a 45 ans pour la fertilité,

55 ans pour les autres effets) sont présentés dans les tableaux 3 et 4.
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Effets indésirables Femmes exposées | Femmes  non- | Hazard Ratio (IC

exposées 95%) +

nb/nb total
Infertilité 1144/3479 252/1654 2,37 (2,05 a2,75)
Avortement spontané { 916/2690 328/1291 1,64 (1,42 a 1,88)
Grossesse ectopique i 255/2692 36/1293 3,72 (2,58 2 5,38)
Perte de grossesse au 2™ | 201/2692 35/1293 3,77 (2,56 a4 5,54)
trimestre i
Accouchement prématuré § | 624/2385 100/1238 4,68 (3,74 4 5,86)
Pré-éclampsie § 216/2412 80/1159 1,42 (1,07 2 1,89)
Mort-né § 54/2385 16/1239 2,45 (1,33 a4,54)
Mort néonatale § 57/2383 7/1238 8,12 (3,53 a
18,65)

Ménopause précoce 181/3993 49/1682 2,35 (1,67 a3,31)
Néoplasie cervicale intra- | 208/4120 40/1785 2,28 (1,59 a 3,27)
épithéliale de grade > 2
Cancer du sein apres 40 ans | 61/3693 21/1647 1,82 (1,04 a 3,18)
Adénocarcinome a cellules | 4/4652 0/1926 % (0,37 a =)

claires

Tableau 3. Hazard Ratios pour les effets indésirables observés chez des femmes avec et sans exposition au diethylstilbestrol (DES) *.

* Le nombre total de femmes varie en fonction des effets étudiés, reflétant si ’ensemble des femmes, les gravides ou les pares étaient in-
clues dans I’analyse, mais également du a certaines réponses ou covariables manquantes en regard de ’effet étudié. CI dénote I’intervalle de

confiance.

+ Les hazard ratios ont été calculés avec I’dge come facteur temps et ajustés sur la date de naissance et la cohorte.

1 Les analyses ont été restreintes aux femmes gravides et ajustées sur le nombre de grossesses.

§ Les analyses ont été restreintes aux femmes pares et ajustées sur le nombre de naissances.
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Effets Femmes Risque Femmes Risque Exces de

indésirables exposées cumulé ¢ non-exposées | cumulé ¢ risque  (IC
95%) 1

nb/nb total | pourcentage | nb/nb total pourcentage

Infertilité 1144/3769 | 33,3 252/1654 15,5 17,8 (14,5 a
20,9)

Avortement 916/2690 50,3 328/1291 38,6 11,7 3,3 a

spontané § 20,1)

Grossesse ecto- | 255/2692 14,6 36/1293 2.9 11,7 (8,9 a

pique § 14,5)

Perte de gros- | 201/2692 16,4 35/1293 1,7 14,7 (8,5 a

sesse au second 20,9)

trimestre §

Accouchement | 590/2268 53,3 89/1140 17,8 354 (27,3 a

prématuré g 43,6)

Pré-éclampsie g | 209/2299 26,4 77/1072 13,7 12,7 (4,5 a
20,9)

Mort né § 54/2385 8,9 16/1239 2,6 6,3 (-0,8 a
13,3)

Mort néonatal § | 57/2383 7,8 7/1238 0,6 72 (1,9 a
12,5)

M¢énopause pré- | 181/3993 5,1 49/1682 1,7 34 (2,1 a

coce 4,7)

Néoplasie cer- | 208/4120 6.9 40/1785 3,4 3,5 (1,5 a

vicale intra- 5,4)

épithéliale grade

>2

Cancer du sein | 59/3693 3.9 20/1647 2,2 1,7 (-1,4 a

apres 40 ans 4,7)

Tableau 4. Risques cumulés des effets désirables chez les femmes avec et sans exposition au diethylstilbestrol et exces de risque

du al’exposition. *
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* Le nombre total de femmes varie en fonction des effets étudiés, reflétant si I’ensemble des femmes, les gravides ou les pares étaient inclues
dans I’analyse mais également du a certaines réponses ou covariables manquantes en regard de I’effet étudie. CI dénote I’intervalle de con-
fiance.

+ Les risques cumulés ont été calculés avec 1’age come facteur temps et ajustés sur la date de naissance et la cohorte.

i L’exces de risque n’a pas été documenté pour les adénocarcinomes a cellules claires car il n’y avait pas de cas chez es femmes non expo-
sées. Le risque cumulé pour les femmes exposées était de 0.1% (95% CI, 0.0 2 0.3).

§ Les analyses ont été restreintes aux femmes gravides et ajustées sur le nombre de grossesses.

9 Les analyses ont été restreintes aux femmes pares et ajustées sur le nombre de naissances.

c/ Effets psychiatriques

¢/1. Revue de la littérature

Depuis le début des années 50, plusieurs études ont recherché une association entre
exposition in utero au diethylstilbestrol et risque de maladies psychiatriques (figure 9).

La premiére étude rapportée remonte au début des années 50 au London Hospital, ses
résultats furent publiés en 1983 *’. 813 primipares furent inclues dans cette étude controlée.
Elles furent randomisées, en double aveugle, pour un traitement prophylactique par diethyls-
tilbestrol, lors d’une premiére grossesse. Les résultats montrérent une augmentation du risque
de « maladies psychiatriques » chez les enfants exposés par rapport aux contrdles. La dépres-
sion et I’anxiété notamment €taient augmentées d’un facteur deux. Malgré 1’absence de ques-
tionnaires standardisés, ces résultats furent considérés a 1’époque comme surprenants, no-
tamment du fait que 1’étude s’était effectuée initialement en aveugle, tant pour les femmes
exposées que pour les praticiens. Cet aspect limitait, en effet, un biais méthodologique qui
handicapera plus tard les études cherchant un lien entre exposition au diethylstilbestrol et
augmentation du risque de maladies psychiatriques.

Cinq études sur des effectifs plus faibles ont proposé des passations de questionnaires
semi-structurés (Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia ou Diagnostic Interview

28-31

Schedule) reposant sur des critéres plus standardisés . Pour limiter le facteur psy-
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chologique de stress du a I’exposition au diethylstilbestrol et a I’apparition d’effets secon-

2931 ont utilisé des contrdles at-

daires de types urogénitaux notamment, trois de ces études
teints de maladies urogénitales d’intensité similaire. Dans ces trois études, des taux similaires
d’épisode dépressif majeur furent retrouvés dans les deux groupes. Dans les deux études ou
les contrdles étaient de « simples » non exposés, le taux de dépression chez ’homme fut re-
trouvé supérieur. Dans toutes ces études, les taux de dépression retrouvés restaient supérieurs
a ceux de la population générale. A noter que la puissance de ces cinq études reste faible du
fait du petit nombre de patients inclus.

Deux analyses de larges cohortes ont été publi¢es’™

. La premiére, issue de la DE-
SAD citée plus haut, retrouve un taux supérieur de perte pondérale liée a une anorexie men-
tale chez les femmes exposées in utero. Le diagnostic d’anorexie mentale reposant sur une
perte de poids uniquement, il est difficile d’en tirer des conclusions psychopathologiques.
Dans la seconde étude (3946 femmes exposées vs. 1740 contrdles, appariés sur 1’dge), aucune
différence de prévalence de maladies mentales entre les groupes n’a été retrouvée. Les auto-
questionnaires comportant un nombre faible d’items, on ne peut exclure que des cas de dé-
pressions ou d’anxiété aient pu étre sous-évalués.

Deux études regroupent des sous-populations de cohorte de populations générales.
Dans la premicere étude issue de I’Etude Epidéemiologique aupres des femmes de la Mutuelle
Générale de L’Education Nationale, 1352 méres ont complété un questionnaire sur 1680 en-

fants exposés versus 1447 freres et sceurs non-exposés. L’analyse de ces données ne rapporte

aucune différence significative en termes de maladies psychiatriques entre les deux groupes.

En revanche, 1’association entre exposition au diethylstilbestrol et dépression a été
rapportée par 1’étude de la cohorte de la Nurse Health Study II **. Cette cohorte, ayant débuté
en 1989, comportait a I’époque 116 671 infirmicres entre 25 et 42 ans, ayant rempli tous les
deux ans un questionnaire sur leur état de santé. 1612 d’entre elles ont rapporté une exposition
in utero au diethylstilbestrol. La présence d’un antécédent de dépression chez les patientes
exposées fut retrouvée supérieure aux non-exposées (Odds-Ratio ajusté sur I’age = 1.47, in-
tervalle de confiance a 95% : 1.26-1.72, p < 0.001). L’incidence des dépressions (estimée par
le premier usage d’un antidépresseur chez des femmes rapportant également des symptomes
dépressifs) durant le suivi de 1995 a 2005 fut rapportée par 19.7% des femmes exposées
contre 15.9% des non exposées (Odds-Ratio ajusté sur 1’age = 1.41, intervalle de confiance a

95% =1.22,1.63, p <0.001).
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Figure 9. Caractéristiques psychiatriques des patients exposés.
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Gustavson et al. 1991 1711 femmes 919 femmes de réponse de 97% Questionnaire Prévalence supérieure d'antécédents de perte de poids.
M%MM:BM%: mﬂﬁwomw vanm\oaoa_m Pas de différence significativs entre les groupes
Titus-Ernstoff et al. 2003 3946 femmes 1740 femmes Sl ’ i Questionnaire (pathologie mentale, dépression, anxiété, psychose,
Health Studyears), taux de réponse de . -
88%. anorexie/boulimie)
Sous-groupe issu d'une cohorte d'une
1680 individus de population générale (E3N) de méres Pas de différence significative entre les groupes
Verdoux et al. 2007 1352 meres 1447 sujets incluses pour facteurs de risques de Questionnaire (suicide, hospitalisation en psychiatrie, consultation
cancers, autoquestionnaires avec taux de avec un psychiatre ou psychologue).
réponse 91%.
O'Reilly et al. 2010 1612 femmes 74628 femmes Sous-groupe issu de la cohorte Nurses Questionnsire Prévalence d'épisode dépressif majeur supérieure dans
Health Study II le groupe DES.
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¢/2. Phénotypes proposés

L’analyse de la littérature semble avancer un phénotype de dépression et/ou d’anxiété
plus a risque d’étre associé a 1’exposition au diethylstilbestrol. Ces résultats ne suggerent ce-
pendant pas une véritable spécificité de ce phénotype puisque toutes les catégories diagnos-
tiques psychiatriques majeures sont rapportées chez les individus exposés >, A ce jour, les
travaux de recherche en psychiatrie n’ont pas distingué, de fagon évidente, des mécanismes
physiopathologiques spécifiques aux différentes catégories diagnostiques. Certains travaux
suggerent méme des chemins physiopathologiques communs a plusieurs catégories reposant

SR 36,3
notamment sur des bases génétiques **’.

¢/3. Limites méthodologiques

Plusieurs aspects méthodologiques rendent complexes 1’interprétation des résultats
d’associations entre exposition au diethylstilbestrol et risque de maladies psychiatriques.
Nous avons vu qu’un facteur confondant majeur dans I’étude de 1’exposition au diethylstil-
bestrol apparait du fait que 1’apparition de complications gynécologiques et obstétricales re-
présente elles-mémes un risque environnemental d’apparition de maladie psychiatrique.

Une autre difficulté est la prescription souvent concomitante a celle du diethylstilbes-
trol, d’ethynil-cestradiol, lui-méme perturbateur endocrinien cestrogénique.

Enfin, un biais de sélection apparait de par le mode de recrutement des patients expo-
sés. Un biais de sélection apparait quand davantage de sujets exposés atteints que de sujets
exposés sains sont inclus dans 1’échantillon par comparaison a la population générale expo-
sée. Par exemple, nous pourrions supposer que des patients cherchant une réparation juridique
ou financiere a un trouble pourraient étre plus enclins a participer a une étude que des sujets

exposées sains. Il a été reporté néanmoins que le modele gene X environnement n’est pas su-
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jet au biais de sélection en faisant I’assomption que le génotype n’influence pas les conditions

de participation *,

¢/4. Mécanismes sous-jacents

A ce jour les mécanismes sous-tendant 1’association entre exposition au diethylstilbes-
trol et émergence de troubles psychiatriques sont encore mal appréhendés. Deux mécanismes
non-exclusifs peuvent étre envisagés et seront revus en détail plus loin. Le premier pourrait
étre celui de variants génétiques dans les genes de régulation épigénétique qui pourraient in-
duire une vulnérabilit¢ dans le maintien de la méthylation de I’ADN (acide désoxyribonu-
cléique) durant le neurodéveloppement. Nous savons, en effet, que 1’exposition in utero aux
hormones cestrogéniques peut altérer le profil de méthylation de ’ADN et notamment des

promoteurs de génes impliqués dans le neurodéveloppement (reelin, BDNF *#°

). Le second
mécanisme est li¢ directement aux effets cestrogéniques du diethylstilbestrol et a ses capacités

de perturbation des systémes endocriniens durant le neurodéveloppement.

d/ Diethylstilbestrol et cancers

Le diethylstilbestrol est aujourd’hui considéré comme un carcinogene humain. La plus
forte preuve de carcinogenese induite par le diethylstilbestrol vient d’études épidémiologiques
in utero ayant corrélé¢ fortement 1’exposition in utero au diethylstilbestrol et 1’apparition
d’adénocarcinome a cellules claires, une variété rare de cancers cervico-vaginaux *'. Ce sous-
type de cancer, qui apparait habituellement chez des patientes agées, émerge chez des femmes
entre 10 et 30 ans exposées in utero au diethylstilbestrol. Chez ’homme, plusieurs études cas-
témoins ont retrouvé une association entre exposition au diethylstilbestrol et cancers du testi-
cule **. Le suivi de femme ayant pris du diethylstilbestrol durant leur grossesse a re-

trouvé une augmentation du risque de cancer du sein 15 a 20 ans plus tard, effet in-
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*1% Enfin, comme pour les autres cestrogénes, la prise de diethyls-

firmé par d’autres études
tilbestrol a été associée au risque de développer un cancer endométrial.

Les processus physiopathologiques sous-jacents sont multiples. Une étude sur des sou-
ris exposées au diethylstilbestrol en ontologie génétique a mis en évidence un défaut signifi-

catif des processus de réparation de I’ADN et de programmation apoptotique **.

e/ Effets divers

Dans une ¢tude récente, Rowas rapporte une altération de I’indice de masse osseuse

avec un dimorphisme sexuel chez des souris exposées in utero au diethylstilbestrol *°.
Sur le plan cardiaque une étude récente s’est intéressée aux effets cardiaques de 1’exposition
in utero au diethylstilbestrol chez la souris *°. Aprés entrainement & la nage, les souris expo-
sées présentaient une diminution significative de leur fonction systolique ainsi qu’une diminu-
tion de la relaxation diastolique. Au niveau moléculaire, et de fagon intéressante, ces modifi-
cations cliniques coincidaient avec une élévation de I’expression de la DNMT3a (DNA
MethylTransferase) et a une augmentation de la méthylation de CpG contenus dans le promo-
teur du géne de la calcequestrine, protéine connue pour son implication dans la régulation des
fonctions systoliques et diastoliques.

Yin s’est intéressé récemment au profil métabolique de souris exposées in utero au
diethylstilbestrol. L’analyse néonatale du transcriptome de cellules épithéliales et mésenchy-
mateuses de 1’utérus a retrouvé une altération de I’expression de plus de 900 génes, et no-
tamment des geénes impliqués dans le systtme PPARY, systéme régulateur, entre autres, du
métabolisme lipidique. L’étude en microscopie électronique par transmission a retrouvé, en
effet, des dépdts lipidiques importants dans ’utérus de souris exposées. Ces observations per-
sistaient a I’age adulte, confirmant les effets permanents de 1’exposition in utero au diethyls-
tilbestrol *7.

