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AVANT-PROPOS

(Desvergne et al., 2009). De nombreux polluants environnementaux (BPA, DDE, chlordecone) ont
également été identifiés comme étant des xénooestrogénes en raison de leur capacité a se lier aux
récepteurs aux oestrogenes (Era et ErB) (Delfosse et al., 2014). L'utilisation d’'un mélange de
contaminants a récemment permis de mettre en évidence une activation synergique du récepteur
nucléaire PXR (Pregnane X Receptor) par un mélange binaire comportant un cestrogéne de synthese,
le 17-a-ethinylestradiol et un pesticide de la famille chimique des organochlorés, le trans-nonaclore

(Delfosse et al., 2015).

Au niveau hépatique, le récepteur nucléaire Constitutive Androstane Receptor (CAR) présente un
intérét particulier de par son implication a la fois dans la détoxification des xénobiotiques et dans le
métabolisme énergétique. Initialement considéré comme un récepteur clé du systeme de
détoxification (Moore et al., 2000a), il est désormais clairement établi comme un acteur de la

régulation du métabolisme énergétique (Dong et al., 2009a; Gao et al., 2009; Wada et al., 2009).

Dans le cadre de mes travaux de thése, nous nous sommes intéressés dans un premier temps aux effets
d’une activation pharmacologique du récepteur CAR. Puis nous avons étudié son role dans
I’'homéostasie énergétique au cours du vieillissement de souris déficientes pour le récepteur CAR sur
les deux sexes. Enfin, nous avons évalué 'effet obésogene et diabétogene d’'un mélange de pesticides

et I'implication du récepteur nucléaire CAR dans ces effets.

18






Chapitre | : Généralités sur le foie

20



Chapitre | : Généralités sur le foie

avoir irrigué I'ensemble des cellules du foie, le sang est évacué par la veine hépatique qui se jette

ensuite dans la veine cave inférieure pour retourner au coeur (Figure 1A).

La bile produite par les hépatocytes est secrétée dans les canalicules biliaires pour pouvoir ensuite étre
collectée et concentrée au niveau de la vésicule biliaire. La bile circule dans le sens opposé a celle du
sang, c'est-a-dire de la veine centrolobulaire vers I'espace porte. Des canalicules biliaires, la bile passe
dans les canaux de Hering puis dans les canaux biliaires. Les canaux biliaires convergent pour former
les canaux extra-hépatiques puis le canal hépatique commun qui rejoint la vésicule biliaire via le canal
cystique, lieu de stockage de la bile entre les repas. Pendant le repas la bile va étre déversée dans le
duodénum via le canal cholédoque pour permettre la solubilisation et I'absorption des lipides et
vitamines sous |’effet de la cholécystokinine, hormone sécrétée par la muqueuse du duodénum (Figure

1B).

Environ 90% des acides biliaires sont réabsorbés au niveau intestinal et regagnent le foie via la veine
porte pour étre de nouveau déversés dans l'intestin. Cette voie constitue le cycle entéro-hépatique

(Zwicker and Agellon, 2013).

I.3. Le lobule hépatique: unité fonctionnelle du foie

Trois types d’unités fonctionnelles du foie ont été décrites: i) le lobule hépatique classique ii) le lobule
portal et iii) 'acinus hépatique. Le lobule hépatique classique est I'unité fonctionnelle la plus utilisée
et correspond a une structure hexagonale centrée sur une veine centrolobulaire entourée d’environ 6
espaces portes. Les espaces portes sont constitués par une veine porte, I'artere hépatique et un canal
biliaire (Kiernan, 1833). Le lobule portal est une unité fonctionnelle centrée sur I'espace porte et
entourée de 3 veines centrolobulaires (Mall, 1906). Enfin le concept d’acinus hépatique se base sur le
gradient d’oxygene. C’'est une structure en losange entre 2 veines centrolobulaires et deux espaces

portes (Rappaport et al. 1954) (Figure 2).

1.4. Types cellulaires

Le foie est constitué de plusieurs types cellulaire: les hépatocytes, les cellules endothéliales (cellules
sinusoidales), les cellules biliaires (ou cholangiocytes), les cellules de Kupffer, les cellules stellaires (ou

cellules de Ito) et les cellules lymphocytaires.
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Les hépatocytes sont le type cellulaire le plus représenté: 60% des cellules totales et 80% de la masse
du foie. Ce sont des cellules polygonales, polarisées et organisées en travées. 15% du volume des
hépatocytes est occupé par le réticulum endoplasmique lisse et rugueux contenant environ 30
lysosomes et 500 peroxisomes par cellule (Macsween et al., 2003). Une des fonctions de I’hépatocyte
est la production de bile, avec une capacité de 15mL/kg/jour pour I’lhomme (Jones and Deppen, 2018).
Avec l'age la quantité d’hépatocytes diminue et ces hépatocytes présentent également une

hypertrophie (Jones and Deppen, 2018).

Les cellules endothéliales constituent la premiére barriere entre le sang et les hépatocytes. Elles
représentent 20% des cellules hépatiques et possedent des fenestrations permettant d’agir comme un
filtre entre le sang et les hépatocytes. Il a été démontré que des altérations de la taille des fenestrations
peuvent jouer un réle dans le développement de la cirrhose (Braet and Wisse, 2002; Elvevold et al.,
2004). Ainsi par exemple, si la taille des fenestrations diminue le cholestérol s’accumule dans la

circulation sanguine et augmente le risque de développer de |'athérosclérose.

Les cellules biliaires sont des cellules épithéliales rondes formant les canaux biliaires intrahépatiques
qui transportent la bile. Les cellules biliaires participent a la formation de la bile dérivée des
hépatocytes via des régulations hormonales complexes (corticostérone, somatostatine) (Tabibian et

al,, 2013).

Les cellules de Kupffer sont les macrophages résidents du foie et représentent 15% des cellules
hépatiques. Elles sont localisées au niveau des sinusoides, ce qui leur permet de phagocyter
efficacement les pathogénes provenant de la circulation portale ou artérielle. Elles jouent un role
important dans la réponse immunitaire innée. Elles peuvent proliférer localement et assurent
principalement la production de cytokines. Elles assurent également I'élimination des érythrocytes

vieillissants (Dixon et al., 2013).

Les cellules stellaires, anciennement appelées cellules de Ito, représentent 5% des cellules hépatiques.
Elles stockent la vitamine A et produisent les composants de la matrice extracellulaire. Elles sont

connues pour jouer un role majeur dans la régénération et la fibrogénese (Mabuchi et al. 2004).

Les cellules lymphocytaires sont représentées par une majorité de NK « Natural Killer » et de NKT
« Natural Killer T cell ». Les lymphocytes B et T sont en plus faible proportion (Racanelli and

Rehermann, 2006).

La matrice extracellulaire hépatique est constituée de 5 a 10% de collagéne. Elle comprend de
nombreux composés notamment les métalloprotéases, les glycoprotéines (laminine, fibronectine,

vitronectine) et les protéoglycanes comme le sulfate heparane (Macsween et al., 2003).
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1. Les grandes fonctions hépatiques

Le foie est impliqué dans de nombreuses fonctions vitales pour I'organisme. Il participe au maintien
de 'homéostasie énergétique, a I’élimination des xénobiotiques et des composés endogenes toxiques
pour I'organisme, a la synthése et sécrétion des acides biliaires ainsi qu’a la synthése de protéines
plasmatiques comprenant les facteurs de coagulation et les lipoprotéines plasmatiques. Dans cette
partie, j'aborderai en détail I'implication du foie dans le métabolisme énergétique et dans la

détoxification, deux fonctions hépatiques majeures.

I.1. Maintien de ’homéostasie énergétique

Le foie joue un réle central dans le maintien de I’'homéostasie glucido-lipidique. C’'est un acteur de
connexion entre les différents organes impliqués dans le métabolisme. En période postprandiale qui
correspond aux quatre premieres heures aprés un repas, la nourriture est digérée par le tractus digestif
ce qui conduit a une élévation transitoire en glucides, en acides aminés et en lipides (chylomicrons)
dans la circulation sanguine. Ces différents nutriments affluent au niveau de différents tissus: les
chylomicrons sont captés par le tissu adipeux blanc, les acides aminés et le glucose sont eux captés par
le foie, les muscles et le tissu adipeux blanc. La libération d’insuline par les cellules B-pancréatiques va
permettre d’orienter le métabolisme vers des voies permettant |'utilisation du glucose: la
glycogénogéneése, la glycolyse, la lipogenese de novo, la synthése des triglycérides et du cholestérol et

la voie des pentoses-phosphates vont étre activées au niveau hépatique (Figure 3).

En période de jeline, soit 12 a 14h apres un repas, ou lors d’un exercice physique, les niveaux sanguins
de glucagon secrété par les cellules a-pancréatiques vont augmenter et le métabolisme va s’orienter
vers |"activation de voies métaboliques afin de maintenir une glycémie a 5,5mM. La glycogénolyse, la
néoglucogenése, la B-oxydation et la cétogenése sont les principales voies activées au niveau

hépatique (Galgani and Ravussin, 2008; Rui, 2014).

La transition entre la période postprandiale et la période de jeline est finement régulée par une
balance hormonale insuline/glucagon contrélant les voies métaboliques via de nombreux facteurs de

transcription (Desvergne et al., 2006).

.1.1. Période postprandiale

Le foie limite I’hyperglycémie postprandiale en augmentant le captage du glucose. Le captage du
glucose est permis par les hépatocytes via le transporteur GLUT2 (Mueckler and Thorens, 2013). Une

fois dans le cytoplasme, le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par la glucokinase
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(GCK) aussi connue sous le nom de I’'hexokinase IV. Le G6P est un métabolite au carrefour entre
différentes voies métaboliques. Il est utilisé pour la synthése de glycogene (glycogénogenése), par la

glycolyse et par la voie des pentoses phosphates (Figure 3).

1.L1.1.1. Laglycogénogenese

La majeure partie du glucose est mise en réserve sous forme de glycogéne (environ 100g/jour, a partir
du G6P). Le G6P est isomérisé en glucose-1-phosphate (G1P) par la phosphoglucomutase 1. L'uridine
5'-diphosphate (UDP)-glucose pyrophosphorylase catalyse la formation de I'UDP-glucose a partir du
G1P. L'UDP-glucose est la forme active du glucose et le substrat des glucosyl-transférases. La
glycogénine initie la synthése du glycogéne par autoglycosylation de I'UDP-glucose. La glycogene
synthase (GS) catalyse I’élongation: elle transfere le résidu glycosyl de 'UDP glucose a I'extrémité
d’une branche de glycogene. Apres la fixation d’un certain nombre de résidus glycosyles, la glycosyl-
4,6-transférase transféere un oligoside de 5 a 8 résidus glycosyles en C6 d’un résidu d’au moins 11
résidus glycosyles entrainant la formation d’une ramification; la synthése reprend ensuite jusqu’a
I’obtention du polysaccharide (Adeva-Andany et al., 2016). L’enzyme limitante de la glycogénogénése

est la glycogéne synthase (Agius, 2008; Ozen, 2007; Petersen et al., 2017).

1.1.1.2. Laglycolyse

La glycolyse consiste en la dégradation du glucose en pyruvate. Les enzymes limitantes de la glycolyse
sont la glucokinase (GCK), la phosphofructokinase (PFK1) et la liver pyruvate kinase (LPK). Le G6P est
isomérisé puis phosphorylé pour former le fructose-1,6-bisphosphate par la PFK1. Le fructose-1,6-
bisphosphate est ensuite clivé par l'aldolase pour aboutir a la formation du gycéraldéhyde-3-
phosphate et du dihydroacétone-phosphate. Aprés plusieurs réactions de phosphorylation,
isomérisation et déshydratation, le glycéraldéhyde-3-phosphate forme le phosphoénolpyruvate (PEP).
Celui-ci est phosphorylé par la LPK afin de former le pyruvate. Ce pyruvate est transporté dans la
mitochondrie ol il va étre décarboxylé en acetyl-coenzyme A (Acétyl-CoA) par la pyruvate

déshydrogénase (PDH). L’acétyl-CoA peut étre métabolisé dans le cycle de Krebs (Lenzen, 2014).

1.1.1.3. La voie des pentoses phosphates

Le G6P entre dans la voie des pentoses phosphates afin d’assurer la production du cofacteur NADPH
et du Ribose-5-phosphate (Ru5P). Le co-facteur NADPH est indispensable a la synthése des acides gras
et a la détoxification des espéces réactives de I'oxygene via la production du glutathion réduit (GSH).
Le ribose-5-phosphate est indispensable pour la biosynthese des acides nucléiques. Le G6P issu de la

glycolyse est oxydé deux fois par la Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase (G6PDH) et la 6-
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phosphogluconolactonase (6PGL) pour donner le ribose-5-phosphate. Les deux oxydations libéerent
chacunes du NADPH, H+. Le Ru5P peut alors servir de substrat pour la phase non-oxydative qui
consiste en des réactions réversibles recrutant le fructose-6-phosphate et le glyceraldehyde-3-
phosphate pouvant alors étre convertis en pentose phosphate. Seule la partie oxydative de la voie des

pentoses phosphates est régulée par I’enzyme limitante la GGPDH (Patra and Hay, 2014).

1.L1.1.4. La lipogenese de novo

La lipogénése de novo est la voie de synthése des acides gras a partir d’un excés de carbohydrates. Ces

acides gras sont ensuite utilisés pour la formation des triglycérides.