Peu d’arguments existent & ce jour pour une association entre exposition au diethyls-

. , . . 48
tilbestrol et émergence de maladies auto-immunes ™.
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4. Epigénétique et psychiatrie

Ce travail a fait I’objet d 'une publication dans I’Encéphale, jointe ci-dessous.
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Résumé La schizophrénie est une maladie complexe qui semblerait résulter d’interactions
entre géne et environnement. Cet article présente I’état des connaissances actuelles sur le
role des mécanismes épigénétiques dans la schizophrénie. L’épigénétique est I’étude des chan-
gements de l’expression génique, secondaires a des mécanismes transmis par la mitose, mais
réversibles, sans qu’il n’y ait de modification de la séquence d’ADN génomique sous-jacente.
Ces changements pourraient étre secondaires a un facteur environnemental. Ils sont le résultat
notamment de la méthylation de UADN {(au niveau de genes impliqués dans le neurodéve-
loppement ou dans les voies de neurotransmission glutamatergique et GABAergique) ou de
la modification des histones {au niveau de la signalisation GABAergique). Se pose cependant le
probléme de biais de réalisation des études et d’une absence de généralisation des résultats, les
processus sous-tendant cette interaction restant mal connus. Ces facteurs de régulation épigé-
nétique peuvent eux-mémes étre le siége d’une vulnérabilité génétique fragilisant la régulation
épigénétique, en interaction ou non avec des facteurs d’environnement a risque.

© L’Encéphale, Paris, 2014.

Summary

Background. —Schizophrenia is a frequent and disabling disease associated with heterogeneous
psychiatric phenotypes. It emerges during childhood, adolescence or young adulthood and has
dramatic consequences for the affected individuals, causing considerable familial and social
burden, as well as increasing health expenses. Although some progress has been made in the
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Introduction

understanding of their physiopathology, many questions remain unsolved, and the disease is
still poorly understood. The prevailing hypothesis regarding psychotic disorders proposes that a
combination of genetic and/or environmental factors, during critical periods of brain develop-
ment increases the risk for these illnesses. Epigenetic regulations, such as DNA methylation, can
mediate gene x environment interactions at the level of the genome and may provide a potential
substrate to explain the variability in symptom severity and family heritability. Initially, epige-
netics was used to design mitotic and meiotic changes in gene transcription that could not be
attributed to genetic mutations. It referred later to changes in the epigenome not transmitted
through the germline. Thus, epigenetics refers to a wide range of molecular mechanisms inclu-
ding DNA methylation of cytosine residues in CpG dinucleotides and post-translational histone
modifications. These mechanisms alter the way the transcriptional factors bind the DNA, modu-
lating its expression. Prenatal and postnatal environmental factors may affect these epigenetics
factors, having responsability in long-term DNA transcription, and influencing the development
of psychiatric disorders.

Object. — The object of this review is to present the state of knowledge in epigenetics of
schizophrenia, outlining the most recent findings in the matter.

Methods. —We did so using Pubmed, researching words such as ‘epigenetics’, ‘epigenetic’,
‘schizophrenia’, ‘psychosis’, ‘psychiatric’. This review summarizes evidences mostly for two
epigenetic mechanisms: DNA methylation and post-translational histone modifications.
Results. —First, in terms of epidemiology and transmission, the theoretical model of epigene-
tics applies to schizophrenia. Then, most environmental factors that have proved a link with
this disease, may generate epigenetic mechanisms. Next, mutations have been found in regions
implied in epigenetic mechanism among populations with schizophrenia. Some epigenetic alte-
rations in DNA regions have been previously linked with neurodevelopmental abnormalities. In
psychosis, some authors have found methylation differences in COMT gene, in reelin gene and
in some genes implicated in dopaminergic, serotoninergic, GABAergic and glutamatergic path-
ways. Histone modifications have been described, in particular the H3L4 histone methylation.
Finally, we tried to underline the difficulties in epigenetic research, notably in psychiatry, and
the limits in this matter.

Conclusion. — The epigenetic field may explain a lot of questions around the physiopathology of
the complex psychiatric disease that is schizophrenia. It may be a substratum to the prevailing
hypothesis of gene x environment interaction. The research in the matter is definitely expan-
ding. It justifies easily the need to improve the effort in the domain to overpass some limits
inherent to the matter.

© L'Encéphale, Paris, 2014.

Interactions génes x environnement dans la
schizophrénie

La schizophrénie est une maladie complexe dont la
compréhension physiopathologique reste trés incompléte.
Si son épidémiologie suggére la participation indéniable
de facteurs génétiques, ceux-ci n’ont pu étre précisément
identifiés en dépit d’un effort de recherche important. En
paralléle, des facteurs environnementaux paraissent éga-
lement avoir un réle dans l’apparition de la maladie. Un
modéle actuel largement reconnu est celui d’une interaction
géne x environnement, ot une vulnérabilité génétique pré-
cipitée par un facteur environnemental révéle la maladie.
Encore une fois, les processus sous-tendant cette inter-
action restent mal connus. La théorie épigénétique a été
étudiée comme substratum moléculaire de ce mécanisme
d’interaction géne x environnement notamment dans les
pathologies psychiatriques [1]. Dans cette revue, nous pré-
senterons un état synthétique des connaissances actuelles
sur la théorie épigénétique de la schizophrénie.

La participation de facteurs génétiques dans "apparition des
troubles schizophréniques parait aujourd’hui reconnue. Les
études d’adoption montrent que le risque de troubles schi-
zophréniques est le méme chez des enfants nés de meéres
atteintes qu’ils soient élevés par leurs méres biologiques
ou adoptives [2]. Ces données confirment que le risque de
schizophrénie est transmis biologiquement plutét que par le
contexte familial d’adoption. Les recherches se sont alors
orientées vers la détermination des bases génétiques de
cette transmission.

Les études de liaison cherchent a identifier des régions
polymorphiques du génome se transmettant avec la maladie
dans les familles dont un membre au moins est atteint. Elles
permettent ainsi de localiser un géne responsable sur un
locus spécifique. Elles sont particuliérement puissantes pour
les maladies monogéniques. Une vingtaine d’études dites

Pour citer cet article : Rivollier F, et al. Hypothése épigénétique de la schizophrénie: revue de la littérature. Encéphale
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pangénomiques ont identifié des régions plus fréquemment
retrouvées en liaison avec la schizophrénie (notamment les
régions 1q, 2q, 3p, 4q, 6p, 8p, 11q, 13q, 14p, 20q et 22q)
[3]. Néanmoins, dans !’hypothése de plusieurs génes cha-
cun responsable d’effets minimes, un effectif extrémement
important est nécessaire pour obtenir des résultats signifi-
catifs, d’ou la faiblesse de la plupart des études [4].

Par ailleurs, prés de 800génes candidats pour la schizo-
phrénie ont été testés a la recherche d’une association,
mais aucun ne s’avére responsable de maniére évidente
a ce jour. Le manque de réplication de ces études pour-
rait s’expliquer par un manque de puissance statistique,
des défauts d’analyse statistique, des analyses multiples
faisant augmenter la probabilité des faux positifs et possi-
blement [’hétérogénéité génétique de la maladie. Enfin, si
plusieurs études d’association pangénomique ont retrouvé
de nombreux signaux répartis sur U’ensemble du génome,
uniquement quelques-uns atteignent le niveau de significa-
tion trés rigoureux requis pour ce genre d’études [5].

Des études récentes suggérent le role de microdélé-
tions ou de microduplications dans I’émergence de maladies
neurodéveloppementales dont la schizophrénie. Ces poly-
morphismes appelés variations de nombre de copies (CNVs,
copy number variants) seraient responsables des formes
sporadiques, car apparus de novo, et non transmis par les
parents. La fréquence des CNVs rares (souvent correspon-
dant a moins de 1% des individus comme la délétion du
22q11) parait augmentée chez les patients schizophrénes
avec un risque relatif d’association a la maladie trés impor-
tant [6].

En outre, de nombreuses études ont étudié ["agrégation
familiale de la schizophrénie dont le mode de transmission
ne semble pas correspondre a un modéle mendélien mono-
génique. Le risque de développer une schizophrénie pour un
apparenté de premier degré a été estimé a environ 10 fois
le risque pour la population générale. Ce chiffre varie en
fonction du lien de parenté. Ainsi, il est plus élevé chez les
fréres et sceurs (environ 10) ou chez les enfants (environ
13) d’un sujet atteint que chez ses parents (environ 6) [7].
Chez les parents au deuxiéme degré, ce risque est beaucoup
plus faible (environ 3). Ainsi, ce risque diminue plus rapide-
ment que le matériel génétique partagé, excluant un mode
de transmission mendélien.

Les taux de concordance pour la schizophrénie chez les
jumeaux monozygotes ont été estimés entre 40 et 50 % alors
que son héritabilité est évaluée autour de 80% [8]. Cette
héritabilité estime Uorigine de la variation de la mala-
die dans la population étudiée. Le risque de développer
une schizophrénie apparait le méme chez la descendance
de jumeaux monozygotes atteints et non atteints [9]. Les
jumeaux non atteints seraient donc porteurs du risque géné-
tique et héritable pour la schizophrénie sans l’exprimer,
reflétant la part probable des facteurs environnementaux
non partagés.

L’hypothése génétique étant insuffisante pour rendre
compte de lapparition de la schizophrénie, de nom-
breux facteurs environnementaux ont été étudiés comme
susceptibles de participer a [’apparition des troubles schi-
zophréniques. Ont été identifiés ainsi des facteurs de risque
comme les traumatismes dans U’enfance, le mode de vie
urbain, I’appartenance a une minorité sociale, la consom-
mation de cannabis [10]. D’autres facteurs, comme les

complications obstétricales ou encore la saisonnalité de
naissance apparaissent comme associés au risque de schi-
zophrénie. Cette augmentation de risque est souvent faible
et les facteurs impliqués (a exception du cannabis) restent
globaux et peu précis (exemple de Uurbanicité). L’étude
de ces facteurs environnementaux est rendue compliquée
par la limitation de la répartition géographique de la
population et par I’hétérogénéité dans les définitions de
ces facteurs. Pour comprendre l’action de ces facteurs,
plusieurs hypothéses ont pu étre avancées. L’hypothése
neurodéveloppementale explique le rdle des complica-
tions obstétricales. Certains facteurs pourraient conduire
a un stress biologique impliquant une modification dans
la signalisation dopaminergique (migration, urbanicité...).
Ces facteurs sont susceptibles d’interagir eux-mémes entre
eux, conduisant a des interactions de type environnement x
environnement: par exemple, les migrations sont plus fré-
quentes en zone urbaine.

Enfin, pour expliquer !"implication de facteurs précé-
demment cités, a la fois génétiques et environnementaux,
les recherches actuelles tendent a penser que ces facteurs
n’agiraient pas isolément mais en synergie, 'effet de l"un
conditionnant 'autre. Le substratum de cette interaction
demeure encore mal connu mais ’hypothése épigénétique
est intéressante pour expliquer les mécanismes de cette
interaction.

Définition de I’épigénétique et mécanismes en
jeu

L’épigénétique est I’étude des changements de l’expression
génique secondaires a des mécanismes transmis par la
mitose mais réversibles, sans qu’il n’y ait de modification
de la séquence d’ADN génomique sous-jacente [11]. Les
mécanismes épigénétiques sont connus dans le développe-
ment et dans la différenciation cellulaire des organismes
eucaryotes pluricellulaires. Ils assurent en effet la diffé-
renciation des cellules d’un méme organisme en plusieurs
types cellulaires différents, malgré le portage du méme
génome [12]. Les modifications épigénétiques peuvent éga-
lement survenir plus tard dans la vie d’un organisme [13].
Ils peuvent ainsi apparaitre aprés exposition a un facteur
environnemental. Des souris soumises a un régime alimen-
taire particulier ont ainsi été affectées secondairement par
des modifications épigénétiques conduisant a des change-
ments phénotypiques (couleur du poil) et & ’apparition de
susceptibilité a des maladies (cancer) [14]. Des mécanismes
épigénétiques sont impliqués dans de nombreux processus
développementaux associés a des modifications phénoty-
piques durables (empreinte génomique, inactivation du
chromosome X). Ils sont également associés a plusieurs
troubles neurodéveloppementaux comme le syndrome de
Rett [15].

Il existe plusieurs niveaux de régulation de !"expression
des génes. L’un d’eux se fait par le remodelage de la chroma-
tine. La chromatine est le complexe formé par la séquence
d’ADN s’enroulant autour des protéines histones. La confor-
mation spatiale de la chromatine (état ouvert ou compact)
est déterminante pour U"expression des génes en regard. Il
existe deux mécanismes épigénétiques de remodelage de
la chromatine. Le plus étudié est celui de la méthylation

(2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.encep.2014.06.005
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de UADN. Celle-ci a lieu sur des cytosines suivies de
guanines (dits sites CpG), transformant la cytosine en
5-méthyl-cytosine. Cette méthylation est assurée notam-
ment par trois enzymes appelées ADN méthyltransférases
(DNMT) qui catalysent ’addition d’un groupe méthyl a
un résidu cytosine. L’enzyme DNMT1permet le maintien
du profil de méthylation aprés la division cellulaire en
assurant la méthylation du brin complémentaire. DNMT 3a
et DNMT3b ajoutent des nouvelles marques de méthyla-
tion sur ’ADN. Dans certaines régions du génome ou les
sites CpG sont abondants (formant des ilots), cette méthy-
lation est corrélée négativement a l'expression génique.
En effet, les cytosines méthylées recruteraient des pro-
téines se liant a ’ADN telle que MECP2. Cette derniére
recruterait a son tour des enzymes histones déacétylases
(HDAC) qui compacteraient la structure de la chroma-
tine, limitant accés a la transcription de ’ADN, et ainsi
’expression du géne correspondant. Ainsi, une hyperméthy-
lation de I’ADN conduit a une diminution de |’expression
des génes adjacents alors que I’hypométhylation de UADN
se traduit par une augmentation de leur expression.
Le second mécanisme de remodelage de la chromatine
s’effectue par des modifications post-transcriptionnelles
des acides aminés formant les histones, notamment
de leurs queues formées d’acides aminés (méthylation,
acétylation...). En fonction d’un code —histone récem-
ment déchiffré, la chromatine adopte un état compact ou
ouvert.

L’environnement induirait des modifications épigéné-
tiques, sans modification de la séquence ADN, qui
conduiraient a des modifications de Uexpression génique
et donc a ’apparition de certaines maladies. Les proces-
sus par lesquels les facteurs environnementaux agissent au
niveau moléculaire pour induire des modifications épigé-
nétiques restent mal connus. De plus en plus de données
suggérent que les processus épigénétiques pourraient étre
influencés par des facteurs environnementaux tels que des
facteurs nutritionnels, chimiques, physiques et méme psy-
chosociaux [16]. Au niveau des leucocytes périphériques, la
méthylation de ’ADN parait modifiée par des facteurs envi-
ronnementaux comme le benzéne, la pollution aérienne,
’arsenic, la cigarette, l’alcool, les perturbateurs endo-
criniens, Uactivité physique et le régime diététique [17].
L'impact d’un facteur environnemental ponctuel pourrait
donc ainsi avoir un effet a long terme du fait de la conser-
vation post-mitotique des modifications épigénétiques. Si
des périodes de sensibilité existent, telles que les périodes
développementales clefs, véritables fenétres de vulnéra-
bilité, les phénoménes épigénétiques semblent également
pouvoir se dérouler a ’dge adulte dans des neurones
matures [18].

Arguments pour la théorie épigénétique de la
schizophrénie

Les bases biologiques du modéle géne x environnement
actuellement utilisé pour rendre compte de ["apparition de
maladies complexes, a transmission non mendélienne, font
appel aux données de l’épigénétique. Plusieurs arguments
existent en faveur de tels mécanismes dans ces pathologies
et en particulier dans la schizophrénie.