L’acétyl-CoA est la source de carbone et le métabolite précurseur de la synthése des acides gras. Fourni
par le cycle de Krebs, I'acétylCoA est carboxylé par I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) pour former le
malonyl-CoA. Il existe deux isoformes de I’ACC, au niveau hépatique c’est I’ACC1 qui est exprimée dans
le cytosol (Brownsey et al., 2006). La forme active de I’ACC est la forme non phosphorylée, en présence
d’insuline. Le malonyl-CoA et le NADPH sont utilisés comme précurseur a la formation de I'acide
palmitique (acide gras saturé a 16 carbones (C16:0)) par la fatty acid synthase (FAS). L'expression des

deux enzymes, ACC1 et FAS est régulée par le statut nutritionnel (Foufelle et al., 1996).

L’acide palmitique peut étre allongé par des enzymes de la famille des élongases (ELOVL) afin de
générer des acides gras a longues chaines (> 16 carbones) comme le stéarate (C18 :0). Les acides gras
peuvent étre désaturés par les stéaroyl-CoA-désaturase (SCD) et les fatty acid desaturases (FADS),
enzymes situées dans les membranes du réticulum endoplasmique, pour former des acides gras mono-

et polyinsaturés (Ducheix et al., 2011).

1.L1.1.5. La synthese des triglycérides

Les acides gras a longues chaines ainsi synthétisés vont rentrer dans la composition de nombreuses
classes de lipides comme les triglycérides (TG), les phospholipides (PL) et les esters de cholestérol (EC).
La synthése de TG débute par I'estérification des acides gras avec le glycérol-3-phosphate issu de la
glycolyse par la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) afin de générer I’acide lysophophatidique
(LPA), ceci est I’étape limitante. Celui-ci va étre estérifié par les lysophospholipides acyltransférases
(AGPAT) pour former I’acide phosphatidique (PA). Grace aux lipines, le PA va étre déphosphorylé pour
former le diacylglycérol (DAG) (Csaki and Reue, 2010). Enfin, la formation du triacylglycérol (TAG) est
assurée par la diacylglycérol acyltransférase (DGAT) qui catalyse le transfert d’un troisieme acyl-CoA
sur un DAG. Les acides gras mono-insaturés sont les constituants majoritaires des triglycérides. Les

triglycérides sont soit stockés momentanément dans les gouttelettes lipidiques soit exportés dans la
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circulation sanguine via les VLDL (Very Low Density Lipoprotein). Les gouttelettes lipidiques sont
composées d’'une couche de phospholipides a I'intérieur de laquelle on trouve les triglycérides et les
esters de cholestérol (Martin and Parton, 2006). Les esters de cholestérol sont synthétisés a partir des

acides gras par la cholestérol acyltransférase (ACAT) et les phospholipides ont pour précurseur le DAG.

1.L1.1.6.  La cholestérogenese

Le cholestérol est indispensable a la synthese des acides biliaires, des hormones stéroidiennes, des
glucocorticoides, des oxystérols et de la vitamine D. Il est aussi indispensable au maintien de I'intégrité
membranaire (Rezen et al., 2011). La synthése endogéne de cholestérol est majoritairement réalisée

par le foie (80%), I'intestin et les organes génitaux y participent dans une moindre mesure.

L’acétyl-CoA est le précurseur pour la synthése du mévalonate. Trois enzymes sont impliquées dans
cette premiére étape. L'acetyl-Coenzyme A acetyltransférase (ACAT) permet la condensation de 2
acétyl-CoA en acétoacétyl-CoA. Puis 'HMG-CoA synthase (HMGCS) permet la condensation d’un
troisieme acétyl-CoA pour former I'HMG-CoA. Enfin, 'HMG-CoA réductase (HMGCR) permet
I’hydrolyse et la réduction de ’'HMG-CoA en présence de 2 NADPH,H+ pour donner du mévalonate.
L'HMGCR est I'enzyme limitante de la synthése de cholestérol. La transformation du mévalonate en
isoprene actif (IsopentenylPyroPhosphate) a 5 carbones, implique la phospho-mévalonate kinase
(MVK) et la mévalonate-diphospho-decarboxylase (MVD). La polymérisation de six isoprénes actifs par
la farnesyl diphosphate synthase (FDPS) et la farnésyl diphosphate farnesyl transférase 1 (FDFT1)
conduit a la formation du squaléne a 30 carbones. Le squaléne est cyclisé en présence d’oxygene et de
NADPH,H+ par la squaléne époxidase (SQLE) et la lanosterol synthase (LSS) pour donner le lanostérol
(Sakakura et al., 2001). Il s’en suivra une vingtaine de réactions pour supprimer les trois groupements
méthyles, introduire un groupement hydroxyle et réarranger les doubles liaisons. Le cholestérol ainsi

synthétisé sera incorporé aux VLDL sous forme de cholestérol estérifié en vue d’étre transporté.

L'HMGCR est activée par I'insuline et implique également le facteur de transcription SREBP2 (Sterol

Regulatory Element Binding Protein 2).
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1.1.2. Période de je(ine

En période de jeline, I'organisme va puiser dans ses réserves énergétiques afin de maintenir Ia
glycémie et de fournir de I'énergie en activant différentes voies métaboliques comme la glycogénolyse,

la néoglucogenese, la B-oxydation et la cétogéneése (Figure 3).

1.1.2.1. La glycogénolyse

La glycogénolyse permet une libération rapide de glucose qui sera ensuite exporté vers les tissus
consommateurs de glucose. La glycogene phosphorylase (GP) est I'’enzyme limitante et catalyse la
premiere réaction de cette voie qui consiste en I'hydrolyse de la liaison a-1,4 du glycogene et la
production du glucose-1-phosphate (G1P). Le G1P est converti en G6P via la phosphoglucomutase.
Finalement, le G6P est transformé en glucose par la glucose-6-phosphatase exclusivement hépatique

(Dashty, 2013; Petersen et al., 2017).

1.1.2.2. La néoglucogenese

La néoglucogenese contribue a la moitié de la production hépatique de glucose aprés un jeline d’'une
nuit chez I’'Homme (Rothman et al., 1991). Durant un jeline de courte durée, le foie libére le glucose
via la glycogénolyse et durant un jelne prolongé, les stocks de glycogene sont épuisés c’est la
néoglucogenése qui prend le relais. Les précurseurs majeurs de cette voie sont des précurseurs non
glucidiques tels que le lactate, le pyruvate, le glycérol, et les acides aminés. Le lactate est oxydé par la
lactate déshydrogénase afin de générer le pyruvate qui est transporté dans la mitochondrie et converti
en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase. L'oxaloacétate est réduit en malate par la malate
deshydrogénase mitochondriale et exporté dans le cytoplasme pour étre oxydé par la malate
déshydrogénase afin de régénérer |'oxaloacétate. L’'oxaloacétate cytoplasmique est converti en
phosphoenolpyruvate (PEP) par la phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK), enzyme clé de la
néoglucogenese. Chez les souris, la délétion spécifique de la PEPCK dans le foie entraine une stéatose
due a une accumulation des métabolites issus du cycle de Krebs, ces souris sont capables de maintenir
une glycémie stable grace a la production de glucose a partir du glycérol (Burgess et al., 2004). Apres
de multiples réactions biochimiques, le PEP est converti en fructose 1,6 biphosphate (F1,6P) qui sera
ensuite déphosphorylé en fructose 6 phosphate (F6P) par la fructose 1,6 phosphatase (FBPase). Le F6P
est converti en G6P et la glucose 6 phophatase (G6Pase) permet la conversion du G6P en glucose. La
G6Pase est I'enzyme limitante a la fois de la néoglucogenese et de la glycogénolyse. La délétion de
cette enzyme dans le foie chez la souris induit une hépatomégalie avec une stéatose et une

accumulation de glycogéne (Mutel et al., 2011).
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Le glycérol est un substrat précurseur de la néoglucogenése a condition qu’il soit phosphorylé par la
glycérol kinase afin de générer le glycerol-3-phosphate. Les acides aminés sont convertis en céto-
acides par la glutaminase par exemple, puis ces céto-acides seront convertis en métabolite
intermédiaire du cycle de Krebs (pyruvate, oxaloacétate, fumarate, succinyl-CoA, ou a-cétoglutarate)

qui serviront de précurseur a la néoglucogenese.

11.L1.2.3. La B-oxydation mitochondriale

Au niveau du tissu adipeux, les triglycérides de réserve constituent également une source importante
d’énergie et peuvent étre mobilisés en période de jeline. Ils sont dégradés en acide gras non estérifiés
et glycérol via la lipolyse. L’oxydation des acides gras et la production de corps cétoniques tels que le
B-hydroxybutyrate, I'acétoacétate et I'acétone constituent une source d’énergie importante pour le
foie. Selon leur nature (longueur de la chaine et saturations), les acides gras sont catabolisés par la B-
oxydation mitochondriale, la B-oxydation peroxysomale (C20-C26) et I'w-hydroxylation microsomale.
La voie majeure de dégradation des acides gras est la B-oxydation mitochondriale qui utilise les acides
gras saturés et a chaines courtes (C<4), moyennes (C4-C12), et longues (C12-C20). Tout d’abord les AG
sont convertis en intermédiaires actifs, les acyl-CoA (FA-CoA) a longues chaines par I'acyl-CoA
synthétase. La translocation a 'intérieur de I'espace inter-membranaire de la mitochondrie de ces
acides gras actifs est effectuée par la carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1), I'enzyme limitante de
cette voie. 'activité de la CPT1 est inhibée par le malonyl-CoA (métabolite issu de la premiére étape
de la lipogenése) (Abu-Elheiga et al., 2000). La carnitine acylcarnitine translocase (CACT), localisée au
niveau de la membrane interne transporte |'acylcarnitine (acyl-CoA transféré sur la carnitine) dans la
mitochondrie. L’acylcarnitine sera retransformé en acyl-CoA via la CPT2 pour étre oxydé. La premiere
étape de I'oxydation s’effectue grace a des déshydrogénases différentes suivant la nature de 'acide
gras (3 chaine courte, moyenne, longue). Les étapes suivantes impliquent des réactions de type
hydration, oxydation, hydrolyse et I'intervention du complexe enzymatique multifonctionnel nommé
mitochondriale trifunctional protein (MTP). La délétion de I’acyl-CoA déshydrogénase a longue chaine

(LCAD) induit une stéatose et une résistance a I'insuline (Zhang et al., 2007).

1.1.2.4. La cétogenese

Les corps cétoniques tels que I'acétoacétate, le B-hydroxybutyrate et I'acétone sont produits a partir
de I'acétyl-CoA issu dans la grande majorité de la B-oxydation. Ils sont libérés dans la circulation
sanguine afin d’alimenter en énergie le cerveau et les reins en cas de déplétion en carbohydrate.
Lorsque les niveaux en acétyl-CoA s’élévent au sein de la mitochondrie il y a un transfert entre leur

oxydation et leurs utilisation pour la production en corps cétoniques. Deux acétyl-CoA sont condensés
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grace a une thiolase, I'HMGCS2 (B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA synthase) intervient pour former
I"'HMG-CoA (B-hydroxy-B-methylglutaryl-CoA). Enfin le CoA est retiré de 'HMG-CoA via une lyase afin
de générer 'acétoactétate. La majorité de I'acétoacétate est réduit en B-hydroxybutyrate. Les souris
déficientes pour la production de corps cétoniques présentent une augmentation de la lipogenese de

novo et de la néoglucogenése (Cotter et al., 2014).

Le maintien de I’'homéostasie glucido-lipidique et I’équilibre entre les différentes voies métaboliques
évoquées ci-dessus sont rendus possibles par I’existence de régulations fines et complexes au niveau
transcriptionnel impliquant plusieurs signaux incluant des métabolites circulants, des hormones et des
signaux nerveux. Nous nous limiterons a I’évocation des principales régulations transcriptionelles et

hormonales.

11.1.3. Principales régulations transcriptionelles du métabolisme
énergétique hépatique

Le foie peut exprimer différents programmes transcriptionnels lui permettant de faire face a I'apport
discontinu en substrats énergétiques afin de maintenir I’homéostasie énergétique. Nous nous
limiterons a I’évocation des principales voies de régulation intervenant en période postprandiale ou

en période de jeune.

1.1.3.1. Régulateurs de la glycolyse et de la lipogenese de novo

Deux principaux facteurs de transcription sont impliqués dans les mécanismes moléculaires du
contrble de la glycolyse et de la lipogenese de novo dans le foie. ChREBP (Carbohydrate Response
Element Binding Protein) médie I'effet du glucose alors que SREBP-1c (Sterol Regulatory Element
Binding Protein) médie I’effet de I'insuline (Postic et al., 2007; Uyeda et al., 2002; Wang et al., 2015)

(Figure 4).

- Lefacteur de transcription ChREBP, médiateur du glucose

Le facteur de transcription ChREBP appartient a la famille des protéines bHLH/LZ (basic-helix-loop-
helix/leucine zipper). L'activité transactivatrice de ChREBP est contrdlée par le statut nutritionnel.
Ainsi, en présence de fortes concentrations de glucose, I'expression de ChREBP est augmentée, il migre
vers le noyau pour y induire la transcription de ses génes cibles (Postic et al., 2007). Le mode exact
d’activation de ChREBP en réponse au glucose est complexe et reste partiellement élucidé. Un des
mécanismes d’action proposé impliquerait une déphosphorylation du résidu Ser196 (Denechaud et al.,
2008). Dans une étude, il a été montré que cette déphosphorylation impliquerait le xylulose-5-

phosphate (X5P), un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates capable d’activer la protéine
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phosphatase 2A (PP2A) responsable de la déphosphorylation de ChREBP sur le résidu Ser196
(Kabashima et al., 2003). Cependant, d’autres études montrent que le G6P, intermédiaire du glucose
serait responsable de la translocation de ChREBP et donc de sa déphosphorylation (Dentin et al., 2012;
Li et al., 2010). Une fois dans le noyau, ChREBP va de nouveau subir des déphosphorylations afin de
pouvoir s’hétérodimériser avec son partenaire MIx (Max like protein x) et se lier a ses éléments de
réponses : ChORE (Carbohydrate Response Element) (Kawaguchi et al., 2001). En période de déplétion
énergétique et en présence de glucagon ChREBP va subir des phosphorylations par la protéine kinase
A (PKA) ou I'AMPK sur différents résidus entrainant son export vers le cytoplasme (Dentin et al., 2012;
Kawaguchi et al., 2001; Yamashita et al., 2001). ChREBP sera ainsi séquestré dans le cytoplasme par la
protéine 14-3-3 (Merla et al., 2004). 'activité transcriptionnelle de ChREBP peut étre modifiée au
niveau post-traductionnel comme la O-GIcNAc glycosylation ou I'acétylation (Filhoulaud et al., 2013).
Ainsi la protéine histone acétyltransférase p300 peut acétyler ChREBP en réponse au glucose et
augmenter son activité transcriptionnelle en améliorant la fixation de celui-ci sur son élément de
réponse (Bricambert et al., 2010). L'OGT (O-GIcNAc transférase) permet de glycosyler ChREBP en lui
ajoutant un résidu OGIcNAc (O-linked B-N-acetylglucosamine). Ceci permet de le stabiliser et de
bloquer sa dégradation par le protéasome (Guinez et al., 2011). Des éléments de réponse ChORE ont
été identifiés sur les génes de la LPK, FAS, SCD1 et GPAT1 (Ma et al., 2005; Rufo et al., 2001; Yamashita
et al., 2001).

- Lefacteur de transcription SREBP-1c, médiateur de I'insuline

Le facteur de transcription SREBP appartient a la famille des protéines a motif bHLH/LZ. Trois isoformes
de SREBP ont été identifiées : SREBP-1a, SREBP-1c et SREBP-2. Les facteurs SREBP-1a et SREBP-2 sont
impliqués dans la synthese du cholestérol. SREBP-1c est exprimé dans les tissus lipogéniques tels que
le tissu adipeux, le foie et les muscles (Ferré and Foufelle, 2007). Au niveau hépatique, I’expression de
SREBP-1c est forte. Sous I'action de I'insuline il stimule la lipogenése (Eberlé et al., 2004; Shimomura
etal., 1998). A I'état nourri, I'insuline contrdle positivement la maturation et I’activité de SREBP-1c via

de nombreux mécanismes de régulation.

La protéine SREBP-1c est séquestrée dans le réticulum endoplasmique (RE) sous forme de précurseur
inactif avec les protéines SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein) et INSIG2A (Insulin-Induced gene).
Afin d’étre actif et migrer au niveau nucléaire ce précurseur doit subir un clivage protéolytique,
contrélé par l'insuline via I'action des protéines AKT et mTORC1 (Yellaturu et al.,, 2009). AKT
phosphoryle directement SREBP-1c, ce qui va faciliter sa maturation. mTORC1 permet la diminution
du pool de INSIG2A, libérant ainsi le complexe SCAP/SREBP-1c (Yecies et al., 2011). L'AMPK induite
en situation de jeline phosphoryle SREBP-1C et ainsi empéche sa maturation et donc son action

transcriptionelle (Li et al., 2011).
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Au niveau hépatique, SREBP-1c contréle I’expression de la GK, des génes de la lipogenése Acc, Fas
impligqués dans I’élongation et I’estérification des acides gras (SCD1, FADS1 et 2, Elovl5 et 6 et la lipine-
1) (Amemiya-Kudo et al., 2002; Foretz et al., 1999; Foufelle and Ferré, 2002; Ishimoto et al., 2009;
Matsuzaka et al., 2002; Qin et al., 2009; Wang et al., 2006).

Le récepteur nucléaire LXR (Liver X Receptor) régule I’expression des facteurs de transcription ChREBP
et SREBP-1c (Quinet et al., 2004) et stimule I'’expression des génes de la lipogenese (FASN et SCD1)
(Calkin and Tontonoz, 2012).

1.1.3.2. Régulateurs principaux de la néoglucogeneése et B-
oxydation

- Les facteurs de transcription CREB, FOXO, C/EBPa, HNF4o et PPAR«

Les facteurs de transcription CREB, FOXO, C/EBPa, HNF4a et PPARa sont les principaux régulateurs de
la néoglucogenese et de la B-oxydation en période de jeline. En effet, le facteur de transcription CREB
(cAMP Responsive Element Binding protein), médiateur de I'effet du glucagon est le premier a
répondre durant le jeline en activant I’expression des génes de la néoglucogenése (Rui, 2014). La
fixation du glucagon a son récepteur entraine I’activation de la protéine kinase A (PKA) catalysant la
phosphorylation de CREB, ce qui permet I'induction de I'expression de ses génes cibles tels que la
PEPCK et la G6Pase (Altarejos and Montminy, 2011). FOXO1 (Forkhead box transcription factor class
01) régule la transcription des genes de la néoglucogenése (Tikhanovich et al., 2013). Sous I'effet de
I'insuline, FOXO1 est phosphorylé et inhibé par AKT (Matsumoto et al., 2007). Le facteur de
transcription C/EBPa (CAAT Enhancer Binding Protein a) régule également la transcription des génes
de la néoglucogeneése sous I'effet du glucagon qui induit son expression (Shen et al., 2015). HNF4a est
un récepteur nucléaire régulant les génes de la néoglucogenése sous |'effet du glucagon également
(Jitrapakdee, 2012). PPARa est le régulateur majeur de la B-oxydation des acides gras en période de
jeline (Montagner et al., 2016a). En effet, il régule I’expression génique des transporteurs des acides

gras tels que CD36, FABP et des enzymes de la B-oxydation telles que ACOX1 et CPT1.
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11.1.4. Régulations hormonales du métabolisme énergétique
hépatique

Outre 'insuline et le glucagon, de nombreuses autres hormones jouent un réle dans la régulation de
la balance énergétique. Nous avons choisi de mentionner uniquement les hormones thyroidiennes et

stéroidiennes qui sont métabolisées et éliminées par le foie.

1.L1.4.1. Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont indispensables au maintien de 'homéostasie énergétique. Ainsi un
exces d’hormones thyroidiennes, c’est-a-dire une hyperthyroidie engendre un statut hyper-
catabolique caractérisé par une augmentation de la dépense énergétique, une perte de poids, une
réduction des niveaux de cholestérol, une augmentation de la lipolyse adipocytaire et de la
néoglucogenése (Brent, 2008). Inversement une hypothyroidie est associée a une réduction de la
dépense énergétique, un surpoids, des niveaux de cholestérol et de triglycéride élevés et une réduction
de la lipogeneése et de la néoglucogenése (Brent, 2012). Au niveau hépatique I'action des hormones
thyroidiennes est régie par I'action de la triiodothyronine (T3) et médiée par le récepteur nucléaire TR
(Thyroid Receptor). L'HMG-CoA réductase qui est I'’enzyme limitante de la synthése du cholestérol et
le facteur de transcription SREBP sont induits par la T3. Le récepteur TR joue un réle dans la lipogenése
en induisant I’expression de ACC1, FAS, ChREBP et SREBP-1c via un dialogue avec LXR (Huang and
Freake, 1998). Des éléments de réponse au récepteur TR (TRE) ont été identifiés au niveau du
promoteur du géne Cptla, enzyme limitante de la B-oxydation. Un dialogue entre TR et PPARa a été
décrit comme responsable de I'induction de Cptla et de I’activation de la B-oxydation (Liu et al., 2007).
T3 joue également un réle sur la régulation de la néoglucogenése, en contrélant I’expression de la
PEPCK (Park et al., 1999). Le processus de mobilisation des gouttelettes lipidiques nommé lipophagie

a été démontré comme dépendant de I’"hormone T3 (Singh et al., 2009a).

1.L1.4.2. Les hormones glucocorticoides

Les glucocorticoides (GC) exercent leurs effets physiologiques en se liant au récepteur aux
glucocorticoides (GR) et sont largement impliqués dans I’homéostasie énergétique. L’exces (syndrome
de Cushing) ou la déficience (syndrome d’Addison) en hormones GC engendre de séveres troubles
métaboliques. Les patients atteints du syndrome de Cushing développent une obésité viscérale, une
hyperglycémie, une stéatose hépatique ainsi qu’une insulino-résistance (Shibli-Rahhal et al., 2006).
Inversement, la déficience en GC est associée a une perte de poids et a une hypoglycémie (Nieman

and Chanco Turner, 2006). Au niveau hépatique, I'activation de GR induit I'expression des génes
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néoglucogéniques tels que PEPCK (Opherk et al., 2004). Les effets des glucocorticoides sur le stockage
des TG hépatiques seraient liés a I'augmentation de I’activité et de I’expression des genes impliqués

dans la lipogénése de novo (Lemke et al., 2008).

11.1.4.3. Les hormones sexuelles

Les hormones sexuelles que ce soient les cestrogénes ou les androgenes sont présentes dans les deux
sexes, a des niveaux relativement différents. Leur implication dans la régulation de I'homéostasie

énergétique hépatique est distincte suivant le sexe.
- Réle des cestrogénes

La ménopause chez les femmes est caractérisée par un déclin dans la production d’cestrogenes menant
a un risque accru de développer une stéatose hépatique, composante du syndrome métabolique
(Lizcano and Guzman, 2014). Le traitement par hormones de substitution est connu pour limiter ces
troubles. Le 17B-estradiol (E2) est la principale hormone sexuelle féminine circulante et produite par
les ovaires aprés I'aromatisation de I’androstenedione en estrone (E1). L'action de I'E2 est médiée par
le récepteur aux cestrogénes (ER). Chez des souris femelles déficientes pour le récepteur ER, I'insulino-
résistance hépatique est accompagnée d’une augmentation de I'expression des genes lipogéniques
(Bryzgalova et al., 2006). Chez des souris rendues diabétiques et obeses de facon génétique par
délétion de la leptine (ob/ob), un traitement long (30 jours) avec I’hormone E2 entraine une répression
des génes lipogéniques et permet une réduction des niveaux de triglycérides hépatiques (Bryzgalova
et al., 2006). Le traitement avec E2 permet également |'amélioration de la sensibilité a I'insuline chez
des souris diabétiques soumises a un régime riche en graisse (Riant et al., 2009a). De méme, des souris
ob/ob, traitées avec un agoniste de ERa présentent une amélioration de leur sensibilité a I'insuline
ainsi que leur tolérance au glucose. Le role exact de I’'hormone E2 au niveau hépatique reste a
explorer. Cependant une étude récente a montré que les troubles métaboliques engendrés par une
déplétion des niveaux en E2 seraient liés aux glucocorticoides et dépendantes de la voie de
signalisation GR. Ainsi en cas de déplétion en E2 chez les femelles, les niveaux de FSH (hormone
folliculo-stimulante synthétisée par I'hypophyse) sont élevés et activent de facon directe ou indirecte
la phosphorylation de GR et son activation. La voie de signalisation GR étant activée au niveau

hépatique et entrainent la stéatose hépatique (Quinn et al., 2018).
- Role des androgenes

Chez ’homme I’hypotestostéronémie augmente le risque de développer un diabéte de type 2 (Keating
etal., 2012). En revanche, chez les femmes I’hyperandrogénie provoque une insulino-résistance et une

intolérance au glucose. Les androgenes jouent donc un role dépendant du sexe dans le métabolisme
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glucidique. Les effets des androgeénes sont médiés au niveau systémique par le récepteur AR (Androgen
Receptor). Les androgénes chez les males augmenteraient la sensibilité a I'insuline en induisant la B-
oxydation et en diminuant la lipogenése de novo. En effet, les males présentant une délétion spécifique
hépatique du récepteur AR présentent une stéatose lorsqu’ils sont soumis a un régime riche en graisse,
les femelles sont en revanche protégées (Lin et al., 2008). La stéatose hépatique observée chez ces
souris males déficientes pour le récepteur AR au niveau hépatique est liée a une diminution de
I’oxydation des acides gras et une augmentation de la lipogenése de novo. Les mécanismes mis en jeu
impliquent la régulation de I'expression génique de PPARa et de SREBP-1c respectivement. Le role

hépatique des androgenes chez les femelles n’est pas clairement établi.

Outre cette adaptation a des changements métaboliques, le foie doit également faire face a I’afflux de
xénobiotiques potentiellement toxiques pour l'organisme, dont il assure le métabolisme et

I’élimination.

I1.2. Détoxification

Les organismes vivants sont constamment et inévitablement exposés a des molécules chimiques
présentes dans leur environnement, désignées sous le terme de xénobiotiques. Ce terme regroupe des
contaminants alimentaires, des composés synthétiques, des polluants environnementaux et des
médicaments. La majorité des xénobiotiques auxquels nous sommes couramment exposés sont des
molécules hydrophobes de faible poids moléculaire (<1000 Daltons), ayant la faculté de franchir
aisément la membrane. lls peuvent ainsi s’accumuler dans la cellule et atteindre rapidement un seuil
de toxicité. Au cours de leur évolution, les organismes ont développé des systémes limitant
I’accumulation de ces composés: il s’agit de transporteurs membranaires permettant une sortie rapide
des molécules indésirables et de systémes de conversion chimique des molécules hydrophobes en
molécules plus hydrophiles dont I’élimination par les fluides corporels est ainsi facilitée. Les enzymes
du métabolisme des xénobiotiques sont responsables de ces réactions. La spécificité de ces enzymes
de détoxification est large, c’est pourquoi de nombreuses molécules endogénes sont aussi
métabolisées par ces enzymes comme les hormones stéroidiennes, les acides biliaires, les vitamines A
et B et les eicosanoides. Le métabolisme des xénobiotiques se décompose en plusieurs phases

aboutissant a I’élimination de la molécule exogéne dans la bile ou I'urine (Figure 5).