Le dimorphisme sexuel dans la symptomatologie et dans
I’évolution de la maladie psychotique pourrait étre lié a un
mécanisme épigénétique, les hormones sexuelles ayant une
interaction connue avec ce mécanisme [19].

Le taux de concordance entre les jumeaux monozygotes
pour la schizophrénie est estimé entre 40 et 50 %, soit large-
ment inférieur a 100% qui serait le taux attendu en cas de
mécanisme génétique seul [9] ; cette discordance entre les
jumeaux peut étre mise en lien avec des différences entre
signaux épigénétiques, ces derniers seuls étant susceptibles
de se modifier au cours de la vie.

La notion de fenétre de vulnérabilité, c’est-a-dire de
périodes critiques pour les modifications épigénétiques
est intéressante pour rendre compte du déclenchement
de la schizophrénie qui est une pathologie émer-
geant principalement a ’adolescence ou chez le jeune
adulte.

Dans les années 1970, une étude menée sur des patients
atteints de schizophrénie a trouvé une aggravation de
leur niveau symptomatique aprés administration de L-
méthionine (convertie en SAM, S-adénosyl-L-méthionine,
dans ’organisme) [20]. Cette étude reposait sur I’hypothése
fausse que ce SAM accélérerait l'inactivation de la dopa-
mine. L’homocystéine, résultant du catabolisme de la
méthionine fait partie du métabolisme monocarboné qui
génére les précurseurs des molécules impliquées dans la
méthylation de UADN. Plusieurs études ont ainsi retrouvé
des taux anormalement élevés d’homocystéine chez les
sujets atteints de schizophrénie [21]. Des taux élevés
d’homocystéine durant la grossesse semblent également
représenter un facteur de risque pour la schizophrénie [22].
D’autres arguments existent en faveur de U"implication du
métabolisme de U’homocystéine et plus généralement du
métabolisme monocarboné dans la psychose [23]. MTHFR
est une enzyme clef de ce métabolisme qui catalyse la
production du 5-méthyltétrahydrofolate, un substrat pour
la re-méthylation de ’homocystéine en méthionine. Une
méta-analyse récente suggére une vulnérabilité génétique
au niveau du géne codant pour MTHFR chez les patients
atteints de schizophrénie, trouble bipolaire ou dépres-
sion unipolaire, vulnérabilité qui affecterait le métabolisme
de U’homocystéine et par un effet global la régulation
épigénétique [24]. Ainsi, la perturbation des mécanismes
régulateurs de la méthylation de l’ADN serait liée a la schi-
zophrénie, ce qui plaide pour l’argument épigénétique dans
cette pathologie.

Enfin, plusieurs études moléculaires retrouvent des
altérations d’expression des génes codant pour les ADN
méthyltransférases dans la schizophrénie. Ainsi, DNTM1 et
DNMT3A pourraient étre surexprimés dans le cortex pré-
frontal des sujets psychotiques [25,26]. D’autres enzymes
catalysant les modifications post-traductionnelles des his-
tones comme les histones déacétylases sont aussi dérégulées
dans les régions préfrontales des sujets atteints [27]. Le taux
de Uhistone H3méthylée 2 fois sur la lysine 9 (H3K9me2)
est plus élevé dans le cortex pariétal des patients atteints
de schizophrénie que dans celui des sujets témoins; les
taux des ARNm des histones méthyltransférases sont cor-
rélés positivement a lintensité des symptomes et a la
durée de la maladie [28]. Il existe donc des arguments pour
émettre U’hypothése que la schizophrénie s’accompagne
de dérégulation des systémes impliqués dans les processus
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épigénétiques, qu’ils soient liés a la méthylation de ’ADN
ou aux modifications des histones.

Modifications épigénétiques rapportées dans
les troubles psychotiques

Plusieurs études moléculaires se sont intéressées aux modi-
fications épigénétiques liées aux troubles psychotiques, et
ont mis en évidence des génes dérégulés au niveau de voies
biologiques connues pour participer a la physiopathologie de
ces troubles.

Celles-ci ont ainsi mis en évidence des anomalies de
méthylation des génes codant notamment la catechol-
O-methyltransferase domain-containing 1 (COMTD1) [29]
et l'une des isoformes de la COMT, la membrane-
bound catechol-0-methyltransferase [30]. La COMT est une
enzyme impliquée dans le catabolisme des neurotransmet-
teurs, notamment de neurotransmetteurs incriminés dans la
schizophrénie comme la dopamine.

Des différences épigénétiques ont également été mises
en évidence au niveau des génes codant pour des récep-
teurs dopaminergiques : un patient schizophréne peut avoir
un profil de méthylation du géne DRD2 plus proche de celui
d’autres patients schizophrénes que de son propre jumeau
monozygote [31].

Des études réalisées sur du tissu cérébral post-mortem
révélent également des différences significatives dans les
niveaux de méthylation de plusieurs génes participant aux
voies de neurotransmission glutamatergique et GABAer-
gique, au niveau du cortex préfrontal, entre les sujets
atteints de psychoses et les contréles [32]. Chez les sujets
atteints de psychose, ’augmentation de ’expression de
DNMT dans les neurones GABAergiques pourrait conduire a
une hyperméthylation des promoteurs des génes des trans-
porteurs du GABA et de GAD 67, enzyme qui catalyse la
formation de GABA a partir du glutamate [33]. La neuro-
transmission GABA est connue pour étre altérée au niveau du
cortex préfrontal des sujets atteints de schizophrénie [34].

Des anomalies de méthylation du géne RELN codant la
reelin ont été retrouvées; ’hyperméthylation du promo-
teur de ce géne par la DNMT1 conduirait & une diminution
de la reelin dans les échantillons post-mortem de cor-
tex préfrontal de sujets atteints de psychose [35]. Cette
glycoprotéine est connue pour permettre le guidage des
neurones et des cellules gliales au cours du développe-
ment. Une diminution de son expression a été retrouvée
dans le cortex préfrontal des sujets atteints de schi-
zophrénie [34]. La dérégulation épigénétique des voies
du neurodéveloppement est également retrouvée dans
Iétude de Mill et al. [32] avec limplication du BDNF.
Par ailleurs, une étude comparative de ’épigénome de
paires de jumeaux monozygotes discordants pour la schi-
zophrénie ou le trouble bipolaire a retrouvé plusieurs loci
ayant une méthylation différentielle au niveau des leuco-
cytes périphériques. Ces loci paraissent impliqués dans des
réseaux biologiques du neurodéveloppement ; la région pré-
sentant une méthylation différentielle la plus significative
étant localisée dans le promoteur du géne codant pour
’alpha n-acétyl galactosamide alpha-2,6-sialytransférase 1
(ST6GALNAC1), une protéine importante pour les interac-
tions intercellulaires [36]. Ces dysrégulations épigénétiques

des génes impliqués dans les voies du développement céré-
bral accréditent la thése neurodéveloppementale de la
schizophrénie.

Les voies biologiques de la sérotonine pourraient égale-
ment étre impliquées avec, chez les patients ayant présenté
un premier épisode de schizophrénie, des différences de
méthylation du promoteur du géne HTRITE (récepteur séro-
toninergique) [28]. Enfin, chez les sujets atteints de trouble
bipolaire ou de schizophrénie, il a été observé une aug-
mentation de la méthylation du promoteur de la région
du géne 5HTR7et du géne 5HTR2A, pouvant expliquer la
diminution de |’expression de ces récepteurs chez ces popu-
lations, récepteurs eux-mémes ciblés dans le traitement de
ces maladies [37].

Des modéles animaux ont également permis de modé-
liser les conséquences de la dérégulation épigénétique de
certains génes. Ainsi, une étude basée sur un modéle murin
montre que le stress prénatal induit des anomalies dans la
régulation de la méthylation de I’ADN associant un niveau
accru de UADN méthyltransférase et une hyperméthyla-
tion des promoteurs des génes codant pour les protéines
reelin et GAD67, corrélés a des comportements modéli-
sant la schizophrénie (hyperactivité, déficit d’interaction
sociale, conditionnement a la peur) [38]. Dans une autre
expérience menée chez des souris [39], l'isolement durant
la période critique de ’adolescence conduit & des ano-
malies comportementales et a une libération accrue de
dopamine en lien avec une hyperméthylation du géne de
la tyrosine-hydroxylase (enzyme catalysant la synthése de
L-DOPA, précurseur de la dopamine), uniquement dans le
groupe ou le facteur environnemental de stress est combiné
a un facteur génétique impliqué dans des pathologies neu-
ropsychiatriques (soit uniquement dans le groupe de souris
déficientes pour DISC1, disrupted in schizophrenia 1).

Les études portant sur les modifications des histones sont
pour le moment peu nombreuses mais restent prometteuses.
L’une d’elles suggére par exemple que des modifications de
la méthylation de U’histone H3-lysine 4conduiraient a un
remodelage de la chromatine au niveau du promoteur du
géne GADT et donc a une modification de Uexpression de ce
géne impliqué dans la synthése du GABA [40]. Si les données
de la littérature en matiére d’épigénétique de la schizophré-
nie permettent une meilleure appréhension de la maladie,
elles pourraient également améliorer la connaissance des
mécanismes d’action des psychotropes et favoriser le déve-
loppement de nouveaux agents pharmacologiques. Un lien a
été rapporté entre antidépresseurs et mécanismes épigéné-
tiques ayant pour résultat la modification de |’expression de
BDNF (facteur neurotrophique) dont la production est répri-
mée par le stress et stimulée par les antidépresseurs. Le val-
proate de sodium, ayant une activité inhibitrice des histones
déacétylases, entraine une déméthylation des cytosines de
I”’ADN et modifie le remodelage de la chromatine, permet-
tant ainsi de corriger "expression perturbée du systéme
GABAergique. Son association aux antipsychotiques permet-
trait sur un plan théorique de potentialiser leur efficacité
[41]. Une étude a montré que I’administration de méthio-
nine chez les souris entrainait une diminution significative
de Uexpression de la reelin associée a une hyperméthylation
du promoteur de ce géne, a des modifications des histones
et a un phénotype comportemental de type prepulse inhi-
bition; [’administration de valproate, produit responsable
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d’une déméthylation, a permis de corriger ces modifications
épigénétiques et comportementales [42].

Limites méthodologiques des études
épigénétiques en psychiatrie

Les études citées précédemment soulévent l’importance
de la régulation épigénétique dans la maladie. Elles sont
cependant confrontées a de nombreux biais méthodolo-
giques limitant la généralisation des résultats. Elles portent
sur des échantillons post-mortem du systéme nerveux cen-
tral de qualité variable (la conservation des tissus est
sensible au délai entre décés et expérimentation) et
dont Uinterprétation des résultats est biaisée par les fac-
teurs age, traitements psychotropes recus, chronicité des
troubles, tabagisme et autres facteurs pouvant potentielle-
ment modifier la méthylation de ’ADN. Les études réalisées
sur des échantillons sanguins posent de leur cdté la question
des possibilités d’interprétation des résultats, les neu-
rones faisant partie des cellules les plus différenciées de
[’organisme.

Les échantillons sont obtenus & partir de patients pré-
sentant une psychose caractérisée ce qui regroupe, selon
les études, patients schizophrénes et patients bipolaires
avec éléments psychotiques ; cette variabilité clinique peut
permettre de déterminer des susceptibilités biologiques
communes entre ces pathologies proches et parfois difficile-
ment distinguables au niveau clinique mais peut également
étre un facteur confondant. Trés peu d’études se sont
intéressées a mettre en évidence des différences significa-
tives entre ces deux pathologies; une étude post-mortem
[43] a pourtant révélé de telles différences au niveau
de ’expression de DNMT1au sein des neurones GABAer-
giques des ganglions de la base, les patients schizophrénes
ayant une surexpression de cette protéine régulatrice de
la méthylation, contrairement aux patients bipolaires. Les
études devraient donc étre particuliérement rigoureuses sur
la caractérisation phénotypique des sujets inclus, certains
génes pouvant étre modifiés sur le plan épigénétique quelle
que soit la pathologie psychiatrique mais d’autres étant plus
spécifiques de la symptomatologie présentée.

Enfin, la majorité des études se sont focalisées sur
des régions promotrices des principaux génes candidats
sélectionnés par des études antérieures d’association géné-
tique. Cependant, les régions importantes pour la régulation
épigénétique pourraient étre indépendantes des régions
contenant des polymorphismes génétiques associés a la
maladie. Accéder a des échantillons de tissu cérébral de
bonne qualité et provenant de patients ayant eu une bonne
caractérisation phénotypique est le défi actuel des cher-
cheurs en épigénétique psychiatrique. Par ailleurs, ’étude
de la dérégulation épigénétique des psychoses ne permet
pas d’affirmer le caractére causal ou induit des modifica-
tions observées.

Conclusion

Les études présentées dans cet article plaident pour une
implication des facteurs épigénétiques dans les troubles
psychotiques a plusieurs niveaux. Ils interviendraient en
tant que «médiateur» de ’action d’un environnement a

risque sur 'expression génétique. Les facteurs de régulation
épigénétique eux-mémes peuvent étre le siége d’une vul-
nérabilité génétique, fragilisant la régulation épigénétique,
en interaction ou non, avec des facteurs d’environnement
a risque. Isoler la contribution des facteurs épigénétiques
dans ’étiopathogénie de la schizophrénie n’est pas aisée.
Bien que les études cas témoins décrivent de plus en
plus Uexistence d’anomalies épigénétiques, bien que les
études épidémiologiques apportent des arguments indé-
niables, bien que les études animales permettent de mieux
approcher le phénoméne sans étre directement transpo-
sables, ’évidence directe et répliquée du réle joué par
la régulation épigénétique comme interface entre les fac-
teurs d’environnement et la physiopathologie des psychoses
n’est pas disponible. Les données sont plut6t rares et de
nature préliminaire nécessitant une confirmation. Combiner
les données épidémiologiques, les analyses moléculaires de
cohortes prospectives pouvant fournir un tissu exploitable et
la modélisation animale des effets de |’exposition a des fac-
teurs d’environnement a risque contrdlables en laboratoire
permettra certainement de mieux connaitre 'implication
de la régulation épigénétique dans la physiologie du sys-
téme nerveux central et dans I’émergence des psychoses.
Enfin, le développement de molécules capable de modifier
’épigénome des patients [44] serait susceptible de fournir
de nouveaux outils thérapeutiques et de modifier [’évolution
de ces pathologies chroniques et lourdement handicapantes.
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5. Objectifs de I’étude

En s’appuyant sur ’exemple du diethylstilbestrol, dont I’exposition est identifiable et
non ubiquitaire, nous avons souhaité mener une étude clinique, afin de mieux comprendre les
conséquences liées a son exposition sur le neurodéveloppement. Pour cela, nous avons com-
paré des sujets exposés in utero a des sujets sains, sur des criteres cliniques d’une part, et sur

des marqueurs de méthylation des cellules de la lignée leucocytaire périphériques d’autre part.
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MATERIELS & METHODES

1. Recrutement

A/ Principes du recrutement

Le recrutement a été conduit au « Centre d’évaluation et de recherche clinique »
(CERC) au Service Hospitalo-Universitaire de 1’Hopital Sainte-Anne. Elle intégre le pro-
gramme de recherche « PSYDEV » (promu par I’INSERM) ayant obtenu toutes les autorisa-
tions nécessaires. Chaque participant a regu une information sur 1’étude et a signé un formu-
laire de consentement.

244 patients, issus de 71 familles, ont été inclus dans I’étude clinique initiale. Ces fa-
milles comportent le probant, un ou deux parents, ainsi que la fratrie éventuelle.

Parmi I’ensemble de ces patients nous avons choisi d’étudier tout particulierement, sur
le plan clinique et génétique, des fratries discordantes d’individus exposés ou non-exposés,
pour lesquels I’exposition €tait le mieux renseignée possible.

Nous avons ainsi inclus 75 fréres et sceurs caucasiens issus de 31 familles dont au
moins un membre a été exposé en prénatal a une hormone cestrogénique (diethylstilbestrol

et/ou ethynil-estradiol). 41 ont été exposés, 34 non-exposés.