La phase 0 correspond a la premiére étape de I’élimination des xénobiotiques. Les molécules sont
captées du sang vers la membrane basolatérale des hépatocytes grace a différents transporteurs
d’influx. Les SLC (Solute Carriers) transporteurs sont impliqués dans cette étape, ils permettent le
passage d’'un large spectre de composés. Par exemple, les transporteurs OATP (Organic Anion

Transporter Polypeptides ou SLC21/SLCO) permettent le passage d’acides organiques faibles, de
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composés neutres et cationiques. Les transporteurs OCT (Organic Cation Transporter) ou OAT (Organic
Anion transporter) sont des membres de la famille des SLC22 et permettent le passage de composés

chargés positivement ou négativement (Petzinger and Geyer, 2006).

La phase | ou phase de fonctionnalisation permet, grace a des réactions d’oxydation, de réduction ou
d’hydrolyse, de fixer a la molécule un groupement polaire hydroxyl (OH), amino (NH2) ou carboxyl
(COOH) afin de rendre le composé plus polaire. Les enzymes impliquées sont majoritairement des

cytochromes P450 catalysant des réactions de monooxygénation (Lewis et al., 2004).

Le xénobiotique peut étre éliminé ou pris en charge par les enzymes de phase Il telles que les UDP-
glucuronyl-transférases (UGTs), les sulfotransférases (SULTs), les glutathion-S-transférases (GSTs) et
les N-acétyl-transférases (NATs) qui conjuguent le composé, fonctionnalisé ou non, avec un
groupement acide glucuronique, sulfate, glutathion ou acétyl respectivement. Le réle de ce

groupement est de rendre le xénobiotique plus hydrophile.

Le métabolisme des xénobiotiques a lieu principalement dans le foie mais peut également se produire
dans l'intestin, les poumons et les reins (Doring and Petzinger, 2014). Au sein de I'hépatocyte, les
enzymes de phase | et Il se situent au niveau du réticulum endoplasmique (microsomes) et/ou dans le

cytoplasme.

Les métabolites issus de la phase | et/ou de la phase Il sont polaires et peuvent étre transportés a
travers la membrane cellulaire par des pompes d’efflux. Cette étape est assurée par l'intervention de
transporteurs actifs de la superfamille des ATP binding cassette (ABC) comprenant entre autres la
famille des MDR (Multi Drug Resistance) et la famille des MRP (Multidrug Resistance Protein) ou
encore les ABCG2 (ATP Binding Cassette sub-family G member 2) (Cole, 2014).

11.2.1. Les cytochromes P450, principales enzymes de phase |

Les principales enzymes de phase | sont les monooxygénases a cytochrome P450 (CYP), il existe
également les monooxygénases a flavines, des déshydrogénases, des époxydes hydrolases, des
réductases, des oxydases et carboxylestérases (Oppermann and Maser, 2000). Les CYPs constituent
une superfamille d’hémoprotéines possédant des propriétés catalytiques d’oxydation et de réduction.
La plus importante des réactions catalysées est I’hydroxylation. Les CYPs ont besoin d’une source
d’électron pour étre fonctionnelles. Ces électrons sont apportés par la NADPH cytochrome-réductase
si le CYP se situe au niveau du réticulum endoplasmique. Cette derniere est une flavoprotéine qui
assure le transfert de deux électrons du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH)

jusgu’au CYP (Porter and Coon, 1991).
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La nomenclature de la superfamille des CYPs est la suivante : le symbole CYP est suivi d’un chiffre
désignant la famille, suivi d’une lettre majuscule désignant la sous-famille, puis d’un autre chiffre pour
chaque isoforme (Nelson et al., 1996). Si les CYPs possédent plus de 40% d’homologie de séquence ils

appartiennent a la méme famille.

Chez 'Homme, 57 genes codant pour les CYPs ont été identifiés et peuvent étre répartis en deux
grandes catégories en fonction de I'origine de leurs substrats: le métabolisme des composés

endogénes et le métabolisme des xénobiotiques (Tableau 1). (Guengerich et al., 2005)

Tableau 1: Répartition des 57 Cytochromes P450 en fonction de I’origine de leurs substrats (d’aprés

Guengerich, 2005)
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Généralement, les CYPs issus de la famille 1, 2, 3 catalysent au niveau hépatique les réactions de phase
I. Dans le foie les proportions des différents CYPs sont connues: le CYP3A4 (20 a 50 %), le CYP2C8/9 (10
a30%), le CYP2D6 (2 a 6 %), le CYP2C19 (1 a 10 %), le CYP1A2 (1 a 13 %), le CYP2E1 (7 %) ainsi que les
CYP2AS6, et 4A (Lewis et al., 2004).

La famille CYP3 comprend une sous-famille CYP3A, composée de 4 isoformes 3A4, 3A5, 3A7 et 3A43.
CYP3A4 est le plus représenté au niveau hépatique et est considéré comme le CYP le plus important
pour la détoxification puisque 50% des médicaments sont métabolisés par celui-ci. CYP3A4 est aussi

impliqué dans la métabolisation de la testostérone (Usmani et al., 2003).

Les CYPs sont essentielles a la biotransformation de molécules endogénes telles que les hormones
stéroidiennes, les stérols, les prostaglandines, les acides gras et la vitamine D3. C’est en particulier le

cas pour les CYP11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1 et 21A. CYP17A1 est indispensable pour la synthese de
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cortisol, de testostérone et d’cestrogene. CYP19A1 catalyse la biotransformation de I'androstenedione

en estrone (Handschin and Meyer, 2003; Lewis et al., 2004).

11.2.2. Les enzymes de phase Il

La sulfatation, la glucuronidation et la conjugaison avec le glutathion représentent les trois réactions
les plus classiques de la phase Il de biotransformation, qui se produisent sur le métabolite parent ou
le métabolite issu de la phase | d’oxydation. Ces réactions permettent d’augmenter le poids
moléculaire et de diminuer I’hydrophobicité des composés par ajout de charges négatives. Les
propriétés physico-chimiques de la molécule sont ainsi modifiées, celle-ci peut alors étre éliminée dans

la bile ou retourner dans la circulation sanguine en vue d’une excrétion urinaire (Falany et al., 2000).

La sulfatation se situe au niveau de I’espace périportale hépatique, et mobilise les enzymes nommées
sulfotransférases (SULT). Au niveau hépatique deux familles de SULT sont impliquées, SULT1 et SULT2.
La famille des SULT1 a pour principaux substrats les hormones thyroidiennes, les cestrogénes alors que
la famille des SULT2 a comme principaux substrats les stérols, les acides biliaires et les hormones

stéroidiennes (Strott, 2002).

Contrairement a la sulfatation, la glucuronidation s’effectue au niveau de la région périveineuse et fait
intervenir les uridines diphosphateglucuronosyl transférases (UGT). Dans la plupart des cas, la
glucuronidation des composés intervient en complément de la sulfatation. Les UGT sont divisées en
deux familles principales: UGT1 et UGT2. L'UGT1A présente un intérét majeur parce qu’elle est
responsable de la glucuronidation et ainsi de la détoxification du produit de dégradation de I’heme, la
bilirubine (Bosma et al., 1994). Comme la sulfatation, la glucuronidation est une réaction réversible
grace aux B-glucuronidases. Une activité importante de la B-glucuronidase par le microbiote intestinal
induit par exemple un nouveau passage entéro-hépatique de la molécule mere, aprés clivage des

glucuronides (Naderer et al., 2005).

La conjugaison avec le glutathion est une étape particulierement importante parce que les substrats
de cette réaction sont des molécules électrophiles. La conjugaison de ces molécules avec le glutathion
permet leur détoxification qui pourront alors se lier a des macromolécules intracellulaires. La
conjugaison au glutathion peut étre spontanée mais est plus efficace lorsqu’elle est catalysée par les
glutathione-S-transférases (GST). Lorsque la concentration intracellulaire en glutathion est fortement
diminuée, cela entraine une importante hépatotoxicité. L'épuisement des stocks de glutathion est tres
rare, les concentrations en glutathion étant trés importantes (environ 10mM) (Parkinson et al. 2001).
Il faut une dose extréme de substrat pour épuiser ces stocks. Les GST sont présentes a la fois dans la

membrane et le cytoplasme de I’hépatocyte et sont ainsi classées suivant leurs localisations cellulaires.

41



Chapitre | : Généralités sur le foie

42



Chapitre | : Généralités sur le foie

La déconjugaison du glutathion est différente de celle du sulfate et du glucuronide car elle nécessite
deux hydrolyses et une acétylation qui conduiront a la formation d’un métabolite mercapturate

(Parkinson et al. 2001).

Les autres réactions de phase Il (acétylation et méthylation) sont moins courantes. La conjugaison avec

des acides aminés a lieu sur de trés petites molécules.

1.2.3. Dimorphisme sexuel dans I’expression des enzymes de
détoxification

Il existe un fort dimorphisme sexuel dans la métabolisation des médicaments, il y a 40% de différence
entre les hommes et les femmes dans la pharmacocinétique des médicaments (Anderson, 2005). Par
exemple, la clairance de I'acétaminophéne est 22 fois plus importante chez les hommes comparé aux

femmes en raison de niveaux de glucuronidation plus élevés (Miners et al., 1983).

De nombreuses études réalisées sur le rat et la souris montrent que cette différence liée au sexe se
base sur des niveaux distincts d’expression génique des enzymes de phase | et Il du métabolisme des

xénobiotiques (Clodfelter et al., 2007; Klaassen et al., 1998).

Au niveau moléculaire, environ 1600 génes sont différentiellement exprimés entre les deux sexes :
cette différence d’expression est liée a une sécrétion distincte de I’hormone de croissance (GH) par
I’hypophyse selon le sexe. En 1979, les recherches menées par Eden montrent que la GH est sécrétée
différentiellement selon le sexe. Chez le male adulte, la GH est libérée dans la circulation sanguine
toute les 3 a 5h, avec des niveaux indétectables entre les pics de sécrétion, alors que chez les femelles
la sécrétion de GH s’effectue en continue (Jansson et al., 1985; Tannenbaum and Martin, 1976). Le
dimorphisme sexuel de la sécrétion de GH est aussi retrouvé chez la souris (MaclLeod et al., 1991).
Cette « empreinte » de sécrétion est due a I'action des hormones sexuelles sur I'hypothalamus
(Jansson et al., 1985). Une sécrétion continue de GH chez les femelles hypophysectomisées suffit a
restaurer un profil des enzymes hépatiques féminines. L'Homme a aussi un profil de sécrétion
différentiel suivant le sexe (Veldhuis and Bowers, 2003). La GH active de multiples voies de
signalisation, I'une d’entre elles implique STAT5b (Signal Transducer and Activator of Transcription 5B),
un facteur de transcription GH dépendant. STAT5b est phosphorylé et migre vers le noyau pour se
fixer sur ses éléments de réponse et induire la transcription de ses genes cibles (Herrington and Carter-
Su, 2001). STAT5b est indispensable a la régulation de génes sexe-spécifiques du foie (Figure 6). Ainsi,
les souris invalidées pour STAT5b présentent une répression de 90% des génes spécifiques des males

et une surexpression de 61% de genes féminins. La délétion spécifique au niveau des hépatocytes de
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STAT5b induit chez les males une répression des CYPs et une surexpression des génes spécifiques des

femelles (Clodfelter et al., 2007)

L’expression de nombreux genes spécifiques du sexe requiert le récepteur nucléaire HNF4a. Ainsi des
éléments de réponse de ce facteur de transcription sont retrouvés sur le promoteur de certains génes
dont I'expression est différente en fonction du sexe: Cyp2a4 (souris), Cyp3al6 (souris) CYP2C12 (rat)
(Nakayama et al., 2001; Sasaki et al., 1999; Yokomori et al., 1997). Dans les cultures primaires
d’hépatocytes, HNF4a est indispensable pour I’expression de CYP3A4, CYP3A5 et CYP2A6 (Gémez-
Lechdn et al., 2001). Dans le foie de souris males, STAT5b et HNF4a régulent positivement des génes
spécifiques des males et répriment I'expression de genes spécifiques des femelles (Park et al., 2006).
Les genes spécifiquement régulés dans chaque sexe sont classés suivant que leur expression soit
dépendante de STAT5b et/ou de HNF4a. Par exemple, les génes spécifiques des males de classe | et Il
différent par leur dépendance d’expression a STAT5b et HNF4a dans le foie des femelles. Les génes de
classes IA et IB different par leur dépendance a HNF4a dans les deux sexes (Tableau 2) (Clodfelter et

al., 2006).