41



B/ L’association Hhorages

Le recrutement de nos patients a été effectué¢ grace a I’association Hhorages (Halte aux
HORmones Artificielles pendant les GrossessES). Cette association a été¢ fondée en dé-
cembre 2001 par cinq meres s’étant elles-mémes vu prescrire des hormones artificielles pen-
dant leurs grossesses. L’association cherche a établir un lien entre le risque de maladies psy-
chiatriques apparaissant a 1’adolescence et I’imprégnation in utero aux cestrogénes artificiels.
Pour cela, 1’association a récolté les témoignages €crit et oraux de plus de 1000 familles.
L’association nous a permis de rentrer en contact avec 248 patients, tous revus en face a face,
afin de récolter I’ensemble des données cliniques et d’anamnése nécessaires a 1’étude.

Du fait de la nature méme de 1’association, qui cherche donc a établir un lien entre ex-
position aux perturbateurs endocriniens et émergence de maladies psychiatriques, notre étude
s’expose a un biais de recrutement évident. On peut en effet penser qu’il y aura plus de pa-
tients exposés et malades dans notre échantillon que de patients exposés et non malades dans
la population générale. Afin de minimiser ce biais nous ne chercherons pas ici a comparer nos
patients exposés a la population générale non exposée mais a leurs propres fréres et sceurs

non-exposés, recrutés par la méme association.

2. Phénotypage

Pour chaque patient et son entourage ont été recueillies des données cliniques sous formes

de questionnaires formalisés :

— The Pedigree and the Familial Interview for Genetic Studies (FIGS). 1l s’agit d’un

questionnaire standardisé, basé sur les criteres diagnostiques du DSM-IV
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(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), permettant la collecte

d’informations sur un probant par un ou plus membres de sa famille.

Des éléments démographiques.

L’histoire obstétricale, les médicaments recus pendant la grossesse, les incidents pré et
postnataux.

Les antécédents médicaux : traitements, abus de substances, malformations uro-
génitales.

Les données du développement : Echelle de signes neurologiques mineurs (Krebs et
al. 2000) qui est un examen neurologique standardisé¢ étudiant cinq domaines fonc-
tionnels (coordination motrice, fonction intégratrice motrice, intégration sensorielle,
mouvements involontaires ou posture et qualit¢ de la latéralisation) ; les anomalies
physiques mineurs (7The modified Waldrop scale ; Gourion et al. 2001) ; le dépistage
des troubles du développement (DTD).

Les données psychiatriques :

o Les diagnostiques ont été établis en utilisant la Diagnostic Interview for Gene-
tic Studies (DIGS).

o Les symptdmes ont été établis par des échelles semi-quantitatives : Brief Psy-
chiatric Rating Scale (BPRS), the Positive and Negative Symptoms Scale
(PANSS, Kay et al. 1987), the Montgomery and Asberg Depression Rating
Scale (MADRS, Montgomery and Asberg 1979), Global Assessment of Func-
tionning (GAF, Luborsky et al. 1962).

Des aspects cliniques subsyndromiques par des échelles d’auto-évaluation : the Schi-
zotypal Personality Questionnaire (SPQ) (Raine et al, 1991, version frangaise : Dumas
et al, 1999), the Peter’s delusion inventory — 21 items : (Peters et Garety, 1996 ; ver-
sion frangaise : Verdoux et al, 1998), and the TEMPS A evaluating temperaments
(Akiskal, 2005 ; version frangaise : Krebs et al. 2006)
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3. Profil de méthylation

Ce travail a fait I’objet d’un Master 2. En s’appuyant sur I’exemple de 1’exposition
prénatale au diethylstilbestrol, 1’objectif du Master se voulait :
— d’¢étudier la signature méthylomique de 1’exposition in utero au diethylstilbes-
trol,
— d’identifier des régions de méthylation différentielles impliquées dans le neu-
rodéveloppement et donc pouvant induire des anomalies neurodéveloppemen-

tales et une vulnérabilité aux maladies psychiatriques.

Pour chaque patient, nous avons étudi¢ le profil de méthylation de plus de 450 000 CpG
répartis sur le génome entier, en utilisant la technologie HumanMethylation450 DNA Analysis
BeadChip®.

La puce de méthylation a été réalisée par le prestataire IntegraGen (Evry) sur de ’ADN ex-
trait de leucocytes périphériques apres prélevements sanguins, congelés dans 1’heure, conser-

vés a -80°C.

a/ Réalisation de la puce de méthylation

Nous avons utilisé¢ 1’ Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit. Celui-ci permet
d’étudier 485 577 sites de méthylation par échantillon avec une résolution au nucléotide pres.
Son contenu couvre plus de 99% des génes RefSeq avec une moyenne de 17 CpG par genes,

distribués au niveau du promoteur, de la région 5’UTR, du premier exon, du corps génique et
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de la région 3’UTR. Il couvre également 96% des ilots CpGs et les régions les entourant.

a/1. Traitement au bisulfite

L’application de bisulfite a 1ug d’ADN, a permis la conversion de cytosine non mé-

thylées en uracile (figure 10). Les cytosines méthylées restant des cytosines.

NH,

NH,
o o
N / | o - / - |
'GP O o W
o o ) oA — ol
Cytosine Cytosine Sulpho- Uracile Sulpho- U.ra-
nate nate cile

Figure 10. Le traitement au bisulfite permet de transformer des cytosines non méthylées en uracile.

a/2. Amplification ADN de génome entier

L’ADN traité par bisulfite a été soumis a amplification a 1’aide d’une amorce aléatoire
et d’'une DNA polymérase. Les produits ont été par la suite fragmentés par activité enzyma-

tique, purifiés, dénaturés puis appliqués a la puce.
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a/3. Hybridation

La puce contient deux puits pour chaque CpG étudié. Chaque puits contient une sé-
quence de cinquante nucléotides différant uniquement a I’extrémité libre. L’une correspond a
la séquence d’ADN contenant une cytosine méthylée, 1’autre contient la méme séquence avec
une cytosine non-méthylée (convertie en uracile puis amplifiée en thymine). L ’hybridation est
suivie de I’extension par un dideoxynucléotide marqué d’un hapténe. Le ddCTP est marqué

d’une biotine alors que les ddATP, ddGTP et ddUTP sont marqués par du 2,4-dinitrophénol.

a/4. Fluorescence et scannage de la puce

Une analyse immunohistochimique a ensuite été conduite par plusieurs tours de colo-
ration, a I’aide de différents anticorps, afin de différencier les deux types de cytosines. La
puce a été scannée afin de différencier les intensités des puits contenant les formes méthylées
ou non-methylées. Un ratio de 1 correspond a la forme méthylée, alors qu’un ratio de 0 a la

forme non-méthylée.

b/ Analyse des données de méthylation

A Taide du logiciel lllumina GenomeStudio software, une analyse bioinformatique a été
réalisée attitrant a chaque CpG une valeur B correspondant au taux de méthylation du CpG.
La normalisation de ces données a permis ensuite de pouvoir comparer la méthylation de pa-

tients exposés aux non-exposés, en fonction de plusieurs modeles.
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b/1. Normalisation des données

Cette étape a été réalisée avec 1’équipe du Centre de Pharmacogénomique de
I’Université de Montréal. Seize méthodes de normalisation ont été testées a 1’aide du pack
WateRmelon (logiciel R).

Les données de méthylation initiales contenaient 485 577 CpGs, apreés normalisation
et nettoyage des données. 411 947 CpGs ont été conservés pour 1’analyse finale.

Les étapes de nettoyage et de normalisation ont compris : une vérification du sexe
entre le fichier du phénotype et les données de méthylation, 1’évaluation de la concordance
entre deux échantillons d’'un méme individu et la détermination de la meilleure méthode de
normalisation. Seize méthodes de normalisations ont été testées a 1’aide du pack wateRmelon
afin de trouver la meilleure méthode (dasen, nasen, danes, nanes, BMIQ, danet, datenl, da-
ten2, fuks, nanet, naten, raw, danen, betaqn, tost et swan). Ces différentes méthodes statis-
tiques permettent de calculer I’index de méthylation B a partir des intensités de signaux mé-
thylés ou déméthylés. Pour chaque méthode, des données normalisées ont été produites, un
calcul des mesures pour Illumina Infinium type I et II a ét¢ effectué et les méthodes ont été
ensuite classées (a ’exception de swan n’ayant produit aucun résultat). La meilleure méthode
de normalisation a été dasen. Les étapes de nettoyage ont compris I’¢limination des individus
sans résultats, les discordances de sexe ou de génotype, les échantillons avec > 1 % des sites
avec une valeur p de détection > 0.05, les sonde avec un nombre de puits < 3 dans > 5 % des
¢chantillons, les sondes avec > 1 % d’échantillons avec un p de détection > 0.05. De plus, les
sondes des chromosomes X et Y, avec un SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sur le site
CpG, et les sondes non-spécifiques correspondant a plus d’une location sur le génome ont été

supprimées.
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b/2. Recherche d’un modéle

Afin de controler de possibles facteurs confondants, pour chaque CpG, 8 modeles ont

été testés afin de comparer exposés versus non-exposes :

— Modéle (1) :
— Modéle (2)
— Modéle (3)
— Modéle (4)
— Modéle (5)
— Modéle (6)
— Modéle (7)

— Modéle (8)

Meéthylation = exposition (expos€s versus non exposes).

: Méthylation = exposition + psychose

: Méthylation = exposition + adge + sexe

: Méthylation = exposition + psychose + age + sexe
: Méthylation = exposition + famille

: Méthylation = exposition + psychose + famille

: Méthylation = exposition + age + sexe + famille

: Méthylation = exposition + psychose + age + sexe + famille

b/3. Etude par géne

Une ¢étude par géne a ensuite été réalisée, une valeur p a été assignée a chaque groupe

de CpG correspondant a un géne. La définition d’un géne a été basée sur le catalogue de don-

nées fourni par Illumina. L’étude par géne est validée pour améliorer la puissance statistique,

mais aussi pour une meilleure organisation et interprétation des données.

Hypothese de [’étude par gene

Un gene G contenant un certain nombre de CpGs nous avons testé I’hypothese nulle

Hy: 5, = 0 pour tout probe p dans G
0° Py .
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Nous avons considérés trois hypothéses alternatives. L’hypothése up Hu : Fy =0
pour au moins un p dans G. L’hypothése down Hj : fp =0 pour au moins un p dans G.
L’ hypothése mixte fm : F #0 pour au moins un p dans G. Il est donc possible pour plus
d’une hypothése d’étre vraie dans un méme géne.

Le seuil de significativité des analyses par géne a été établi & P = 1.60x 107

(0.05/31162 genes analysés).

b/4. Choix du modéle : QQ Plots

Un QQ (Quantile-Quantile) plot est un diagramme de probabilité qui utilise une mé-
thode graphique pour comparer deux distributions de probabilité en comparant leur quantiles
I’un contre I’autre. L’étape initiale étant donc la définition de la taille des quantiles étudiés.

Un point de coordonnées (x, y) correspond a I’un des quantiles de la deuxieme distri-
bution (y) comparé au méme quantile de la premiére distribution (x). Si les deux distributions
comparées sont similaires, le tracé va suivre un axe x=y. Si les deux distributions s’accordent
linéairement, le QQ plot suivra une ligne mais pas nécessairement 1’axe x=y. Si la tendance
générale du QQ plot est plus plate que I’axe y = x, la distribution étudiée sur I’axe horizontal
est plus dispersée que la verticale. A I’inverse, si la tendance du QQ plot est plus élevée que la
ligne x=y, la distribution étudiée verticalement est plus dispersée que la population étudiée
horizontalement.

Les QQ plots sont le plus souvent utilisés pour comparer un modele théorique avec un
ensemble de données étudiées. Ils sont ici utilisés pour évaluer la qualité des différents mo-

deles (figures 11 et 12).
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Figure 11. Quantile-quantile (QQ) plots des log10 (valeurs P) observés versus attendus sous I’hypothese nulle. Modele 7 par
CpG : Méthylation = exposition + age + sexe + famille.
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Figure 12. Quantile-quantile (QQ) plots des log10 (valeurs P) observés versus attendus sous I’hypothese nulle. Modele 8 par
CpG : Méthylation = exposition + dge + sexe + famille + psychose.

Le modéle suivant a été choisi =

Modeéle (8) : Méthylation = exposition + psychose + dge + sexe + famille

En effet, si le QQ0plot correspondant au modele 7 semble de meilleure qualité que ce-
lui du modele 8, nous avons préféré choisir un modele ajusté sur la psychose. En effet,
comme vu précédemment, plusieurs arguments amenent a penser que la présence d’un dia-
gnostic de psychose peut induire des différences de méthylation indépendamment du facteur

d’exposition ici étudié.
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RESULTATS

1. Diagnostics psychiatriques

Les interviews en face a face des patients inclus ont permis de recenser, ou de poser, des
diagnostics de maladies psychiatriques, selon les criteres diagnostiques du DSM-IV-TR (Dia-
gnostic and Statistical Manual of Mental Disorders). Pour chaque famille, en fonction de
I’exposition au diethylstilbestrol, ont ainsi pu étre dessinés des arbres généalogiques faisant
figurer les différents diagnostiques psychiatriques présents. La figure 13 illustre I’exemple de

la famille 143.

Légende Figure 12
D Homme Trouble dépressif
D 6 Femme Schizophrénie

Trouble bipolaire

Trouble anxieux

O
[]  Homme nonexposé
]

Homme exposé

Figure 13. Arbre généalogique incluant les données des diagnostics psychiatriques en fonction de I’exposition. La famille
RO1-143 comporte un frére exposé non malade, deux sceurs exposées non malades et une sceur non-exposée malade.

La population étudiée comportait 41 patients exposés et 34 non-exposés. Les 2 groupes
¢taient comparables sur I’age et le sexe. De fagon attendue, la prévalence des maladies psy-
chiatriques dans chaque groupe était supérieure a celle de la population générale. De fagon
statistiquement significative, la proportion de patients atteints de schizophrénie était supé-
rieure chez les patients exposés au diethylstilbestrol en comparaison aux non-exposés (tableau

3).
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NON-

EXPOSES ,
EXPOSES p
n=41
n=34
14
Hommes 13 (38,2%) 0,810
(34,1%)
Age (ans) 43,2 42,2 0,469
Schizophrénie | 8 (19,5%) 0 (0,0%) 0,007
20
Dépression 15 (44,1%) 0,817
(48,8%)

Bipolarité 3 (7,3%) 2 (5,9%) 1,000
Trouble anxieux | 7 (17,1%) 3 (8,8%) 0,333
Toutes patholo- 18

ies psychi- 22 (64,7%) 0,036

s (92.7%) ’
atriques

Tableau 5. Description clinique de la population étudiée.