Tableau 2: Génes spécifiques de chaque sexe classés suivant leur dépendance pour leur régulation
aux facteurs de transcription STAT5b et HNF4a (D’apres Clodfelter et al., 2006)
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I1.3. Autres fonctions hépatiques
11.3.1. Fonction endocrine, synthése protéique

Le réticulum endoplasmique des hépatocytes est un site majeur de synthése protéique. En effet, le
foie synthétise de nombreuses protéines plasmatiques telles que I'albumine, les apolipoprotéines et
les facteurs de la coagulation. L’albumine est la protéine de transport la plus abondante du sang ; elle
permet le maintien de la pression osmotique, le transport des acides gras et des hormones stéroides.
Le foie produit d’autres protéines de transport telles que la transferrine (transport du fer), la
céruloplasmine (transport du cuivre) et les lipoprotéines (transport des lipides). La majorité des
facteurs de coagulation est également produite par le foie. Il s’agit des facteurs | (fibrinogene), I

(prothrombine), V, VII a Xlll mais également de la protéine C et de I'antithrombine. Ces facteurs de
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coagulation requierent pour leur synthese la vitamine K, vitamine liposoluble absorbée au niveau

intestinal grace aux sels biliaires (Gines et al., 2011).

Le foie est responsable de la sécrétion de plusieurs hormones telles que I’angiotensinogéne, impliquée
dans le contrdle de la pression sanguine et le facteur de croissance IGF1 (Insulin-like Growth Factor).
Ces hépatokines sont des protéines sécrétées par les hépatocytes qui peuvent influencer le
métabolisme général a travers un signal autocrine, paracrine et endocrine. Le protéome plasmatique
comprend 4727 protéines dont environ 25% seraient sécrétées par le foie (Lai et al., 2008). Certaines
hépatokines clés exercent des actions positives ou négatives sur I’homéostasie énergétique. Par
exemple, la sécrétion hépatique de SHBG (Sex-Hormone Binding Protein), FGF21 (Fibroblast Growth
Factor 21), ANGPTL4 (Angopoietin-Like Protein 4) et I'adropine exercent des effets bénéfiques sur le
métabolisme énergétique par I'amélioration de la sensibilité a I'insuline, la réduction de la masse
adipeuse. En revanche, certaines hépatokines ont des fonctions déléteres sur le métabolisme général,
c’'est le cas de la fétuine A et B, I'hepassocine, LECT2 (Leukocyte Cell-derived Chemotaxin-2), RBP4
(Retinol Binding Protein 4) et la sélanoprotéine P qui sont source d’insulino-résistance et

d’inflammation (Meex and Watt, 2017).

11.3.2. Fonction exocrine, synthése des acides biliaires

Le foie posséde une fonction exocrine par sa capacité a synthétiser et excréter la bile dans le tube
digestif permettant la digestion des lipides en les émulsifiant. La voie classique de synthese des acides
biliaires (ou sels biliaires) se déroule en plusieurs étapes. Le cholestérol est converti en 7a-HOC par
I’enzyme limitante la cholesterol 7a-hydroxylase (CYP7A1) localisée dans le réticulum endoplasmique.
La synthése de I'acide cholique (CA) a partir du métabolite intermédiaire du 7a-HOC est catalysée par
la stérol 12a-hydroxylase (CYP8B1) sinon sera formé I'acide chénodésoxyholique (CDCA). Chez la souris
CDCA est converti en acide muricholique (MCA). 95% des acides biliaires sont recyclés via le cycle

entéro-hépatique (Boyer, 2013).

I1.4. Zonation du métabolisme énergétique et de la détoxification

En fonction de leur localisation périportale (PP) ou périveineuse (PV) au sein du lobule, les hépatocytes
ont un phénotype meétabolique particulier et participent a la zonation métabolique du foie
(Jungermann and Keitzmann, 1996). Ainsi les hépatocytes périportaux sont exposés a de fortes
concentrations hormonales et a une pression en oxygene élevée ce qui favorise un métabolisme de
type oxydatif. A I'inverse, les hépatocytes périveineux sont exposés a une pression en oxygéne plus
faible, cela favorise un métabolisme de type glycolytique. La voie Wnt/B caténine est fortement

impliquée dans la régulation de cette zonation métabolique (Torre et al., 2011) (Figure 7).
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Le métabolisme des carbohydrates obéit a cette zonation métabolique. En effet, la néoglucogenese
qui est un processus grand consommateur en énergie oxydative (fournit par la B-oxydation) a lieu dans
la zone périportale. La glycolyse qui nécessite moins d’énergie a lieu dans les hépatocytes périveineux,
un compartiment moins oxygéné. De nombreuses études montrent en effet une expression des
enzymes impliquées dans la néoglucogenése comme la PEPCK, F1,6Pase et G6Pase au niveau
périportal (Braeuning et al., 2006a). De méme, I'activité des enzymes glycolytiques est détectée au
niveau périveineux a I’état nourri (Jungermann, 1992; Jungermann and Keitzmann, 1996). La
glycogénogénése débute au niveau périveineux et se termine au niveau des hépatocytes périportaux
alors que la glycogénolyse débute dans I’espace périportal et se termine au niveau périveineux (Sasse,

1975).

Le métabolisme lipidique est également sous contréle de cette zonation. L'oxydation des acides gras
est trés présente au niveau périportal lieu ol I'oxygénation est la plus importante. L’activité de la CPT1,
enzyme clé de la B-oxydation y est fortement exprimée (Katz et al., 1983). La lipogenése se situe au
niveau périveineux ou la synthese des VLDL est aussi abondante (Jungermann and Keitzmann, 1996).
La zonation de la cétogéneése est plus controversée, cependant une activité maximale de la B-
hydroxybutyrate dehydrogenase a été mesurée au niveau périveineux (Teutsch et al., 1995). La
synthese du cholestérol est située au niveau périportal alors que sa dégradation en acides biliaires
s’effectue au niveau périveineux ou la sécrétion biliaire est plus importante (Ugele et al., 1991; Wang

et al., 2007).

La plupart des genes codant pour des enzymes de détoxification est exprimé au niveau périveineux.
C’est le cas des cytochromes P450 et des enzymes de phase Il telles que les glutathione-S-transférases,
sulfotransférases et UDP-glucuronosyltransférases. Des données immunohistochimiques montrent
que les enzymes de phase Il sont nettement moins représentées par rapport aux CYPs dans la région
périveineuse. Cela aurait pour conséquence une accumulation de métabolites réactifs a I’origine d’'une
toxicité. De plus dans la région périveineuse, les niveaux de glutathion sont réduits par rapport a la

zone périportale (Braeuning et al., 2006a; Gebhardt et al., 1994).

Nous avons vu dans les parties qui précédent comment était organisé le foie et quelles étaient ses
grandes fonctions. Nous allons voir dans la partie qui suit que des dérégulations dans le
fonctionnement des différentes voies métaboliques hépatiques peuvent conduire a des pathologies

comme les stéatoses hépatiques non alcooliques.
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lll.  Physiopathologie hépatique: la stéatose hépatique non alcoolique

La stéatose hépatique non alcoolique ou « Non Alcoholic Fatty Liver Disease » (NAFLD) est la
composante hépatique du syndrome métabolique, en effet elle est fortement associée au diabéte et
a I'obésité. La stéatose hépatique non alcoolique est devenue le facteur prédictif le plus puissant du
diabéte de type 2 (Sung et al., 2013). La prévalence de la NAFLD est de 70-75%, chez les personnes
atteintes de diabete de type 2 (Tilg et al., 2017) et de 90% chez celles atteintes d’obésité morbide

(Harrison and Day, 2007) (Figure 8).

I1l.1. Physiopathogénése de la stéatose hépatique non alcoolique

La stéatose hépatique correspond a une accumulation intracellulaire de lipides neutres (supérieure a
5% du poids total du foie) et a la formation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des
hépatocytes entrainant une hépatomégalie. Cette stéatose est bénigne et réversible mais elle peut
évoluer vers une stéatohépatite lorsqu’elle s’accompagne d’une inflammation, de Iésions
hépatocytaires et de fibrose (Cohen et al., 2011). La NAFLD rassemble la stéatose ainsi que les stades
plus séveres : la stéatohépatite et la cirrhose (Figure 8) (Diehl and Day, 2018). Différents modeles ont
été proposés pour expliquer le développement des différents stades de la NAFLD (Hebbard and
George, 2011). Le modéle le plus répandu décompose I’évolution de la pathologie en deux stades. Le
premier correspond au développement de la stéatose dans le contexte d’'une obésité. Le deuxieme
correspond a I'atteinte du foie par un second stimulus qui va favoriser I'inflammation et la fibrose. Ce
second stimuli peut étre de différentes natures. On y retrouve le stress oxydatif, le stress du réticulum
endoplasmique, les cytokines pro-inflammatoires, la lipotoxicité associée a I'accumulation d’acides
gras libres ou encore I'accumulation de cholestérol libre. La limite de ce modeéle est que certains de

ces stimuli sont a eux seuls capables d’induire la stéatose hépatique.

La stéatose hépatique débute par un dépot anormal de lipides dans les hépatocytes, notamment sous
forme de triglycérides. C’est le résultat d’un déséquilibre métabolique entre les entrées et les sorties
d’acides gras au niveau du foie (Figure 9). Ce déséquilibre provient de 3 sources principales : (i) I'arrivée
massive d’acides gras exogénes via les chylomicrons plasmatiques a la suite d’une prise alimentaire
excessive ; (ii) un afflux important d’acides gras libres (AGL) libérés par la lipolyse adipocytaire. Cette
derniere est augmentée en cas de diabete de type 2. Elle est réalisée a partir des triglycérides du tissu

adipeux et produit des acides gras non estérifiés (AGNE) qui seront par la suite captés par le foie ;
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(iii) une augmentation de la lipogenése de novo résultant d’une hyperinsulinémie et d’une insulino-

résistance adipocytaire (Lambert et al. 2014; Postic and Girard 2008).

n.1.1. L’apport exogéene via les chylomicrons

L’apport exogene de lipides par I'alimentation constitue la source la plus faible d’acides gras au foie
dans le contexte de la NAFLD. Il représente en effet environ 15% des apports d’acides gras dans la
stéatose hépatique. Aprés un repas, environ un tiers des triglycérides ingérés est relargué dans la
circulation sanguine sous forme d’acides gras (Roust and Jensen, 1993). Ceux-ci sont transportés dans
des particules lipidiques comme les chylomicrons ou les LDL. La Lipoprotéine Lipase (LPL) permet
I’hydrolyse des triglycérides en acides gras pour leur prise en charge par le foie et par d’autres organes
systémiques. L'insuline active la Lipoprotéine Lipase particulierement au niveau des sites
périphériques comme le muscle et le tissu adipeux. Les souris surexprimant le gene de la Lp/ au niveau

hépatique développent une stéatose et une insulino-résistance spécifique du foie (Kim et al., 2001).

.1.2. La lipolyse adipocytaire

La lipolyse adipocytaire couvre a elle seule environ 59% des apports d’acides gras dans la stéatose
hépatique. Elle est donc la voie privilégiée d’arrivée d’acides gras au foie (Donnelly et al. 2005). Ainsi,les
sujets atteints de NAFLD présentent une lipolyse accrue et des taux importants d’acides gras libres
plasmatiques. Différentes études réalisées chez I’'animal et chez I’'Homme montrent que le tissu
adipeux viscéral est une source importante d’acides gras libres pour le foie (Gastaldelli et al. 2007;
Seppéla-Lindroos et al. 2002) du fait de sa proximité avec la veine porte et de sa forte activité
lipolytique. Il existe une corrélation importante entre les différentes espéeces lipidiques viscérales et
celles retrouvées au niveau hépatique (Ko et al., 2017). De ce fait, I'accumulation d’acides gras au
niveau viscéral est fortement associée au développement de la NAFLD. Chez une personne saine,
I'insuline bloque I'activité de la LHS (Lipase Hormono-Sensible) qui catalyse la libération des AGNE a
partir des triglycérides adipocytaires. L'insuline limite donc le flux d’acides gras vers le foie, ces derniers
agissant comme des acteurs importants de la néoglucogenese hépatique. Dans une situation
d’insulino-résistance, I'insuline supprime de facon incompléte I'activité de la LHS ce qui a pour effet
une libération accrue d’AGNE dans la circulation sanguine par la lipolyse (Morigny et al., 2016; Stefan

et al., 2011)(Figure 10).
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.1.3. La lipogenese de novo

La lipogenése de novo est aussi une source importante d’acides gras dans la stéatose hépatique. Alors
que la contribution de la lipogenése de novo durant le jeline chez un sujet sain est dérisoire (environ
5%), elle couvre environ 26% des apports d’acides gras hépatiques dans la NAFLD (Donnelly et al.
2005). La lipogenese de novo est fortement activée en période de renutrition, lorsque les taux de
glucose et d’insuline sont tres élevés a la suite d’un jeline prolongé. Elle est fortement régulée par
I'insuline par l'intermédiaire des facteurs de transcription mTORC1 et SREBP-1c. Le facteur de
transcription SREBP-1c semble jouer un réle important dans la pathogenése de la NAFLD. En effet son
hyperactivation induit la stéatose hépatique et son expression est induite lors de la stéatose hépatique
dans différents modéles génétiques et alimentaires d’obésité associés a une stéatose (Moon et al.,
2012). Par ailleurs, une délétion hépatocytaire-spécifique de la protéine de transport SCAP, bloque
I’activité des 3 isoformes de SREBPs et prévient la stéatose hépatique induite chez des souris ob/ob ou

des souris nourries avec un régime HFD.

La lipogenése de novo reste active en cas de diabete de type 2. Cela constitue un paradoxe central
dans la pathogenése de la NAFLD. Effectivement, dans le diabete de type 2, I'insuline n’arrive plus a
supprimer la production hépatique de glucose mais continue de stimuler la lipogenese de novo,
suggérant une insulino-résistance hépatique sélective (Figure 10). Du fait de ce paradoxe il en résulte
souvent une hyperglycémie associée a une hyperlipidémie et une stéatose hépatique. De nombreux
travaux s’intéressent a ce phénomeéne et essayent de comprendre les mécanismes moléculaires a
I'origine de cette divergence entre le métabolisme du glucose et le métabolisme lipidique. Une des
hypothéses majeures est un branchement de la voie de signalisation a I'insuline au niveau d’AKT qui
contrélerait différentiellement la néoglucogenese et la lipogenése (Cheng and White, 2012; Titchenell

et al., 2015, 2016).

11.1.4. L’intestin

Plus récemment, il a été proposé que le développement de la NAFLD ferait également
intervenir d’autres facteurs propres a l'intestin tels que la dysbiose et les défauts de perméabilité
intestinale (Goodwin et al., 2013; Mouzaki and Allard, 2012; Williams et al.,, 2011). Ainsi, la
perméabilité intestinale est augmentée chez des patients atteints de NAFLD (Volynets et al., 2012)
alors que des manipulations de la flore bactérienne sont associées a la survenue d’hépatopathies
(Tarantino et al., 2010). Nous savons aujourd’hui que le tractus intestinal humain héberge plus de 3
millions de bactéries qui elles-mémes contiennent collectivement environ 100 fois plus de génes que

ceux du génome humain (Eckburg et al., 2005). Etant donné cette imposante présence bactérienne, il
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est possible d’'imaginer que I'activité du microbiote influence le développement de maladies chez
I’'Homme (Balmer et al., 2014; Schnabl and Brenner, 2014) et plusieurs études montrent que les
bactéries peuvent affecter le développement de la NAFLD. Par exemple, un changement de
composition dans la population bactérienne, nommé dysbiose, a été associé a différents dommages
hépatiques (Mouzaki et al., 2013; Zhu et al., 2013). La proportion entre différentes especes
bactériennes comme les bactéroides et les ruminococcus influence I'apparition de la NASH et de la
fibrose (Boursier et al. 2016). Plus généralement, un surplus de bactéries pathogénes est impliqué dans
la pathogenese de la NAFLD (Mokhtari et al., 2017). Le mécanisme produisant cet effet le plus probable
implique les LPS (Lipopolysaccharides), également appelés endotoxines, qui sont des composants
structuraux des membranes externes des bactéries. Ils sont composés d’un oligosaccharide et d’un
lipide qui permet leur ancrage a la membrane externe des bactéries. De par leur structure, ils peuvent
traverser la membrane pour se retrouver dans la lymphe. Arrivés au foie par la veine porte, ils se lient
a leurs récepteurs spécifiques présents a la surface des cellules du systeme immunitaire et induisent
une inflammation et une résistance a linsuline. En ce sens, les « mauvaises» bactéries
surreprésentées chez les personnes obeses ou atteintes de NAFLD (dysbiose), augmenteraient la
libération d’endotoxines vers le foie (Brun et al., 2007; Jandhyala et al., 2015; Soares et al., 2010). Les
endotoxines bactériennes comme le LPS sont également reconnues par le récepteur TLR4 (Toll Like
Receptor 4) au niveau des hépatocytes et participent a I'initiation la réponse immunologique (Soares
et al., 2010). De plus, la dysbiose est associée a une réduction de la synthese de FIAF (Fasting-Induced
Adipocyte Factor) dans I’entérocyte. Cela résulte en une augmentation de |'activité de la LPL et

I’accumulation de TG dans le foie (Backhed et al., 2004; Backhed et al., 2007).

Une expérience réalisée chez des souris a mis en évidence un role causal de la dysbiose sur le
développement de la NAFLD (Le Roy et al., 2013). De facon originale, les auteurs ont transplanté les
fécés contenant le microbiote de souris atteintes de NAFLD chez des souris saines. Les souris
receveuses ont développé une NAFLD dissociée de I'obésité. De ce fait, le microbiote pourrait induire
par lui-méme la NAFLD et cette transmission pourrait se faire méme en absence d’obésité (Le Roy et

al,, 2013).

111.2. Prédisposition génétique

Il existe une disparité ethnique dans la survenue de la NAFLD. En ce sens, les Africains et les
Hispaniques ont, respectivement, la plus faible et la plus forte incidence de NAFLD (Browning and
Horton, 2004; Browning et al., 2004a, 2004b; Caldwell et al., 2002; Clark et al., 2003). Nous savons

aujourd’hui que certains polymorphismes sont impliqués dans la survenue de la NAFLD.
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Le plus connu d’entre eux est celui lié au géne Pnpla3 (Patatin-like Phospholipase domain-containing
Protein 3). La forme de Pnpla3 liée au développement de la NAFLD (rs738409, 1148M) est assez
largement répandue dans les régions hispaniques et trés peu dans les populations africaines. Pnpla3
code pour une enzyme qui affecte le métabolisme hépatique des lipides. Ce géne influence aussi
I’activation des cellules stellaires, importantes dans la fibrogenése (Romeo et al., 2008; Singal et al.,
2014). La fonction exacte de I’enzyme PNPLA3 reste cependant encore incertaine. Elle présente une
double activité lipase/transacyclase. Une étude montre son réle important de remodelage des
gouttelettes lipidiques, PNPLA3 permettrait le transfert des acides gras sur les phospholipides (Mitsche
et al., 2018). La surexpression de Pnpla3 conduit a des effets contradictoires puisqu’elle est a I’origine
d’une diminution de I'hydrolyse des triglycérides et d’une augmentation des enzymes régulant la
lipogenese de novo (Li et al., 2012a). La délétion totale de ce géne n’induit pas de stéatose chez la
souris (Basantani et al., 2011; Chen et al., 2010). Ainsi, méme si I’association entre PNPLA3 et NAFLD

est aujourd’hui bien établie, les mécanismes sous-jacents restent a explorer.

Un autre géne, Tmé6sf2 (Transmembrane 6 Superfamily 2) est aussi connu pour étre impliqué dans
le métabolisme lipidique et présente des polymorphismes associés a la NAFLD. Plusieurs recherches
sont actuellement en cours sur la fonction exacte de I’'enzyme TM6SF2 mais il semblerait qu’elle soit
impliquée dans la distribution et la localisation lipidique hépatique. Le variant rare de ce géne est
associé a un risque plus élevé de développer une NAFLD (rs58542926) mais un risque plus faible de

développement des maladies cardiovasculaires (Mahdessian et al., 2014).

111.3. Dimorphisme sexuel
Il existe également un dimorphisme sexuel dans I’apparition de la NAFLD. Il est connu que la NAFLD se
développe prioritairement chez les hommes (Lonardo et al., 2006, 2015). En effet, des études cliniques
et pré-cliniques montrent que les femmes en activité sexuelle et préménopausées sont protégées de
la NAFLD (Ballestri et al., 2017; Durazzo et al., 2014; Lee et al., 2016; Marinou et al., 2011). Avant la
ménopause, les femmes présentent notamment une meilleure capacité a diriger les acides gras
hépatiques vers les voies cataboliques comme la cétogenése plutot que vers la formation de
triglycérides et de VLDL (Marinou et al., 2011). Ce dimorphisme est également retrouvé dans le modeéle
murin (Ballestri et al., 2017). Une autre étude démontre que la protection de souris femelles contre le
développement de la NAFLD pourrait s’expliquer par un meilleur brunissement du tissu adipeux blanc

(Lee et al., 2016).

Ce dimorphisme sexuel s’explique majoritairement par la production massive d’cestrogénes

chez les femmes, une hormone décrite comme protectrice vis-a-vis de la NAFLD et de la fibrose
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(Barton, 2013; Domingos et al., 2012; Lundholm et al., 2008; Pighon et al., 2011; Spangenburg et al.,
2012; Turola et al., 2015). Cependant, la plus grande différence entre les hommes et les femmes réside
dans la localisation adipocytaire des graisses. La graisse viscérale est une source majeure d’acides gras
et de cytokines pour le foie et participe au développement de I'insulino-résistance et de la dyslipidémie
(Mueller et al., 2015; Rodrigues et al., 2014). Elle se développe majoritairement chez les hommes et
chez les femmes apres la ménopause (Shen et al., 2009). A l'inverse, les cestrogenes favorisent le
stockage préférentiel des graisses au niveau sous-cutané. Ceci explique pourquoi les femmes pré-
ménopausées requierent une adiposité supérieure a celle des hommes pour développer des troubles
métaboliques similaires (Regitz-Zagrosek et al., 2006). Ceci est conforté par une autre étude
démontrant qu’aprés la ménopause, la distribution des graisses bascule vers une localisation viscérale
(Kotani et al., 1994). Cependant si les femmes sont protégées contre le développement de la NAFLD,
leur protection vis-a-vis de la NASH et de la fibrose est plus controversée (Daryani et al., 2010; Farrell

and Larter, 2006; Ratziu et al., 2000; Volzke et al., 2007).

Le chapitre suivant est consacré aux récepteurs nucléaires qui jouent un role crucial dans les
différentes fonctions hépatiques principalement celles métabolique et de détoxification. Nous
insisterons plus particulierement sur le récepteur nucléaire aux androstanes, CAR sur lequel a porté

mon travail de these.
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La famille des RN endocriniens comporte les récepteurs aux glucocorticoides (GR), aux estrogenes (ER),
a la progestérones (PG), aux androgenes (AR) et aux minéralocorticoides (MR). Leurs ligands sont
exclusivement de source endogéne et sous le contréle de I'axe hypothalamo-hypophysaire (Wilson,

1992). Les hormones stéroidiennes se lient a leurs récepteurs avec une grande affinité.

Les récepteurs orphelins adoptés s’hétérodimerisent avec RXR (Retinoid X Receptor) afin d’induire la
transcription de leurs génes cibles. Les membres de ce groupe incluent le récepteur aux acide gras
(PPARs), aux oxystérols (LXR), aux acides biliaires (FXR) ainsi que ceux aux xénobiotiques (CAR et PXR)

(Chawla et al., 2001).

I.2. Fonctionnement des récepteurs nucléaires

Les ligands des RN peuvent étre d’origine endogene ou exogene, et sont pour la plus grande majorité
de nature lipophile. lls exercent plusieurs actions sur le récepteur : agoniste (augmentation de I'activité
transcriptionelle basale), antagoniste pur (aucune modification de I'activité transcriptionelle), agoniste
inverse (diminution de I’activité transcriptionelle basale) et agoniste/antagoniste partiels (modification

partielle par rapport aux agonistes/antagonistes purs de 'activité transcriptionelle).

Les RN régulent I’expression de leurs genes cibles en se liant a I’ADN sur des éléments de réponses
spécifiques. Généralement, ces éléments de réponse se situent en amont de la région promotrice du
géne cible. La reconnaissance de ces éléments de réponse conditionne |'activité du RN. Les éléments
de réponse sont composés de deux séquences nucléotidiques hexamériques formant des répétitions
directes, indirectes, ou inversées séparés par un nombre de nucléotides déterminé. Les RN se lient a
ces éléments de réponse sous forme de monomere, d’homodimére ou d’hétérodimeére. RXR est le

principal partenaire d’hétérodimérisation (Kliewer et al., 1992).

L’activation de genes par les récepteurs nucléaires se déroule en général en 3 étapes, la premiére
consiste a la liaison du ligand, la seconde au recrutement de co-régulateurs et la troisieme au

recrutement du complexe transcriptionnel.

Le ligand va se fixer au niveau de la poche hydrophobe (LBD) et induit un changement de conformation
qui aura pour but de stabiliser le domaine de transactivation AF2 (Thompson et al., 1998). Cette étape
permet le passage de la forme inactive a la forme active du récepteur. La liaison du ligand permet aussi
de moduler l'interaction avec des protéines cytoplasmiques comme Hsp (Heat Shock Protein) et

permet la translocation nucléaire (Hager et al., 2000).

Les co-régulateurs forment des complexes protéiques qui s’associent aux RN afin de moduler leur

activité (Rosenfeld and Glass, 2001). Les co-activateurs sont regroupés en plus de cent membres. On
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retrouve par exemple les co-activateurs a activité histone acétyltransférase, favorisant la
décondensation de I’ADN et ainsi I’accessibilité a la machinerie transcriptionelle. Dans ce groupe, il y a
la famille des protéines p160 incluant SRC1,2et 3 (Steroid Receptor Co-activator 1,2 et 3) et la famille
des p300 ou CBP (cAMP Response Element Binding protein). Parmi les co-activateurs appartenant a la
famille p300, il y a PGCla (PPARy Co activator 1) qui permet la liaison de SRC1. Ce co-activateur est
spécifique du statut nutritionnel et de I’environnement cellulaire, il est induit en période de jeline

(Mastropasqua et al., 2018).

Les co-répresseurs interagissent avec les RN liés de maniére constitutive a I’ADN. lls peuvent aussi le
faire avec des RN liés a des antagonistes ou agonistes partiels qui leur feront adopter des
conformations permettant la fixation de co-représseurs. La fixation de co-répresseurs permet le
recrutement de complexes enzymatiques contenant des histones désacétylases qui empéchent toute
forme d’activité transcriptionelle (Bourguet et al., 1995). Les co-represseurs les plus connus sont NCoR
(Nuclear Receptor co-Repressor) et SMRT (Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid Receptor)
(Heinzel et al., 1997).

I.3. Roles physiologiques hépatiques majeurs

Parmi les 48 RN exprimés au niveau hépatique, 20 sont soumis a un rythme circadien, leur expression
ainsi que leur activité sont fortement modulées en fonction du cycle jour/nuit et de la prise alimentaire

(Yang et al., 2006).