52



2. Données neurodéveloppementales

Le tableau 6 regroupe les différents résultats obtenus. Nous avons inclus dans les ana-
lyses cliniques 1’ensemble des membres de familles déja inclues sur la puce (parents, fréres,
sceurs). Nous avons réalisé un test ANOVA univarié¢ (modéle 1) en comparant les moyennes
obtenues pour chaque test entre les groupes exposés et non-exposés. Du fait de I’inclusion
dans I’analyse d’une génération supplémentaire non-exposée (parents), nous avons ¢galement

réalisé un test ANOVA multivarié en ajustant sur I’age (modele 2).
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Analyses descriptives

Modéle univarié®

Modeéle ajusté sur I'age”

Echelles Exposition N’ Mean SD F p n2 F p n2
AR Non-Exp. 28 79,750 10,613 36,477  <0,001* 0,448 40,554  <0,001* 0,469
Exp. 20 56,600 14,601
, Non-Exp. 40 97,600 15,120 0,517 0,475 0,009 0,727 0,398 0,013
uence
Exp. 18 94,111 20,953
MADRS Non-Exp. 10 10,000 9,006 0,013 0,911 0,001 0,025 0,877 0,001
Exp. 14 10,429 9,296
Non-Exp. 34 3,441 2,389 0,189 0,666 0,004 0,306 0,582 0,006
Waldrop
Exp. 19 3,737 2,353
Nss 23 Non-Exp. 34 9,765 7,328 0,137 0,713 0,003 5,547 0,023* 0,102
Exp. 18 10,472 4,729
o Non-Exp. 33 ,364 0,742 4,427 0,041°4 0,084 6,596 0,013* 0,123
Latéralisation
Exp. 17 941 1,197
Coordination ~ Non-Exp. 33 4,788 3,704 0,005 0,944 <0,001 3,516 0,067 0,068
Motrice Exp. 18 4,861 3,124
Intégration Non-Exp. 33 1,591 1,796 0,173 0,679 0,004 1,179 0,283 0,024
Motrice Exp. 18 1,389 1,356
Mouvements  Non-Exp. 32 438 0,749 0,674 0,416 0,014 1,644 0,206 0,034
Anormaux Exp. 18 639 0,967
Intégration Non-Exp. 34 2,809 2,313 0,031 0,862 0,001 8,526 2,216 0,143
Sensorielle Exp. 18 2,694 2,101
a Non-Exp. 34 -0,455 1,252 1,315 0,257 0,026 1,424 0,238 0,028
Exp. 18 -0,854 1,070
Non-Exp. 62 28,242 5,950 23,552  <0,001* 0,206 17,231 <0,001* 0,220
BPRS Total
Exp. 31 37,129 11,758
Non-Exp. 62 10,048 3,569 19,885  <0,001* 0,179 11,727  0,001* 0,161
BPRS ST1
Exp. 31 14,355 5,707
Non-Exp. 62 7,484 1,388 5,457 0,022 0,057 6,605 0,013* 0,098
BPRS ST2
Exp. 31 8,516 2,885
Non-Exp. 62 7,774 1,683 16,069  <0,001* 0,150 9,392 0,003* 0,133
BPRS ST3
Exp. 31 10,742 5,348
Non-Exp. 62 4,242 0,717 6,999 0,010" 0,071 7,300 0,009* 0,107
BPRS ST4
Exp. 31 4,936 1,806
Non-Exp. 62 10,823 2,677 9,907 0,002* 0,098 16,518  <0,001* 0,213
BPRS ST5
Exp. 31 13,097 4,261
Non-Exp. 28 1,429 2,201 2,632 0,111 0,048 0,888 0,353" 0,026
DTD Total
Exp. 26 2,577 2,969

Tableau 6. Analyse des données neuropsychologiques en fonction de I’exposition. * Le nombre d’inclus peut varier du fait de la réalisation ou
nen du test.* Analyse de variance en utilisant un modéle ANOVA. * p < 0,05. ¥ Significativité non retrouvée en test non paramétrigue. Sous

scores BPRS. BPRS ST1 : Dépression, anxiété, affects. BPRS ST2 : Psychose. BPRS ST3 : Symptémes négatifs ou retrait. BPRS ST4 :

Hostilité, suspicion. BPRS ST5 : Activation.
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Nous observons des différences significatives pour plusieurs sous-scores de la BPRS
(Brief Psychiatric Rating Scale, voir Annexe 1), notamment les scores de dépres-
sion/anxiété/affects (BPRS ST1), de psychose/pensée désorganis¢ (BPRS ST2), de symp-
tomes négatifs (BPRS ST3), d’hostilité¢/suspicion (BPRS ST4) et d’activation BPRS ST5).

Apres ajustement sur 1’age, le score total des signes morphologiques mineurs (NSS,
Neurological Soft Signs) différe aussi entre les groupes, notamment sur les scores de latérali-
sation.

Le score de fonctionnement global (GAF) est significativement différent entre les

deux groupes pour les deux modeles.

3. Données sur la méthylation de I’ADN

A/ Niveau de méthylation global entre exposés et non-exposés

Aucune modification significative globale du niveau de méthylation entre patients ex-
posés et non-exposés n’a été observée (p=0.763). Ce niveau a été calculé a I’aide du logiciel
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) comme la différence entre les moyennes
des changements de méthylation pour tous les CpGs entre les individus exposés et non-

eXposes.
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B/ Niveaux de méthylation spécifiques par CpG ou par géne entre patients exposés
et non-exposeés.

Les modifications de niveau de méthylation, pour une CpG donnée, associées a
I’exposition au diethylstilbestrol sont représentées dans le manhattan plot (figure 14, voir
aussi le top 100 CpG dans le tableau 7). Aucune de ces modifications n’atteint un niveau de
signification au niveau du génome complet. Nous avons décidé de poursuivre nos explora-
tions en analysant le top 100 des CpGs avec le plus haut niveau de significativité, compris

entre 1.25x 10° et 5.12 x 107,

~

& %) o

—log,, p value

w

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 202122
Chromosome

Figure 14. Manhattan Plot pour le modéle 8 par CpG. Aucune CpG n’atteint une valeur p statistiquement significative dans
le modele 8.
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ProbelD Chromosome | Position Gene Valeur P
cgl0171357 |15 96910540 9.82x 10-6
cgl9216561 |4 53750116 | SCFD2 1.1 x10-5
cg07991055 | 11 115027871 1.47 x 10-5
cg25320816 |13 114099871 | ADPRHL1 1.51 x 10-5
cg03742137 |2 236504280 | AGAP1 1.95x 10-5
cg03118430 | 11 2482233 | KCNQI1 2.04 x 10-5
cgl12972705 |8 1915076 3.07x 10-5
cg21218854 |9 113342396 | SVEP1 3.2x10-5
cgl1572390 |1 156252937 | SMGS5, TMEM79 3.44x 10-5
cg03066080 |17 77539424 3.73x 10-5
cg22180298 |6 163731903 | LOC285796, PACRG | 5.48 x 10-5
cg21049376 | 11 57120097 |P2RX3 5.49x 10-5
cg08521396 | 16 1060545 6.6 x 10-5
cgl1411838 |5 173631551 6.7 x 10-5
cg20186473 |17 10081280 | GAS7 8.3x 10-5
cg03421270 |6 32064153 | TNXB 8.31x 10-5
cg09185773 |13 27132773 | WASF3 9.59x 10-5
cgl7742781 |1 50834056 9.71 x 10-5
cgl1231291 |1 60539932 | Clorf87 0.000105

Tableau 7. Top 20 des sites CpG différentiellement méthylés, classées par significativité statistique. Modéle 8. (Seuil de
significativité P=1.21 x 10-7).
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L’approche par geéne n’a pas permis de retrouver un géne présentant une différence de
méthylation suffisante pour atteindre un niveau significatif dans les trois modéles considérés :

up-methylation, down-methylation ou mixed-methylation.

b/1. Analyses de réseaux

Nous avons réalisé des analyses de réseaux avec surreprésentation, en utilisant la base
en ligne ConsensusPathDB, afin d’établir si nos meilleurs résultats étaient susceptibles
d’intervenir dans des réseaux biologiques de facon significative. Pour cela nous avons inclus
la liste des genes correspondant au top 100 CpG et avons effectué une analyse de surreprésen-

tation. Le tableau 8 montre les résultats obtenus.
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Candidats Valeur .
Réseau Source Fonction
contenus q*
VEGF hypoxie and angiogenese 2 0,0385 |PID Oncogenese
role de mef2d dans I’apoptose des
2 0,0385 |PID Oncogenese
cellules t
Réseau de signalisation de ber 2 0,0385 |PID Oncogenése
S _ Signalisation
Réseau de signalisation du calcium |4 0,0385 |KEGG
générale
Signalisation
Réseau de surveillance des mRNA 3 0,0385 |KEGG
générale
Réseau de signalisation de la famille Signalisation
. 2 0,0385 |PID
des protéines G générale
Signalisation médiée par les récep- Signalisation
_ . 2 0,0385 |PID
teurs de 1’acide rétinoique générale
. . Signalisation
Expression et traitement pré-NOTCH | 2 0,0385 | Reactome
générale
Réseau de signalisation Wnt et pluri- ; 0.0385 Wikipath- Signalisation
potence ’ ways générale
Inflamma-
TNFalpha 5 0,0338 | NetPath _
tion
Expression des chémokines induites Inflamma-
2 0,0385 |PID .
par fmlp dans les cellules hmc-1 tion
. Systeéme
Synapse GABAergique 4 0,0299 |KEGG
nerveux
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Systeme

Synapse cholinergique 0,0338 |KEGG
nerveux
. . Systeme
Synapse dopaminergique 0,0338 | KEGG
nerveux
. . Systeme
Addiction a la morphine 0,0385 |KEGG
nerveux
Signalisation rétrograde endocanna- Systeme
' 0,0385 |KEGG
binoide nerveux
_ . Systéme
Synapse sérotoninergique 0,0453 | KEGG
nerveux
) Systeme
Synapse glutamatergique 0,0453 | KEGG
nerveux
. Systeme
Sclérose Amyotrophique latérale 0,0427 |Reactome
nerveux
Systeme
Interactions NCAM1 0,0453 | Reactome
nerveux
Systeme
Activation des récepteurs GABAB 0,0453 |Reactome
nerveux
Signalisation adrénergique dans les )
' 0,0299 |KEGG Spécifique
cardiomyocytes
Métabolisme des composés sélé- )
. 0,0338 |KEGG Spécifique
niques
Sécrétion d’acide gastrique 0,0385 |KEGG Spécifique
Entrainement circadien 0,0385 |KEGG Spécifique
Me¢lanogenése 0,0385 |KEGG Spécifique
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Réseau Beta-agoniste/Beta-bloquant 0,0338 | PharmKGB | Spécifique
Effets de la calcineurine sur la diffé- '

o ) 0,0338 |PID Spécifique
renciation des kératinocytes
Role de la signalisation des NFAT
calcineurine-dépendant  dans les 0,0338 |PID Spécifique

lymphocytes

Tableau 8. Analyse de réseaux par ConsensusPathDB.

*les valeurs p sont corrigées pour les tests multiples en utilisant les taux des faux positifs.

b/2. Carte des variations de méthylation

Cette analyse a été réalisée en utilisant le logiciel MultiexperimentViewer (version

4.9.0) *. Nous avons sélectionné les tops 100 CpGs. Les phénotypes individuels (exposition

ou non-exposition) ainsi que les taux de méthylation B ont été renseignés pour chaque indivi-

du. Nous avons réalisé une analyse de significativité pour puce (Significant Analysis for Mi-

croArray). Le clustering hiérarchique des 100 tops CpGs permet de discriminer les exposés

des non-exposés. (figure 15).
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Figure 15. HeatMap des top100 CpG. En abscisse, I’ensemble des sujets inclus dans 1’étude. En ordonnée les tops 100 CpGs.
Plus la couleur s’oriente vers le rouge plus le taux de méthylation  est proche de 1. Plus elle s’oriente vers le vert, plus le

taux de méthylation f est proche de 0.

b/3. Analyses par fratries

Nous avons ensuite choisi de comparer les schémas de méthylation entre paires de

fréres et sceurs discordantes pour I’exposition au diethylstilbestrol avec paires de fréres et

sceurs concordantes pour la non-exposition. Ces études de discordance versus concordance

sont particuliérement utilisées chez des paires de jumeaux . Ceux-ci partageant un matériel

génétique commun, elles permettent d’étudier les facteurs discordants liés a I’environnement.

Dans le cas de I’exposition in utero au diethylstilbestrol, la discordance entre jumeaux a

I’exposition est théoriquement inexistante, d’ou 1’utilité de paires issues d’une méme fratrie,

ne partageant que 50% de leur matériel génétique en commun.

Nous avons ainsi comparé :

* les différences des taux de méthylation entre paires discordantes (un individu exposé

et un individu non-exposé)
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* aux différences des taux méthylation entres paires concordantes (deux individus non-

eXposes).
A= |BNE - B - BN - BT
Paire discordante Paire concordante

La figure 16 représente les différentes possibilités attendues.

50% 50% <50% >50%

N
7
=

CpG CpG

CpG

concordance >discordance _discordance >concordance

Figure 16.

La figure A ci-dessus représenterait le cas hypothétique ou 1’exposition au diethylstilbestrol se traduirait par des différences
de méthylation entre fratries concordantes et discordantes pour I’ensemble des CpGs étudiées.

L’aspect symétrique de la figure B serait en faveur de I’absence d’effet li¢ a I’exposition au diethylstilbestrol.

La figure C suggérerait une participation de 1’exposition au diethylstilbestrol ainsi que I’existence d’autres facteurs (effets
environnementaux non partagés, participation génétique) ayant une influence sur les différences de méthylation observées.
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En appliquant ce concept au top 100 CpGs nous obtenons les résultats présentés dans
la figure 17. Nous retrouvons ici 64 CpGs ayant une différence positive et 36 négative, cette
observation peut donc traduire un effet dysméthylant du diethylstilbestrol (test chi-2: p =
0.04554 versus une répartition de 50/50 attendue en I’absence d’effet dysméthylant du
diethylstilbestrol).

044

,037

.02

014

=017

-,025

-,03

Figure 17. Différence des moyennes des paires discordantes et des paires concordantes non exposées pour le top 100 CpG.
En abscisse les CpGs, en ordonnées les différences de moyenne.

La figure 18 est présentée ici a titre d’exemple, elle illustre les analyses effectuées
pour une CpG donnée. Elle n’est pas représentative de I’ensemble des CpG ni de I’ensemble

des familles analysées.
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>4 207.04
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Figure 18. Différences des valeurs de méthylation entre paires discordantes et concordantes non-exposées. Exemple de la
¢g05210239 (géne GALTNY).

65



DISCUSSION

1. Perturbateurs endocriniens et neurodéveloppement

De plus en plus de travaux argumentent qu’un certain nombre de perturbateurs endo-
criniens pourraient altérer la transmission neuronale, ainsi que la formation des neurites. En
maticre de santé publique, des questions se posent quant a un lien possible entre
I’augmentation de 1’exposition aux perturbateurs endocriniens et I’augmentation d’incidence
des troubles neurodéveloppementaux.

Sur le plan clinique, nous retrouvons une différence de symptomatologie psychiatrique
rapportée entre exposés et non-exposés sur plusieurs items de la BPRS, ’ensemble de ses
sous-scores et certains items individuellement. Les signes neurologiques mineurs et les scores
de latéralisation, aprés ajustement sur 1’age, paraissent également différents, tout comme le
score de fonctionnement global.

Sur le plan épigénétique, nos résultats indiquent que, plutét que d’étre associée a des
changements globaux de méthylation, 1’exposition prénatale au diethylstilbestrol est associée
a des modifications de méthylation spécifiques. Aucune de ces modifications n’atteint un ni-
veau de significativité au niveau du génome complet. Ces altérations sont néanmoins signifi-
cativement surreprésentées au niveau de génes impliqués dans des voies biologiques poten-
tiellement responsables de I’émergence des troubles psychiatriques.

L’analyse par fratrie retrouve des différences de méthylation plus grande chez les

paires discordantes, argumentant pour un effet dysméthylant du diethylstilbestrol.
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A/ Arguments pour une perturbation du neurodéveloppement

De nombreux travaux sur modeles animaux apportent aujourd’hui la preuve d’une as-
sociation entre anomalies neurodéveloppementales et exposition a des perturbateurs endocri-
niens. Citons ’exemple des pesticides organophosphorés qui représentent plus de 50% des
pesticides. Le chlorpyfiros (CPF) est le plus répandu dans cette classe. Contrairement a cer-
tains pesticides présentant uniquement un effet neurotoxique aigu, son exposition gestation-
nelle et néonatale altére la différenciation neuronale, la synaptogenése et I’expression génique
chez le rat et affecte la transmission sérotoninergique et dopaminergique avec un dimor-
phisme sexuel °'. Une altération du potentiel de myélinisation chez le rat exposé au bisphénol

7 ror . Lo . . 32
A a également été mis en évidence, notamment au niveau de ["hippocampe .