Les RN participant a la régulation de I’'homéostasie glucidique et lipidique les plus actifs au niveau
hépatique sont PPARa, PPARy, PPARPB, FXR, LXRa, VDR, GR. Ceux impliqués dans le métabolisme des

xénobiotiques sont CAR, PXR.

1.3.1. Maintien de ’homéostasie énergétique

- PPARs, senseurs des acides gras

Les récepteurs PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptors) sont d'importants régulateurs du
métabolisme énergétique et sont de ce fait des cibles pharmacologiques de nombreux médicaments
pour le traitement du diabéte et de I'obésité (Lopez-Veldzquez et al., 2012). Les PPARs sont activés par
les acides gras insaturés, les eicosanoides, et de nombreux ligands synthétiques. Chaque isotype de
PPAR (a, B, y) exerce une fonction spécifique dans le maintien de I’homéostasie lipidique. PPARa
(NR1C1) est I'isotype le plus abondant dans un foie sain. Il régule I’oxydation des acides gras (via CPT1a)

ainsi que leurs captages (via FATPs). Il est garant du maintien suffisant en énergie durant les
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adaptations jeline/nourriture (Montagner et al., 2016a). PPARa contrdle également le métabolisme

glucidique en régulant I’expression de la PEPCK (néoglucogeneése) et de la GSK3 (glycogénogénese).
- LXR (NR1H3), senseur des stérols

LXRa est abondamment exprimé dans les tissus associés au métabolisme des lipides comme le foie, le
tissu adipeux, les reins, et les intestins alors que LXRP est exprimé de facon ubiquitaire. LXR est activé
par les oxystérols (Quinet et al., 2004). C’est un acteur clé du métabolisme du cholestérol, répondant
a des niveaux élevés en cholestérol et favorisant son transport, son catabolisme et son élimination
(Chawla et al., 2001). L’activation de LXR au niveau hépatique induit I'expression des transporteurs du
cholestérol ABCG5 et ABCGS afin d’augmenter la sécrétion du cholestérol sous forme biliaire (Peet et
al., 1998). L'expression de CYP7A1, I'enzyme limitante de la synthése biliaire et de I’élimination du
cholestérol est aussi régulée par LXR. Enfin, LXRa régule également I'expression des génes impliqués

dans la lipogenese tels que SREBP-1c, SCD1 et FAS (Repa et al., 2000a, 2000b).
- FXR (NR1H4), senseur des acides biliaires

FXR est largement exprimé au niveau du systeme entéro-hépatique incluant le foie et I'intestin ou il
agit comme senseur des acides biliaires en protégeant I'organisme contre des niveaux élevés en acides
biliaires. Les ligands endogénes de ce récepteur sont les acides biliaires, notamment I’acide cholique
et I'acide chénodéoxycholique. L’activation de FXR au niveau hépatique induit I'expression de BSEP
permettant I’efflux des acides biliaires vers la bile. L’activation de FXR entraine également la répression

de I'expression des CYPs impliqués dans la synthése des acides biliaires (Sinal et al., 2000).

1.3.2. Détoxification

- PXR (NR112), senseur des xénobiotiques

Il est aussi connu sous le nom du récepteur des stéroides et des xénobiotiques (SXR), a été identifié
par différentes équipes indépendamment, a la fois chez la souris et I’'Homme (Willson and Kliewer,
2002). PXR est fortement exprimé dans le foie ou il est présent a la fois dans les hépatocytes et les
dans les cellules de Kupffer (Haughton et al., 2006; Wright, 2006). Il est exprimé également dans
d’autres tissus tels que les poumons, I'intestin, la moelle osseuse et le cerveau (Lamba et al., 2004).
PXR a la capacité de reconnaitre un large spectre de ligands en raison de sa grande poche de liaison
(Timsit and Negishi, 2007). Le géne cible prototypique de PXR est le CYP3A4 (Goodwin et al., 1999). I
partage de nombreux génes cibles avec le récepteur nucléaire CAR. Il s’agit par exemple des CYP2C,

de 'UGT1A1, de la SULT2A1, de la GSTA1, de I’OATP et de MDR (Tolson and Wang, 2010). Un r6le dans
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le métabolisme énergétique lui est désormais attribué. Les données sur la régulation du métabolisme
lipidique par PXR montrent un effet d’inhibition sur les génes de la B-oxydation et d’activation sur les
génes lipogéniques (Nakamura et al., 2007). PXR est également impliqué dans le métabolisme
glucidique par son action inhibitrice sur la néoglucogenése. Les genes de la néoglucogenese tels que

PEPCK et G6Pase sont réprimés suite a son activation (Kodama et al., 2007; Zhou et al., 2006).

AhR, ce récepteur est structurellement distinct de la super-famille des récepteurs nucléaires. Il s’agit
en effet d’un facteur de transcription de la famille Per-Arnt-Sim présentant des domaines d’interaction
hélice-boucle-hélice. AhR est présent dans la glande mammaire, le foie, le systéme nerveux central, le
systeme cardiovasculaire, et I'utérus (Gueguen et al., 2006). En absence de ligand, AhR est séquestré
dans le cytoplasme dans un complexe de molécules chaperonnes. La liaison de son ligand entraine la
translocation nucléaire de AhR qui s’associe avec son partenaire AhR-nuclear translocator (Arnt). Les
génes cibles de AhR sont principalement des enzymes de phase | et Il tels que CYP1A1, CYP1A2,
CYP1B1, UGT1A1, MDR1 (Nebert et al., 2000). Il a été démontré que I’activation pharmacologique de
AhR est capable d’induire I'expression de CAR et de ses genes cibles a la fois dans un modele murin et

sur des hépatocytes humains (Patel et al., 2007).

-CAR : les sous-chapitres qui suivent ont été consacré a ce récepteur nucléaire sur lequel a porté mon

travail de these.

1. Principales caractéristiques structurales et fonctionnelles du récepteur
CAR

I1.1. Découverte, caractérisation et expression tissulaire

Le récepteur constitutif aux androstanes (CAR) ou NR1i3 (sous-famille 1, groupe | et membre 3) a été
pour la premiére fois cloné en 1994, et nommé MB67 par I'équipe de Baes (Baes et al., 1994). Les
auteurs ont montré par Northern Blot que MB67 est essentiellement exprimé dans le foie. Afin
d’étudier son fonctionnement, son domaine de liaison au ligand (LDB) a été fusionné avec le domaine
de liaison a I’ADN (DBD) du récepteur aux hormones thyroidiennes (TRP) et avec un plasmide
contenant des éléments de réponse a TRB. Les auteurs ont montré que méme en absence de ligand
exogene, cette construction était capable d’activer un géne rapporteur sous contréle d’éléments de
réponse du récepteur TRB. Ces auteurs ont aussi montré que CAR était un récepteur actif de maniere
constitutive. Les mémes auteurs ont également montré que CAR est capable de s’hétérodimériser avec

RXR.
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Entre 1997 et 1998, la caractérisation de la forme murine de ce récepteur démontre sa capacité a
s’hétérodimériser avec RXR et a se lier aux éléments de réponse de I’acide rétinoique (RARE) méme en
absence de ligand exogéene (Choi et al., 1997). Les auteurs nomment la forme murine de ce récepteur
« Constitutive Androstane Receptor ». lls identifient deux isoformes: CAR1 et CAR2 qui different par
leur domaine de liaison au ligand. CAR2 est tronqué d’une partie de sa région C-terminale et ne peut
ni se lier a 'ADN ni s’hétérodimériser avec RXR. La forme murine de CAR1 posséde une activité

transactivatrice indépendante de la liaison avec un ligand.

Dans les foies humains, 2 isoformes ont été identifiées; CAR2 et CAR3 (Auerbach et al., 2005)
possédant respectivement 4 ou 5 aminés de plus dans leur domaine de liaison au ligand. Cette insertion
pourrait modifier la structure de la poche de liaison et ainsi accueillir des ligands différents de ceux du
CAR de référence. CAR2 qui représente 30% du transcrit total chez 'Homme, aurait des capacités
limitées a se lier a ’ADN et donc a induire la transcription de ses génes cibles (Auerbach et al., 2006).
Il existe en tout 22 variants d’épissage de CAR et certains sont capables de se lier a I’ADN et de réduire

les capacités transactivatrices du récepteur CAR de référence (Jinno et al., 2004).

Un polymorphisme d’un seul nucléotide du récepteur CAR, nommé « NR1I3 rs2501873 » a été
identifié. Ce polymorphisme correspond a une substitution A>G au niveau de I'intron 3 du gene. La
fonctionnalité de ce polymorphisme n’a pas été testée. Cependant dans une étude épidémiologique
réalisée sur une population de 622 brésiliens, la présence de ce polymorphisme uniquement chez les

hommes est associée a une hypertriglycéridémie (Lima et al., 2013).

La protéine humaine de CAR a un poids moléculaire de 40kDaltons ol 348 acides aminés se succedent
(Auerbach et al., 2003; Savkur et al.). CAR posséede la structure typique des récepteurs nucléaires. Des
études structurelles de CAR ont montré une particularité de ce récepteur, sa poche de ligand est plus
petite que celle d’autres récepteurs nucléaires ce qui limite donc le nombre de ligands potentiels. En
effet sa taille est d’environ 500 Angstrém contre environ 1200 pour PXR et 990 pour VDR (Suino et al.,
2004).

En 1998, les travaux de Forman permettent l'identification de deux ligands endogénes, I'androstanol
et I’androstenol agissant comme agoniste inverse. Le domaine de liaison du ligand possede méme en
absence de ligand une conformation active, cependant en présence d’agoniste inverse cette
conformation est perdue. Ce récepteur est le premier exemple d’un facteur de transcription régulé

négativement par un ligand endogéne (Forman et al., 1998a).
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La distribution tissulaire de CAR est la méme pour les formes humaines et murines. Il est fortement
exprimé dans le foie et I'intestin (Wei et al., 2002a; Xu et al., 2005). Des niveaux plus faibles en ARNm
de CAR ont été retrouvés au niveau du cceur, des muscles, des reins des poumons et du cerveau (Baes
et al.,, 1994). Au niveau hépatique CAR est exprimé de fagon préférentielle autour de la veine

centrolobulaire, lieu ol sont localisées certaines réactions de détoxification (Braeuning et al., 2006b).

I11.2. Mécanismes d’activation

Le récepteur nucléaire CAR possede certaines particularités qui le différencient des autres récepteurs
nucléaires. L'une de ces particularités est sa localisation dans le cytoplasme sous une conformation
active. Il y forme un complexe avec différentes protéines chaperonnes: CCRP (Cytoplasmic CAR
Retaining Protein), HSP90 (Heat Shock Protein) et PPP1R16A (the membrane subnit of Protein
Phosphatase 1B) (Kobayashi et al., 2003; Sueyoshi et al., 2008; Yoshinari et al., 2003). Une autre
particularité est liée a sa capacité a étre activé aussi bien de maniére directe qu’indirecte (Figure 12).
Une fois activé, il migre dans le noyau. Aprés son hétérodimérisation avec son partenaire RXR, CAR
peut se lier a ses éléments de réponses de type DR4 ou DR5 (Direct répétitive séquence séparée de 4
a 5 nucléotides) nommés PBREM (Phenobarbital Response Element Module). Ces PBREM sont situés
sur les promoteurs des génes cibles de CAR, comme CYP2B6 représentant le géne prototypique cible
de la forme humaine du récepteur ou Cyp2b10 géne prototypique cible de la forme murine (Makinen

et al., 2002).

11.2.1. Activation directe

La fixation d’un ligand agoniste synthétique comme le TCPOBOP (forme murine) ou CITCO (forme
humaine) dans la poche de fixation du ligand de CAR induit sa translocation nucléaire (Tzameli et al.,
2000). Cette translocation sollicite le recrutement de la protéine phosphatase A2 (PP2A) en charge de
la déphosphorylation au niveau de la thréonine 38 (forme humaine) ou 48 (forme murine) de CAR
(Mutoh et al., 2009) et de sa libération du complexe cytosolique (Sueyoshi et al., 2008; Yoshinari et al.,
2003). Libéré de son complexe, CAR migre au niveau nucléaire afin de s’hétérodimériser avec RXR et
recruter les différents co-activateurs permettant son interaction avec la machinerie transcriptionnelle.
GRIP-1 (Glucocorticoid Receptor Interacting Protein-1), PGCla (Proliferator Activated Receptor
Coactivator 1 a) et SRC-1 (Steroid Receptor Co-activator) sont les co-activateurs permettant I'initiation
de la transcription des genes cibles de CAR (Min et al., 2002a; Shiraki et al., 2003; Wright et al., 2007).

Les co-représseurs empéchent la fixation de ces co-activateurs. Ainsi, le SMILE (Smal Heterodimer
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partner Interacting Leucine zipper protein) peut entrer en compétition avec d’autres co-activateurs
pour le recrutement des histones desacétylases (Xie et al., 2009). CAR peut interagir avec d’autres
corépresseurs tels que NCoR, SMRT, SHP et DAX1 modulant ainsi son activité transcriptionelle (Bae et

al., 2004; Laurenzana et al., 2012; Lempidinen et al., 2005).