B/ Arguments pour une perturbation des fonctions cognitives

Sur le plan des fonctions cognitives, des effets, spécifiques au sexe, liés aux perturba-
teurs endocriniens cestrogéniques ont été observés chez les « Yu-Cheng boys » (entre 1978 et
1979 plus de 2000 taiwanais ont ingérés par accident de I’huile de riz contaminé en PCBs).
Ces garcons ont montré des difficultés cognitives, notamment d’apprentissage dans I’espace,
supérieures aux filles exposées >>. Ces résultats ont pu également étre observés chez le rat
male, pour qui I’exposition prénatale et lactationnelle au PCBs semblent coincider avec des

difficultés d’orientation spatiale >*. Inversement, certaines études ont mis en avant une amélio-

ration de certaines fonctions cognitives suite a I’exposition a des perturbateurs endocriniens.
Ainsi, I’exposition de rats males au 17a-ethynil cestradiol du cinquiéme jour gestationnel au
sevrage s’est traduite par une amélioration de la mémoire de travail durant une épreuve du
labyrinthe de Morris >°. Enfin des études plus récentes autour de I’exposition prénatale au
bisphénol A ne retrouvent pas d’effets significatifs sur les performances dans les épreuves de

labyrinthe que ce soit chez le male ou chez la femelle *°. Ces observations soulignent
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a la fois I’'impact de ’exposition aux perturbateurs endocriniens sur les fonctions cognitives
du développement a 1’age adulte mais aussi la complexité de I’interprétation des résultats

comportementaux observeés.

C/ Arguments pour une perturbation des aspects comportementaux

Plusieurs études ont mis en évidence que 1’exposition aux perturbateurs endocriniens
alteére les réponses comportementales chez le rat. L’exposition in utero au CPF induit une ré-
ponse de type agressive lors de test de comportement chez le rat male adulte et adolescent.
Chez la femelle adulte, une modification des interactions sociales est également observée face
a I’individu de méme sexe ou de sexe opposée dans les tests de défense du nid > .
L’exposition prénatale de souris au diethylstilbestrol, se traduit également par une augmenta-
tion de la réponse agressive au méme sexe °'. Tanaka et al., aprés avoir administré des faibles
doses de diethylstilbestrol a des souris en périnatal (0.3 ou 3 pg/kg entre les jours de gesta-
tions 11 et 17 et entre les jours postnataux 2 et 6), ont observé une augmentation significative
de I’activité en champ ouvert des males et des femelles, ainsi qu’un évitement passif de moins
bonne qualité chez les males. Ils corrélent ces observations a une augmentation significative
du nombre de récepteurs cestrogéniques o dans la région du noyau ventromédial de
I’hypothalamus ®*. Chez le rat, I’exposition au bisphénol A durant différentes étapes du déve-
loppement a également pu mettre en exergue I’apparition de comportements hyperactifs *,
I’altération des comportements exploratoires *** ainsi qu’une majoration de I’anxiété °®%
avec toujours un dimorphisme sexuel. Concernant la réponse au stress, bien que quelques
études commencent a mettre en évidence un lien entre perturbateurs endocriniens et altération
de la réponse au stress oxydatif ®, les résultats sont encore peu nombreux et nécessitent des
explorations supplémentaires. Chez I’homme, I’exposition aux métaux lourds, au mercure ou
encore au PCBs a été associé a des troubles du comportement divers ®*’°. Chez les enfants
exposés au mercure, au plomb et au PCBs ont été retrouvé une augmentation des symptdomes
d’hyperactivité, d’inattention "' ainsi que des comportements antisociaux et d’agressivité ',

L’exposition prénatale au bisphénol A a été associée a des comportements d’externalisation

plus importants chez la fille de deux ans . Une association a par ailleurs été retrou-
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vée entre exposition prénatale aux substances perfluoralkylées et risque d’épilepsie spastique
uni et bilatérale chez le gargon '*. Dans une étude récente de Hong, des taux urinaires de bis-
phénol A ont été mesurés chez 1089 enfants agés de 8 a 11 ans. Ces taux ont été corrélés po-
sitivement a des troubles du comportement (score total de 1’échelle Child Behavior Check-
List) et négativement aux capacités d’apprentissage (quotient d’apprentissage du Learning

Disability Evaluation Scale) .

Enfin, des études récentes s’intéressent maintenant a un possible lien entre exposition
aux perturbateurs endocriniens et neurodégénérescence. Une étude épidémiologique espa-
gnole retrouve une association entre exposition aux pesticides et incidence de pathologies

neurodégénératives (maladies d’ Alzheimer et de Parkinson) .

D/ Mécanismes sous-jacents évoqués

Plusieurs hypothéses ont été suggérées pour expliquer comment I’influence des per-
turbateurs endocriniens sur le développement de certains circuits neuronaux pourrait expli-
quer les effets cliniques observés, sur les aspects cognitifs et comportementaux notamment.

De nombreux travaux épidémiologiques et expérimentaux ont montré que les pertur-
bateurs endocriniens affectaient le systéme nerveux central en interagissant avec 1’axe hypo-
thalamo-pituito-thyroidien, essentiel pour le développement cérébral. Un déficit de relargage
de TRH et de TSH a en effet été rapporté par plusieurs études, ainsi qu’un déficit de la syn-
thése de T3 et de T4 par des perturbateurs tels que les pesticides, les phtalates et les PCBs
77,78

L’axe hypothalomo-pituito-surrénalien est également altéré aprés exposition notam-
ment au bisphénol A. Les taux basaux d’hormones adrénocorticotrophines (ACTH) apparais-
sent majorés chez les males exposés en comparaison aux non-exposés, ce qui n’est pas obser-
vé chez les femelles. Aprés un stress, 1’élévation des taux d’ACTH et de corticostérone était
plus élevée chez les méles que chez les femelles .

L’apparition de troubles neurospychiatriques secondaires a 1’exposition aux perturba-

teurs endocriniens pourrait étre le résultat de modifications dans la transmission mo-
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noaminergique. Certains perturbateurs endocriniens comme le bisphénol A perturbent le sys-
téme mésolimbique dopaminergique en interrompant la synthese, le relargage, et le turn-over
de la dopamine, altérant le transporteur de la dopamine (DAT) et I’expression des récepteurs
dopaminergiques *°. De fagon similaire, des modifications de la transmission sérotoninergique
secondaires a une exposition pourraient résulter dans I’émergence de troubles dépressifs ou
anxieux .

Le systeme arginine vasopressine (VAP) est constitué¢ de nonapeptides neurohypophy-
saires retrouvés dans les systémes magnocellulaires et parvocellulaires de I’hypothalamus et
du systéme limbique. Chez les mammiféres, ce systéme module les comportements sociaux,

et agressifs notamment .

L’administration d’cestrogénes et d’androgénes module
I’expression d’AVP ® et contribue en partie a la masculinisation de ce systéme **. De ce fait,
le systéme AVP est considéré comme une possible cible des perturbateurs endocriniens *. En
effet, chez le mammifere, I’exposition aigue a 1’estradiol stimule la production de I’ARNm
d’AVP ®. Chez le rat, ’exposition a certains phytoestrogénes induit une élévation de la sécré-
tion de vasopressine dans les extraits hypothalamiques *’.

Un autre nonapeptide d’intérét est I’ocytocine. Produit par les noyaux magnocellu-
laires, il est impliqué dans la reconnaissance sociale et dans les comportements maternels **.
L’exposition au bisphénol A réduit certains comportements maternels liés a 1’ocytocine . Ces
effets pourraient résulter de 1’altération de I’expression des récepteurs centraux de 1’ocytocine
inductibles par les cestrogénes *°. Chez le campagnol, I’exposition a de fortes doses de bis-
phénol A (50 mg/kg/jour) est associée a I’augmentation du nombre de neurones immunoréac-
tif a ’AVP dans le noyau paraventriculaire antérieur et a une diminution du nombre de neu-
rones immunoréactif a I’ocytocine dans le noyau paraventriculaire postérieur *°.

Une ¢étude récente de Kumamoto apporte des arguments pour une médiation liée a
I’inactivation du X entre exposition au bisphénol A et apparition de troubles du neurodéve-
loppement. En effet, aprés exposition intra utero et néonatale a 50 mg/kg/jr de bisphénol A,
une altération de I’expression de Xist et Tsix (facteurs de régulation de I’inactivation de 1’X)
ainsi que de FMRI1, GDI1, NLGN3 et PAK3 (genes impliquées dans des troubles neurodéve-
loppementaux liés a 1’X) est observée *'.

Les perturbateurs endocriniens agissent via plusieurs classes de récepteurs : cestrogé-
niques, corticostéroidiens, peroxisome proliferator-activated (PPAR)...Un mécanisme tres
¢tudié aujourd’hui est celui via la liaison aux récepteurs cestrogéniques. D’une part, par ce

mécanisme, les perturbateurs endocriniens altérent I’expression de réseaux de signali-
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sation en aval (citons esr et c-jun dans les réseaux de I’apoptose °> ou ERK1/2 et son rdle sur
la morphogenése dendritique *°), d’autre part ils altérent I’expression elle-méme des récep-
teurs cestrogéniques au niveau cérébral (de I’hypothalamus notamment) avec un dimorphisme
sexuel 7.

Sur le plan du développement des organes génitaux externes, Mahawong et al. ont ob-
servé que I’intensité des effets du diethylstilbestrol variait en fonction de leur degré de sensibi-
lité aux cestrogénes .

Sur un plan plus neurodéveloppemental, Tomihara et al. ont étudié la contribution du
récepteur cestrogénique o sur les effets de I’exposition prénatale au diethylstilbestrol et
I’émotivité. Des souris enceintes, knock-out hétérozygotes pour le récepteur a, se sont vues
administrés du diethylstilbestrol (0,1 p/j) entre les jours 11 et 17 de gestation. Le comporte-
ment émotionnel de la progéniture a été évalué a 5 semaines par des tests de transitions jour-
nuit. Chez des souris sauvages, le diethylstilbestrol diminuait I’émotivité chez les femelles et
I’augmentait chez les males. Chez les souris knock-out, ces effets sexe-dépendants étaient
totalement abolis. Ces résultats suggerent que les effets sexe-dépendants du diethylstilbestrol
sur I’émotivité sont principalement produits par son action sur le récepteur cestrogénique o *°.

Ensemble, ces données pourraient expliquer comment les perturbateurs endocriniens

. . . 9
peuvent affecter négativement les dimorphismes sexuels dans le cerveau *.

2. Théorie de la perturbation endocrinienne dans la schizophrénie.

Suite a I’observation de similarités entres les effets d’une exposition au bisphénol A et
les anomalies observées dans la schizophrénie, certains auteurs ont postulé récemment pour

une théorie de la perturbation endocrinienne dans la schizophrénie.

Des anomalies des fonctions endocrines et neuroendocrines ont été observées de

longue date dans la schizophrénie ***

. Elles incluent des altérations de la régulation de
I’hormone de croissance (GH), de la prolactine (secondaires également aux antipsychotiques),
des hormones de 1’axe adrénocorticotrope et du cortisol, des effets sur la vasopressine et

I’ocytocine et un possible effet protecteur des cestrogénes et de la progestérone °°. Ces
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¢tudes se sont focalisées sur la description du statut neuroendocrine du patient adulte atteint
de schizophrénie ou sur son exposition prénatale a des altérations des glucocorticoides via des
facteurs de stress '”’. Certains auteurs suggérent encore que des facteurs responsables du dé-
veloppement normal des dimorphismes sexuels dans le cerveau adulte étant communs a cer-
tains facteurs de risque associés a la schizophrénie, ils pourraient bénéficier d’un effort de
recherche particulier pour une meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie
%1 Citons 1’exemple de I’hypospadias, liés a la contraction de la grippe maternelle durant le

102103 1 es hypothéses actuelles s’interrogent donc

1" trimestre, tout comme la schizophrénie
sur 1’exposition aux perturbateurs endocriniens qui pourraient majorer le risque de dimor-

phismes sexuels et de schizophrénie, via des mécanismes communs.

(Estrogenes et schizophrénie : Des taux bas en cestrogénes ont été associés avec des

19 Le début plus tardif chez

~ . o 104
symptomes de schizophrénie chez I’homme " et chez la femme
o r1z \ £ 106 A
la femme a été corrélé avec I’effet protecteur de taux d’cestrogénes supérieurs . De méme,
les variations des taux d’cestrogenes durant le cycle ont pu €tre mis en lien avec des variations

dans I’intensité des symptomes observes.

Hormones liées au stress et schizophrénie : Les recherches sur les effets du stress dans

la schizophrénie se sont beaucoup concentrées sur les ¢lévations des taux de glucocorticoides.
L’¢lévation chronique de glucocorticoide chez le rat se manifeste par une altération de

’architecture hippocampale au niveau de 1’arborescence dendritique '’ (des pics d’exposition
pp p q p p
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aux glucocorticoides se traduisant par une dégénérescence préfrontale ). La levée

d’inhibition chez les rongeurs est modulée par les corticoides, donc par les perturbateurs en-

10

.. . . N . ;. 9 J4 .
docriniens, pouvant coincider avec un modele de schizophrénie . Les neurostéroides

comme |’allopregnanolone jouent également un role dans 1’axe hypothalamo-pituitaro-
adrénergique (HPA). Ce métabolite de la progestérone régule I’inhibition des récepteurs GA-

110

BAA impliqués dans de nombreuses maladies psychiatriques Les concentrations

d’allopregnolone sont altérées dans plusieurs régions cérébrales chez les patients schizophré-

M Si les effets directs des perturbateurs endocriniens sur

niques et bipolaires
I’allopregnolone n’ont pas été a ce jour directement étudiés, on peut les envisager a travers les

. . - 112 113
modifications des taux ostrogéniques et de progesterone .
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Anomalies de morphologie cérébrale : Les effets de 1’exposition au bisphénol A sur le

cervelet sont similaires aux anomalies retrouvées dans la schizophrénie ''*. Ils incluent une
réduction de I’inhibition cérébelleuse, une taille des cellules de Purkinje réduite ''° une altéra-
tion des systémes de controle de la synaptogenése ''°. Des similarités entre schizophrénie et
exposition au bisphénol A ont été également mises en avant au niveau de la différenciation,

de la migration et de I’apoptose neuronale ''"''®

. Des mod¢les d’apoptose neuronale de la
schizophrénie ont été proposés chez le rat traité en néonatal par acide kainique. L’étude de
I’apoptose des hippocampaux étant réalisée par la méthode TUNEL (transferase-mediated
dUTP nick end-labeling) '"° Chez des rats exposés néonatalement au bisphénol A, le méme
profil TUNEL a pu étre observé ®°. Les anomalies communes de la synaptogenése retrouvées
chez les patients schizophrenes et chez les exposés au bisphénol A pourraient étre médiées par
la cascade de la MAP (mitogen-actived protein) kinase, influant elle-méme sur la densité sy-
naptique des dendrites pyramidaux CA1 '?*'#'. Au niveau de I’architecture neuronale plus
générale, un profil similaire semble apparaitre chez les patients schizophrénes et exposés au
bisphénol A, caractérisé par une croissance neuronale majorée dans les cinquie¢mes et

122,123

sixiemes couches corticales . Des anomalies des cellules gliales semblent également

. 124,12
apparaitre dans les deux conditions '#*1%°.

Anomalies des fonctions hormonales : Les récepteurs cestrogéniques semblent jouer

un role dans de nombreuses affections neuropsychiatriques. Ainsi, I’expression du récepteur
cestrogéniques o parait moindre dans 1’amygdale, le cortex frontal et I’hippocampe de plu-
sieurs affections psychiatriques, son taux d’ARNm étant abaissé '2°. Dans les modéles ron-
geurs, 1’exposition néonatale et pubertaire au bisphénol A altére I’expression du récepteur o
127 avec un dimorphisme sexuel. Les effets sur la progestérone sont moins décrits mais peu-
vent étre envisagés, notamment, comme vu plus haut, a travers 1’action de neurostéroides
comme |’allopregnanolone. Un autre axe hormonal majeur altéré a la fois dans la schizophré-
nie et par certains perturbateurs endocriniens est I’axe LH/testostérone. Dans la schizophré-
nie, des taux basal abaissé de LH ont été retrouvés sans qu’ils ne soient forcément associés a

128

une hyperprolactinémie . L’exposition au bisphénol A se traduit également par un taux

abaiss¢ de LH, de testostérone ainsi que de 17a-hydroxylase chez le rat '*°.

Anomalies des neurotransmetteurs et de leurs récepteurs : Une relation nette a été

montrée entre schizophrénie et surexpression dopaminergique via le récepteur D2, la
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fonction du récepteur D1A paraissant également altérée °°. Chez la souris exposée au bisphé-
nol A, a J5, on observe une surexpression du géne du récepteur D2 !, Les observations faites
sur la tyrosine hydroxylase (TH) semblent également s’accorder. La TH est un marqueur des
cellules synthétisant de la dopamine, sa transcription est augmentée chez les patients schizo-

phrénes **

. Des modgeles de souris schizophrénes présentant une diminution de la densité et
de la longueur des neurones TH ont été proposés °, paradoxalement les taux de dopamine
observés restaient élevés. Chez des souris exposées in utero au bisphénol A, le dimorphisme
des neurones TH apparait diminué, avec notamment une diminution du nombre de ces neu-
rones chez la femelle '**, nombre restant stable chez le male '*°.

La acetylcholine transferase est abaissée dans le nucleus accumbens de patients schizophrénes
ce qui pu étre corrélé a certains troubles cognitifs '*°. Suite a une exposition au bisphénol A,

ont été retrouvés ces mémes troubles associés a une diminution du taux de acetylcholine

transferase dans I’hippocampe .

Anomalies des protéines et facteurs : Sonic Hedgog (SH) est une molécule de signali-

sation et un facteur impliqué dans le développement des neurones dopaminergiques.

L’altération de la voie de SH est retrouvée dans des pathologies neurodéveloppementales et

notamment dans I’holoprosencéphalie (HPE) '**

pour laquelle les modéles animaux retrou-
vent plusieurs caractéristiques de la schizophrénie '*°. L’exposition prénatale au bisphénol A
induit également des déficits de la voie de SH '*. Le GDNF (Glial cell-line Derived Neuro-
trophic Factor) pourrait jouer un role dans la schizophrénie du fait que certains all¢les de ce

géne constitueraient des facteurs protecteurs de la maladie '*!

. L’exposition au Bisphénol A
diminue les taux de GDNF. De méme, des similitudes d’altération des taux de galanine (qui
module la transmission sérotoninergique et inhibe la transmission dopaminergique) ont été

retrouvés dans la schizophrénie et aprés exposition au bisphénol A '*#'%,
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3. Etudes épigénétiques

En dehors du mécanisme « classique » de liaison des perturbateurs endocriniens a cer-
tains récepteurs cellulaires d’intérét, des modifications épigénétiques ont été avancées comme
conséquence a I’exposition. En effet, la vaste majorité des perturbateurs endocriniens n’ont
pas la capacité d’altérer la séquence d’ADN ou de promouvoir des mutations génétiques '**.
L’environnement peut cependant influencer les processus ¢épigénétiques pour altérer

I’expression génique et le développement.

A ce jour, I’étude des conséquences épigénétiques lices aux perturbateurs endocriniens
a principalement été conduite par des approches de geénes candidats. Sur des cellules épithé-
liales de sein humain, 1’exposition au bisphénol A induit une hyperméthylation de génes spé-
cifiques (BCL2L11, PARD6G, FOXPI et SFRS11), ainsi qu’une hypométhylation de NUP98
et de CtIP (RBBPS) '*. Sur des souris CD1, ’exposition in utero au bisphénol A induit une
hypométhylation du promoteur et d’un intron de = HOXAI0, un gene controlant
I’organogenése utérine '*°. Chez le rat male, I’exposition au bisphénol A régule négativement
I’expression des ADN méthyltransférases (DNMT) qui sont impliquées dans la machinerie de
la méthylation de ’ADN '*". Au moyen de Restriction Landmark Genomic Scanning (RLGS)
et d’'une PCR quantitative sensible a la méthylation, Yaoi et al. ont examiné le statut de mé-
thylation de 2500 CpG de cerveau de feetus de souris apres exposition a des faibles doses de
bisphénol A. Des modifications du signal d’intensité ont été retrouvées sur 48 spots (1,9%)
entre les groupes exposés et non-exposés, indiquant des changements de niveaux de méthyla-
tion '**. Cette technique d’approche sur génome entier reste néanmoins limitée par un taux de
couverture relativement faible. Kim et al. ont récemment publié la premiére étude de méthyla-
tion de I’ADN sur génome entier, appliquée a des cellules hépatiques de souris apres exposi-
tion au bisphénol A durant la gestation et la lactation '*’. En utilisant une méthode de séquen-
cage de nouvelle génération appliquée a la méthylation (MethylPlex-Next Generation Sequen-

cing, utilisation d’enzymes de restriction dépendantes de I’état de méthylation avant
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d’effectuer un deep-sequencing), plusieurs génes impliqués dans des voies de signalisation
spécifiques (transport transmembranaires de petites molécules, métabolisme, réponse au sti-
mulus, synapse glutamatergique et régulation de I’autophagie) ont ét¢ identifiés comme diffé-

remment méthylés.

Plusieurs études ont étudié les perturbations épigénétiques liées a 1’exposition au

diethylstilbestrol en utilisant des approches de génes candidats sur des modéles animaux "**

133 L’exposition in utero au diethylstilbestrol a été associ¢e a des modifications d’expression

134 Bromer et al. ont étu-

de DNMT1 dans plusieurs tissus comme 1’épididyme "** ou 1’utérus
di¢é le statut de méthylation de 1’homeobox A10 (HOXA10) sur des cellules endometriales hu-
maines. Une hyperméthylation d’HOXA10 a été observée dans la partie caudale de 1’utérus
aprés exposition ', Des résultats similaires ont été observés pour les génes c-fox et Nsbpl
153135 " A notre connaissance toutefois, concernant ’exposition au diethylstilbestrol, ce projet

est le premier utilisant une technique d’étude sur le génome entier humain.

Nous n’avons pas observé que 1’exposition au diethylstilbestrol induisait des modifica-
tions de méthylation globale sur I’ensemble du génome. En revanche nous avons observé des
modifications de méthylation de CpG spécifiques participant a plusieurs réseaux biologiques.

L’utilisation de ConsensusPathDB nous a permis d’identifier 29 réseaux auquel nos
top100 CpG sont significativement susceptibles de participer (g-value < 0.05).

Douze de ces réseaux sont impliqués dans des fonctions neurodéveloppementales. Les diffé-
rentes synapses pour chaque neurotransmetteur (GABA, acetylcholine, dopamine, sérotonine

et glutamate) sont notamment retrouvées.

Trois réseaux sont impliqués dans des voies d’oncogenese : la protéine BCR (break-
pojnt cluster region) a elle-méme ét¢ impliquée dans la régulation du développement neuronal
par le contrdle par PTPRT (Receptor-type tyrosine-protein phosphatase T) du domaine
d’activation de la BCR-GTPase '*°. VEGF (vascular endothelial growth factor) a été égale-
ment impliquée dans la régulation du neurodéveloppement ">’. Pour rappel, 1’exposition in
utero au diethylstilbestrol a montré un risque cumulé par comparaison a la non-exposition de :
6.9% vs. 3.4% (hazard ratio = 2.28 ; IC 95% [1.59 - 3.27]) pour le cancer du col de I'utérus de
grade 2 ou supérieur ; et de 3.9% vs. 2.2% (hazard ratio = 1.82 ; IC 95% [1.04 - 3.18]) pour

le cancer du sein a partir de 40 ans.
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Six réseaux sont impliqués dans des processus plus « généraux » comme le réseau de
signalisation du calcium, particuliérement important pour la transmission du signal de dépola-

risation et de I’activité synaptique .

Plusieurs genes acteurs de réseaux biologiquement significatifs apparaissent donc dif-
féremment méthylés aprés une exposition in utero au diethylstilbestrol. Plusieurs hypotheses

physiopathologiques pourraient expliquer ce changement du profil de méthylation.

Selon le modele de la « signature », 1’exposition au diethylstilbestrol laisserait une
signature méthylomique dans le sang, sans qu’il n’y ait réellement de relations de cause a ef-
fet avec la méthylation cérébrale et/ou 1’apparition de la maladie. Le diethylstilbestrol pourrait
agir sur I’émergence de la maladie par un mécanisme hormonal notamment. La signature dans
le sang pourrait étre alors congue comme possible biomarqueur de 1’exposition au diethylstil-

bestrol et de I’apparition de troubles neurodéveloppementaux.

Le mode¢le du « site en miroir fonctionnel » fait I’hypothése d’un rdle causal entre mé-
thylation dans le cerveau et apparition de la maladie. Un mécanisme toxique (neurotoxique
notamment) direct du diethylstilbestrol pourrait entrainer secondairement des modifications
de la méthylation comme réaction a la Iésion. Les modifications de méthylation dans le sang
apparaitraient en miroir de celles présentes dans le cerveau. En effet plusieurs études sont en
faveur d’une concordance relative entre les profils de méthylation dans le sang et dans le cer-
veau ** ' bien que I’amplitude des niveaux de méthylation périphériques pourrait étre infé-
rieure par rapport aux tissus centraux '°'.

Etudiant les conséquences épigénétiques de I’exposition au diethylstilbestrol avec une
approche gene candidat, Li et al. A ont observé une déméthylation du promoteur de la lacto-

. 162
ferrine

. De facon intéressante, cette déméthylation n’a pas été observée chez les souris
exposées ayant été au préalable ovariectomisées, soulignant un effet hormonal du diethylstil-

bestrol sur la méthylation de promoteurs spécifiques.
En dehors des effets possibles de I’exposition au diethylstilbestrol sur la méthylation

de I’ADN, d’autres mécanismes épigénétiques liés a I’exposition ont pu étre évoqués. Banh et

al. ont récemment mis en evidence une augmentation de 1’expression d’une histone
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methyltransferase (EZH2) suite a I’exposition a certains perturbateurs endocriniens comme le
bisphénol A ou le diethylstilbestrol '**.

L’exposition maternelle au diethylstilbestrol a également été associée a des modifica-
tions persistantes d’expression de miARN chez la descendance. Suite a I’exposition in utero a
I’ethynil-estradiol, une diminution de plusieurs miARN a été constaté dans la glande mam-
maire '**

Ces différents mécanismes épigénétiques pourraient tout a fait s’intriquer. En effet les

165,166

miARN peuvent étre inhibé par la méthylation et ciblent eux-méme les ADN méthyl-

r . r r 16
transférases et les histones déacétylases'®’.

4. Perspectives de recherche

Les conséquences de 1’exposition, prénatale notamment, aux perturbateurs endocri-
niens sont sujettes & beaucoup de réflexions et de préoccupations actuelles. Le sujet est au-
jourd’hui fréquemment abordé¢ par les médias « généralistes » et a été 1’objet de lois récentes
visant a limiter leur utilisation. La littérature scientifique se multiplie de facon exponentielle,
pour étre en mesure d’affirmer des conséquences diverses sur la santé des individus exposés.
Le sujet demeure extrémement vaste et la généralisation ardue, notamment dans le domaine

des conséquences psychiatriques de 1’exposition.

L’étude de I’exposition per se est une premiere difficulté. Dans le cas du diethylstil-
bestrol, produit artificiel administré par le passé sur prescription médicale, il est relativement
ais¢ de déterminer si une personne a été exposée ou non. Il peut étre plus délicat de détermi-
ner précisément le moment et la dose de prise, du fait de I'ancienneté des prises. Cet exemple
permet de comparer une population exposée a une population non-exposée « pure ». D’autres
évenements ponctuels similaires ont eu lieu (exemple des garcons Yu-Cheng, exposés au PCB
entre 1978 et 1979, précédemment cité) et permettent d’avancer dans notre réflexion. Toute-

fois, si ces événements nous laissent envisager des possibles voies physiopathologiques, nous
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permettent-ils vraiment de faire un paralléle avec les doses beaucoup plus faibles des pertur-
bateurs endocriniens retrouvés aujourd’hui communément dans notre environnement?

En effet, dans le cas de la majorité¢ des perturbateurs endocriniens, 1’exposition est
ubiquitaire. Ainsi, la possibilité de témoins « sains » n’est pas envisageable, d’ou la nécessité
de quantifier I’exposition (mesure sanguine ou urinaire) avec souvent des marges d’erreur et
des effets-doses retrouvés. Par ailleurs, nous avons vu qu’un nombre important de perturba-
teurs endocriniens a ét¢ décrit a ce jour. Pouvons-nous vraiment généraliser les conséquences
d’un produit a I’ensemble des perturbateurs endocriniens ? Peut-on seulement généraliser les
résultats a un groupe ?

L’utilisation de modéles animaux est un moyen de contrdler I’exposition et d’avancer
sur les conséquences moléculaires de 1’exposition. La difficulté de réaliser des modeles phé-
notypiques calqués sur les principales maladies psychiatriques humaines reste une véritable

limite toutefois.

L’assomption d’un postulat « exposition aux perturbateurs endocriniens = schizophré-
nie, trouble de I'humeur... » parait restreinte et trop peu etayée sur le plan scientifique.
L’étude réalisée, ainsi que la littérature disponible, nous aménent toutefois & penser que
I’exposition a différents facteurs, par la dérégulation de plusieurs voies biologiques, pourrait
mener a des phénotypes psychiatriques divers, pour certains assimilables aux catégories dia-
gnostiques définies par le DSM, pour d’autres plus complexes. Nous savons aujourd’hui que
les maladies psychiatriques, au sein de chaque catégorie diagnostique, restent trés hétéro-
genes. Si ces catégories reposent sur des mécanismes physiopathologiques sous-jacents com-
muns, il semble que plusieurs voies biologiques peuvent amener & un méme phénotype, ou
qu’une voie biologique unique puisse étre a 1’origine de différents phénotypes. Dans cette
optique, I’exposition aux perturbateurs endocriniens serait amenée a déréguler plusieurs voies
biologiques. Leurs combinaisons pourraient favoriser I’émergence de phénotypes multiples,
que nous regroupons ici sous le terme de « pathologies neurodéveloppementales ». C’est ici
toute la complexité des maladies multifactorielles, résultant d’interactions « géne X environ-

nement », difficiles a étudier et dont les combinaisons paraissent parfois infinies.
Comment aller plus loin ? En gardant une attitude scientifique d’abord. En répliquant

nos résultats a d’autres perturbateurs endocriniens d’action similaire d’une part, en confirmant

les voies biologiques chez 1’animal d’autre part. L’utilisation de techniques de sé-
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quengage plus récentes, ainsi que le corolaire a I’expression de ’ARN et des protéines, aide-
rait également a mieux définir les mécanismes biologiques suspectés. Enfin, sur le plan cli-
nique, 1’enjeu est de pouvoir extrapoler ces résultats a notre pratique médicale. Nos conclu-
sions invitent a penser que la dérégulation menant aux phénotypes psychiatriques peut avoir
lieu au tout début de la vie embryonnaire. Insister auprés des patients sur les événements
anamnestiques précoces parait capital, tout comme détecter les anomalies neurodéveloppe-

mentales dés la petite enfance.

5. Limites

Biais de confusion

Sur le plan du phénotype clinique, un biais de confusion potentiel repose dans le fait
que I’exposition prénatale au diethylstilbestrol peut amener a des complications obstétricales,
représentant elles-mémes un possible facteur de risque environnemental a des troubles psy-
chiatriques a 1’age adulte. Concernant les données de méthylation, les patients exposés pré-
sentaient davantage de malformations urogénitales, nous n’avons pas contrdlé nos résultats
sur ce critére. Au moment de I’inclusion toutefois, aucun patient inclus ne présentait de cancer

diagnostiqué.

Biais de sélection

Le biais de sélection est un véritable questionnement dans les cohortes de patients ex-
posés au diethylstilbestrol. Il apparait en cas de différence significative entre les patients ex-
posés inclus dans I’étude et les exposés de la population générale. Par exemple quand plus de
patients exposés et malades sont inclus que de patients exposés non malades. Ainsi, les pa-
tients atteints exposés et malades pourraient étre plus & méme d’intégrer une étude cas-
témoins pour obtenir, a terme, une compensation légale par exemple. Ce biais limite
I’interprétation des données phénotypiques. Néanmoins 1’étude de méthylation, en assumant

que celle-ci n’influence pas la participation ne semble pas soumise a ce biais.
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Nature de 1’échantillon

Les études réalisées sur des échantillons sanguins posent de leur c6té la question des
possibilités d’interprétation des résultats, les neurones faisant partie des cellules les plus diffé-
renciées de 1’organisme. Bien que nous admettions la spécificité tissulaire de la régulation
épigénétique, la précocité et la sévérité de l'exposition prénatale au diethylstilbestrol dans
notre cohorte rendraient le dysrégulation épigénétique du méthylome plus générale, et donc

moins sélective au systéme nerveux.

Technique utilisée

L’utilisation d’une puce de méthylation étudiant plus de 450 000 CpGs répartis sur
I’ensemble du génome reste aujourd’hui moins performante en terme de couverture en com-

paraison aux techniques plus onéreuses de séquencage.

Malgré ces limitations, cette étude a plusieurs intéréts. A notre connaissance, il s’agit
de la plus large approche sur génome entier concernant I’étude de I’exposition prénatale au
diethylstilbestrol. Nous avons utilisé des réseaux afin de mieux apercevoir les conséquences

fonctionnelles des modifications de méthylation.

Plusieurs aspects restent néanmoins a considérer dans de futures études.

La reproductibilité des résultats est un point important. L utilisation d’une deuxi¢me
population permettrait d’estimer si la signature de nos meilleurs résultats est reproductible.
Les cohortes de patients exposés au diethylstilbestrol sont cependant aujourd’hui mal recen-
sées et mal documentées. Nous pourrions faire appel a des cohortes de deuxiéme ou troisiéme
générations.

L’¢étude de I’expression des genes différentiellement méthylées retrouvés dans notre
¢tude pourrait également étre une prochaine étape dans 1’analyse et la compréhension de nos

données.
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6. Troisieme génération

Les études autour du diethylstilbestrol s’intéressent aujourd’hui a la « troisiéme géné-
ration Distilbéne® ». Il s’agit de préciser de possibles effets transgénérationnels dans les
suites d’une exposition unique. Dans le cas du diethylstilbestrol, des conséquences sur les
petits-enfants de la femme ayant pris la molécule durant sa grossesse.

La confirmation d’une action transgénérationnelle du diethylstilbestrol est cruciale ;
non seulement d’un point de vue de santé publique, mais également dans la compréhension
du mécanisme d’action de la molécule.

Plusieurs études animales ont retrouvé une majoration du risque de tumeurs dans la

. , . . . 1 17
descendance de souris exposées au diethylstilbestrol in utero %870,

Ces derniéres ont également permis d’étudier les effets du diethylstilbestrol dans des
¢tudes multigénérationnelles. Les progénitures de souris exposées in utero au diethylstilbes-
trol ont vu leur risque de développer des cancers utérins, du rete testis et des vésicules sémi-

170171 " *exposition au diethylstilbestrol induit également des malformations

nales majorés
des organes génitaux externes chez la troisiéme génération de souris exposées ' .

Dans I’'une des premicres études s’intéressant a cette troisieme génération, Klip et al.
ont retrouvé une majoration du risque d’hypospadias chez les fils de femmes exposées in
utero au diethylstilbestrol (ratio de prévalence 21.3, IC 95% 6.5-70.1) '”. En 2006, ce risque
d’hypospadias a été confirmé par Brouwers et al. avec une magnitude néanmoins plus faible
7% Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer cette majoration de risque. Tout
d’abord la possibilité d’une malformation de I’appareil reproducteur pouvant interférer avec
un développement feetal normal durant la grossesse. Une autre hypothése serait celle d’un
équilibre hormonal perturbé durant 1’age adulte des filles exposées au diethylstilbestrol. En-
fin, une dernicre possibilité serait celle d’une perturbation génétique ou épigénétique trans-
mise.

Chez les filles de femmes exposées in utero ont été observés des cycles irréguliers et
un début de régles plus tardif ',

A ce jour, une majoration du risque de tumeurs bénignes ou malignes chez la troi-

sieme génération n’a pas été observée. De facon isolée, I’incidence de cancer ovarien
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a été toutefois supérieure a celle de la population générale chez les filles de femmes exposées
in utero '’°.

Les mécanismes €épigénétiques sont compatibles avec ces effets transgénérationnels.
En effet, les fréquences ne baissent pas a chaque génération mais restent élevées, suggérant
des mécanismes non mendéliens. En considérant les phénomenes transgénérationnels, il est
essentiel de distinguer des effets dus a une exposition directe multigénérationnelle et des ef-
fets transmis par la lignée germinale. L’exposition d’une génération FO enceinte peut expli-
quer des effets sur les générations F1 et F2, mais I’analyse de la génération F3 permet
d’observer des marques €pigénétiques en faveur d’une transmission par la lignée germinale

(figure 19).
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Figure 19. Exposition multigénérationnelle et transmission transgénérationnelle.

Les cellules germinales subissent deux phénomenes d’effacement épigénétique.
D’abord, juste apres la fertilisation, puis autour du dixiéme jour embryonnaire, aux stades de
cellules prégerminales. Quand celles-ci migrent pour former les gonades, elles subissent alors

. Fot r g O] . . 178 4 Y
une reprogrammation épigénétique spécifique avec un dimorphisme sexuel "°. Ce phénomene

de reprogrammation apparait sensible a I’environnement, hormonal notamment.
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L’exposition a ce stade a un perturbateur endocrinien pourrait donc laisser une empreinte dé-
finitive sur le génome de la génération F1, et &tre hérité par la lignée germinale de la généra-
tion F2 et suivantes. A titre d’exemple, les schémas de méthylation descendants de rongeurs
exposés au vinclozoline ont été étudiés. A la génération F3, 43 génes différentiellement mé-

r P . r 179
thylés étaient toujours retrouvés ' .

Les mécanismes sous-tendant ce phénomene
d’ « échappement » a la reprogrammation restent rares. Ils ont été principalement étudiés chez
les plantes et certaines lignées animales comme les nématodes. Les données chez I’homme
restent a ce jour trés limitées ™.

La transmission transgénérationnelle, par des mécanismes d’empreinte notamment,
ainsi que la persistance d’expositions continues permettent d’expliquer 1’augmentation

. . . N . oo e 181
d’incidence de certaines maladies et la majoration des effets a chaque génération .
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CONCLUSION

182 qualifient

Les législations européennes récentes (Conseil Européen 2009 — 2012)
les propriétés de perturbations endocrines comme incompatibles avec I’approbation de pro-
duits et de substances quels qu’ils soient. Toute substance ayant ce type de propriétés est en
effet susceptible de causer des effets sur la santé humaine. De ce fait, elle ne peut étre accep-
tée que si son exposition est négligeable. Toutefois, aucun critére scientifique n’a jusqu’alors
été trouvé pour définir ces propriétés de perturbations endocrines. La régulation de ces subs-
tances est ainsi associée a plusieurs défis de taille.

Comme nous ’avons vu, le systeme endocrinien est complexe. Il entre en jeu dans
toutes les fonctions des organismes vertébrés. Ces fonctions ne se résument pas au systéme
reproductif, mais incluent les systémes thyroidien, surrénalien ou pancréatique notamment.
Ainsi, tout effet toxique observé peut étre, en théorie, 1ié au systéme endocrinien. Par ailleurs,
les mécanismes sous-jacents aux effets toxiques observés sont complexes et difficilement
reliables a une perturbation endocrine.

L’approche de la toxicologie réglementaire autour d’une relation dose effet est ici re-
mise en question, du fait de ’absence de dose-effet pour un grand nombre de perturbateurs
endocriniens.

La multiplicité des perturbateurs endocriniens dans notre environnement est respon-
sable d’un effet « cocktail », rendant difficile I’analyse des différentes molécules de fagon
unique et indépendante.

En France, les décisions récentes prises autour de 1’interdiction du bisphénol A refle-
tent la prise de conscience de la société de I’effort scientifique, et de la mobilisation des asso-
ciations, argumentant des dangers de cette substance. Compte tenu des travaux publiés
jusqu’a présent, il appartient maintenant a la société de faire la balance entre les bénéfices

apportés par ces substances et I’impact sanitaire suspecté.

Nous avons €tudié un perturbateur endocrinien parmi beaucoup d’autres : le diethyls-

tilbestrol. Nous avons retrouvés des profils neuropsychologiques différents entre ex-
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posés et non-exposés. Cette étude est également une premicre étape dans I’identification de la
signature épigénétique a son exposition prénatale. Nos résultats indiquent que, plutdt que
d’étre associée a des changements globaux de méthylation, I’exposition prénatale au diethyls-
tilbestrol est associée a des modifications de méthylation spécifiques. Ces altérations
s’observent au niveau de génes impliqués dans des voies biologiques potentiellement respon-
sables de I’émergence des troubles psychiatriques.

Ces nouvelles observations aident a entrevoir les processus biologiques sous-tendant
I’exposition précoce aux perturbateurs endocriniens et les conséquences possibles sur le neu-

rodéveloppement.

Plusieurs aspects restent a envisager. Nos résultats bénéficieraient, d’une part, d’une
réplication dans une autre population humaine, d’autre part, d’une confirmation a I’aide de
modeles animaux. Par ailleurs, I’étude de I’ARN et de I’expression génique permettrait une
meilleure appréhension de nos résultats, au niveau cellulaire. Cet effort reste en effet essentiel
afin de mieux saisir les liens entre les données épigénétiques et cliniques observées dans notre

étude.
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ANNEXE 1. Echelle BPRS

Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS)

Date:

Individual's name:

INSTRUCTIONS

Rater's name:

This form consists of 24 symptom constructs, each to be rated on a 7-point scale of severity
ranging from 'not present' to 'extremely severe'. If a specific symptom is not rated, mark 'NA' (not
assessed). Circle the number headed by the term that best describes the patients present condition.

1 2 3

very

not present mild

mild

4

moderate

5

moderately
severe

6

severe

7

extremely
severe

1. | Somatic concern NA |1 2 3 4 5 6 7
2. | Anxiety NA |1 2 3 4 5 6 7
3. | Depression NA |1 2 3 4 5 6 7
4. | Suicidality NA |1 2 3 4 5 6 7
5. | Guilt NA |1 2 3 4 5 6 7
6. | Hostility NA |1 2 3 4 5 6 7
7. | Elated mood NA |1 2 3 4 5 6 7
8. | Grandiosity NA |1 2 3 4 5 6 7
9. | Suspiciousness NA |1 2 3 4 5 6 7
10. | Hallucinations NA |1 2 3 4 5 6 7
11. | Unusual thought content NA |1 2 3 4 5 6 7
12. | Bizarre behavior NA |1 2 3 4 5 6 7
13. | Self-neglect NA |1 2 3 4 5 6 7
14. | Disorientation NA |1 2 3 4 5 6 7
15. | Conceptual disorganization NA |1 2 3 4 5 6 7
16. | Blunted affect NA |1 2 3 4 5 6 7
17. | Emotional withdrawal NA |1 2 3 4 5 6 7
18. | Motor retardation NA |1 2 3 4 5 6 7
19. | Tension NA |1 2 3 4 5 6 7
20. | Uncooperativeness NA |1 2 3 4 5 6 7
21. | Excitement NA |1 2 3 4 5 6 7
22. | Distractibility NA |1 2 3 4 5 6 7
23. | Motor hyperactivity NA |1 2 3 4 5 6 7
24. | Mannerisms and posturing NA |1 2 3 4 5 6 7
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Résumé: De nombreux perturbateurs endocriniens sont retrouvés dans notre environnement. Ils in-
terferent sur ’action des récepteurs hormonaux. Plusieurs travaux argumentent qu’ils altéreraient la
formation des réseaux neuronaux. Un paralléle a été évoqué avec I’augmentation de la prévalence des
troubles neurodéveloppementaux. Un mécanisme d’action évoqué est un effet sur la méthylation de
I’ADN dans le cerveau en maturation.

Objectifs: Etudier les caractéristiques neurodéveloppementales et la signature épigénétique des pa-
tients exposés in utero au diethylstilbestrol.

Identifier des régions de méthylation différentielles sur des genes impliqués dans le neurodévelop-
pement, pouvant mener a une vulnérabilité psychiatrique.

Matériels et méthodes: Nous avons recruté 75 fréres et sceurs issus de 31 familles dont au moins
un membre fut exposé in utero au diethylstilbestrol. Une évaluation neuropsychiatrique a été réalisée.
Nous avons utilisé une puce de méthylation et avons analysé les variations de méthylation de 411 947
CpG.

Résultats: Nous avons observé des différences significatives au niveau de symptomes psychia-
triques aspécifiques et de signes neurologiques mineurs, tels que la latéralisation, associées a
I’exposition. Plusieurs réseaux biologiques présentant des modifications de méthylation sont associés
a I’exposition. Ils concernent les fonctions neurodéveloppementales, le métabolisme et 1’oncogencése.

Conclusion: L’exposition au diethylstilbestrol parait associée a des profils cliniques aspécifiques,
a des troubles de la latéralisation, et a des altérations de méthylation au sein de réseaux biologiques
spécifiques.

PRENATAL EXPOSURE TO ENDOCRINE DISRUPTORS AND NEURODEVELOPMENTAL
RISK: A STUDY OF DIETHYLSTILBESTROL-EXPOSED SIBLINGS.

Summary: Many endocrine disruptors are found in our environment. They act on hormonal recep-
tors, on their action and synthesis. They may alter neuronal transmission and neuronal formation. A lot
of neurodevelopmental diseases have a growing prevalence, raising many questions about a possible
association with endocrine disruptors. One of their action mechanisms may be an effect on DNA
methylation of the developing brain.

Objectives: To study neurodevelopmental characteristics and the epigenetic signature of patients
exposed in utero to diethylstilbestrol. To identify differentially methylated regions in neurodevelop-
mental related genes, which could lead to a psychiatric vulnerability.

Materials and Methods: We recruited 75 siblings from 31 families, in which at least one member
was exposed in utero to diethylstilbestrol. A psychiatric evaluation was assessed with standardized
questionnaires. We used the Infinium HumanMethylation450 BeadChip and analyzed the methylation
variations of 411 947 CpG loci.

Results: We found clinical differences in non-specific psychiatric symptoms and in neurological
soft signs, such as lateralization, associated with the exposure. We found several biological pathways
in which methylation modifications were associated to diethylstilbestrol exposure. These pathways are
implicated in neurodevelopmental pathways, general metabolism and oncogenesis mostly.

Conclusion : Prenatal diethylstilbestrol exposure seems associated with non-specific psychiatric
symptoms, lateralization abnormalities and methylation alterations in genes that participate to path-
ways known to be involved in psychiatric diseases, notably in neurotransmitters signalization.

Mots-clés: perturbateurs endocriniens, diethylstilbestrol, neurodéveloppement, methylation de I’ADN.
Key Words: endocrine disruptors, diethylstilbestrol, neurodevelopment, DNA methylation.
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