11.2.2. Activation indirecte

CAR a la particularité d’étre activé par des molécules a la fois de nature endogéne ou exogene
stimulant sa translocation sans se lier directement au niveau de sa poche de liaison. C’est le cas du
phénobarbital qui induit I’activité transcriptionelle de CAR via I'induction de sa translocation nucléaire.
La rétention cytoplasmique de CAR est permise grace a une phosphorylation initiée par la protéine
kinase C (Mutoh et al., 2009). Le phénobarbital entre en compétition avec le facteur de croissance EGF
(Epidermal Growth Factor) par rapport a sa fixation sur son récepteur EGFR. |l empéche ainsi I’activité
de la kinase Src induisant la déphosphorylation de la protéine kinase RACK1. RACK1 active PP2A ce qui
a pour conséquence la déphosphorylation de CAR par la PP2A et sa translocation nucléaire (Mutoh et

al., 2013).

Une nouvelle voie de signalisation contrélant I'activité de CAR a été identifiée grace aux travaux de
I’équipe de Negishi. Il s’agit de la cascade de signalisation MEK/ERK. Des expériences
d’immunoprécipitation montrent une interaction entre CAR et ERK1/2 dans les cellules Hugh-7. Cette
interaction empéche la déphosphorylation de CAR et donc sa translocation nucléaire. L'activation de
p38 mitogen-activated protein kinase par I'anisomycin augmente I'expression du géne cible de CAR,
CYP2B6 attestant son activité dans les cellules HepG2 (Saito et al., 2013). Ainsi les hormones de

croissance et cytokines ont un impact sur I’expression des genes cibles de CAR.

La protéine kinase activée par I’AMP (AMPK) est une enzyme activée en cas de déplétion énergétique,
c’est-a-dire lorsque le ratio AMP/ATP augmente. Cette enzyme permet d’initier les voies cataboliques
afin de générer de I’ATP (Hardie and Ashford, 2014). In vivo, 'activateur de ’AMPK a la capacité
d’induire la translocation nucléaire de CAR mais ne parvient pas a induire I’expression de ses génes
cibles (Shindo et al., 2007). D’autres études montrent que la metformine, médicament activateur de
I’AMPK peut supprimer I'induction des génes cibles de CAR, en modulant la phosphorylation de CAR.
En fait, Work et ses collégues ont montré que la metformine phosphoryle CAR grace a 'AMPK et
ERK1/2 empéchant ainsi sa translocation (Yang et al., 2014). Le role précis de I’AMPK dans I’activation
de CAR reste controversé mais I'ensemble de ces recherches montre I'importance du statut

physiologique pour le contréle de I'activation de CAR.
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I1.3. Modulations de I'activité de CAR en situation physiologique et physiopathologique

L'activité du récepteur nucléaire CAR peut étre modulée en fonction du statut physiologique ou

physiopathologique (Figure 13).

- Lejelne et la restriction calorique

La résistance a la perte de poids pendant un jeline prolongé ou une restriction calorique incombe la
mise en place de voies métaboliques adaptées. Les souris déficientes pour le récepteur CAR présentent
un défaut de résistance a un jelGine prolongé (Maglich et al., 2004). Le je(ine entraine I’activation de
CAR. Certains travaux montrent que cette activation passe par I'interaction de PGCla et de HNF4a
avec les éléments de réponse régulant I’expression de ce récepteur (Ding et al., 2006). Une autre étude
montre I'implication de PPARa dans I'induction de CAR en réponse au jeline. Ainsi quand PPARa est
absent l'induction de CAR par le jelne est aboli (Wieneke et al., 2007). Le récepteur aux
glucocorticoides semble aussi impliqué, des éléments de réponse a ce récepteur ont été identifiés sur
le promoteur de CAR (Pascussi et al., 2003a). Une autre étude réalisée sur les cellules HepG2 montre
I'implication de SAPK (Stress Activated Protein Kinase) et Elk1 dans la régulation de I’expression de CAR

(Osabe et al., 2009).

- L’hypoxie

L’hypoxie est une condition pathologique qui active la transcription de HIF1 (Hypoxia Inductible Factor)
et ’AMPK comme la déplétion énergétique et le stress oxydatif (Lee et al., 2003b). HIF1 est dégradé
en condition normoxique, et stabilisé en condition hypoxique afin de réguler la transcription de ses
génes cibles: VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), érythropoiétine (EPO) et des enzymes
glycolytiques. Une étude montre que le traitement de souris avec un activateur de HIF1 induit la
translocation nucléaire de CAR et I’expression de Cyp2b10. Les auteurs montrent une interaction entre

HIF1 et CAR dans leur liaison au niveau des PBREM (Shizu et al., 2013).
- Laréponse inflammatoire

Plusieurs éléments rapportés dans la littérature montrent un lien entre la réponse inflammatoire et
I’expression ou l'activité du récepteur nucléaire CAR. Ainsi lors d’une réponse inflammatoire, le
métabolisme des xénobiotiques est diminué, plus particulierement I’expression des CYPs est réprimée
(Beigneux et al., 2002). La cytokine IL1B et I'’endotoxine LPS peuvent réprimer I’expression des génes
cibles de CAR ainsi que sa propre expression via I’activation de la voie NF-kB au niveau hépatique chez
I’'Homme. NF-kB médie I'inhibition de I’activité transcriptionelle du récepteur aux glucocorticoides. La

transactivation de CAR par le GR est ainsi réprimée (Assenat et al., 2004). Les souris males adultes sous
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régime riche en graisse présentent a la fois une induction des cytokines proinflammatoires et une
répression aussi bien de Cyp2b10 que de CAR (Ghose et al., 2011). Par ailleurs, une autre étude montre
gue I'oncostatine M, membre de la famille des IL6 augmente I’expression des genes cibles de CAR via

la voie des MAP kinases (Masuyama et al., 2010).
- Larégénération hépatique

Lors d’'une régénération hépatique I’expression des CYPs est réprimée (Marie et al., 1988). Le facteur
de croissance hépatocytaire (HGF, Hepatocyte Growth Factor) est le puissant stimulateur de la
syntheése d’ADN dans le foie. Dans des cultures primaires d’hépatocytes humains traités avec I'HGF,
une répression de I'expression des CYPs est observée (Donato et al., 1998). De plus, la surexpression
de HGF chez la souris réprime I’expression génique de CAR (Kakizaki et al., 2007). HGF induit la
phosphorylation de la protéine kinase ERK1/2 (Extracellular Signal-regulated Kinase) dans le
cytoplasme des hépatocytes murins. Cette phosphorylation active la protéine ERK1/2 et empéche la
translocation nucléaire de CAR. L’activation de la protéine ERK1/2 est un signal endogéne permettant

la séquestration de CAR au niveau cytoplasmique (Koike et al., 2007).

I1.4. Dimorphisme sexuel dans I’activité de CAR

Le lien entre le récepteur nucléaire CAR et les hormones sexuelles est fort et plusieurs éléments de la

littérature rapportent un dimorphisme sexuel important dans I’activité de CAR.

Plusieurs études montrent une activité et une expression de CAR plus importante chez les femelles
qgue chez les males. Ainsi des souris femelles traitées au TCPOBOP présentent une induction plus
importante des genes cibles de CAR (Ledda-Columbano et al.,, 2003; Lu et al., 2013). La méme
observation a été faite suite a un traitement au phénobarbital (Weghorst and Klaunig, 1989). Le niveau
d’expression génique de CAR est plus élevé chez les femelles par rapport aux males (Petrick and
Klaassen, 2007). Le niveau d’expression plus élevé des CYPs chez les femelles a également été
démontré en utilisant la Zoxazolamine, un myorelaxant, substrat des CYPs. Ce composé est
classiquement utilisé in vivo pour tester I'activité des CYPs. Une augmentation du temps de paralysie
signifie une inhibition des CYPs alors qu’une diminution signifie une augmentation de I'activité des
CYPs. Les souris femelles déficientes pour CAR (CAR”) sont plus résistantes que les males et présentent
un temps de paralysie plus court. De plus, aucune des souris femelles CAR” ne meure suite a ce

traitement alors que chez les males CAR”" 5 souris sur 6 ne se réveillent pas (Hernandez et al., 2009a).

Les niveaux plus élevés de CYPs chez les femelles peuvent s’expliquer de différentes manieres. lls

peuvent s’expliquer par 'inhibition de I'activité de CAR chez les males par les métabolites de la
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testostérone comme I’androstanol, qui ont été identifiés comme des agonistes inverses de CAR. lls
peuvent aussi s’expliquer par un effet d’activation de CAR par les cestrogenes rapporté dans certaines
études (Kawamoto et al., 2000a). Cette différence peut enfin s’expliquer par une régulation plus
importante de I'activité de CAR par le récepteur nucléaire HNF4a chez les femelles (Kamiyama et al.,
2007). Ce récepteur nucléaire est impliqué dans la régulation dimorphique des niveaux d’expression
basaux des CYPs (Holloway et al., 2008). Plusieurs données sur I’'Homme et la souris suggerent que
HNF4a régulerait I’expression de CAR qui régulerait a son tour I’expression des CYPs (Wiwi et al., 2004;

Wortham et al., 2007).

Par ailleurs, CAR semble jouer un réle important dans la régulation du statut en androgénes au niveau
hépatique (Hernandez et al., 2009a). Le métabolisme de la testostérone fait intervenir plusieurs étapes
d’hydroxylation. L’activité de I’"hydroxylase 6a est plus importante chez les femelles alors que celle de
I’hydroxylase 15a I’est plus chez les males. La mesure du ratio 6a/150-hydroxylase témoigne du statut
au niveau des androgenes et est considérée comme un biomarqueur d’une perturbation des niveaux
en androgenes (Wilson et al., 1999). Une étude a montré que le métabolisme de la testostérone et en
particulier le ratio 6a/15a-hydroxylase est diminué chez les femelles déficientes pour le récepteur CAR
comparé aux souris sauvages alors qu’il est habituellement plus élevé chez les femelles. Ce ratio,
diminué chez les femelles CAR” témoigne d’une masculinisation de ces souris (Hernandez et al.,

2009a).

I1.5. Dialogue entre CAR et les différents récepteurs nucléaires

L’activation des récepteurs nucléaires passe par une série d’étapes: la fixation d’un ligand/activateur,
I’association avec le partenaire de dimérisation, la liaison avec des co-régulateurs, la transcription des
génes cibles possédant des éléments de réponse spécifiques et les fonctions biologiques associées aux
génes. Cette vision représente un schéma simplifié qui masque les possibilités d’interactions entre
récepteurs nucléaires. Des dialogues croisés entre récepteurs nucléaires sont souvent rapportés dans
la littérature. lls peuvent s’établir sous différentes formes: la présence de ligands communs générant
des phénomeénes de compétition, la présence d’éléments de réponse communs a I'origine d’une
compétition pour le méme géne cible, la compétition pour le recrutement des mémes co-régulateurs,
la stimulation ou la répression du récepteur par une modification post-traductionnelle provoquée par
un autre récepteur nucléaire. Ainsi des dialogues entre CAR et différents récepteurs nucléaires ont

été rapportés dans la littérature (Figure 14).
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1.5.1. Dialogue entre CAR et LXR

Les oxysterols constituent la source principale de ligands endogénes de LXR. Or CAR est impliqué dans
le processus d’inactivation par une sulfatation des oxystérols a travers la régulation d’expression de
I’enzyme de détoxification SULT2B1. Son activation conduit donc a une diminution d’activité de LXR et
par voie de conséquence d’expression de SREBP-1c et des génes de la lipogenése de novo. Cet effet
suppresseur de CAR sur les génes de la lipogeneése est aboli sur des souris déficientes pour SULT2B1
(Dong et al., 2009b; Xiao et al., 2010). En accord avec ces données, la délétion de CAR entraine une
augmentation de I'expression des génes lipogéniques cibles de LXR (Zhai et al., 2010). CAR et LXR
exerceraient donc une répression mutuelle. De plus, LXR peut se lier aux éléments de réponse de CAR
au niveau des promoteurs des génes CYP2B6 et CYP3A4 et s’opposer ainsi a son action (Handschin et

al., 2002).

1.5.2. Dialogue entre CAR et PPARa

Plusieurs études rapportent I’existence d’un dialogue croisé entre CAR et PPARa. Ainsi I'activation de
PPARa par son agoniste pharmacologique le WY14643, induit I’expression de CAR et de ses génes cibles
de facon PPARa dépendante (Saito et al., 2010; Wieneke et al., 2007). D’autres études montrent que
les agonistes de PPARa induisent la translocation nucléaire de CAR de facon indépendante de PPAR«
(Guo et al., 2007). Les acides gras libérés au cours d’un je(ine induisent I’expression de CAR via un
élément de réponse a PPARa se trouvant sur le promoteur de CAR (Maglich et al., 2004). Par ailleurs,
I’activation pharmacologique de CAR in vivo chez des souris soumises a un régime riche en graisse
diminue I'expression de genes cibles de PPARa tels que Cptla, Cyp4ald (Maglich et al., 2009). CAR est
enfin capable de se lier a des éléments de réponse a PPAR (PPRE) situés dans les régions promotrices
de certains génes cibles de PPARa comme |’acyl-Coenzyme A oxydase (Acox) (enzyme limitante de la

B-oxydation) (Kassam et al., 2000).

11.5.3. Dialogue entre CAR et ER

En dépit du lien fort entre CAR et les hormones sexuelles peu d’études ont porté sur le dialogue croisé
entre CAR et ER a I’exception de deux réalisées par la méme équipe sur la lignée hépatocytaire HepG2.
Dans la premiére étude les auteurs montrent que ER pourrait avoir un effet activateur ou inhibiteur
sur CAR selon les ligands en présence (Min et al., 2010). Dans la deuxiéme, ils montrent que I’activation
de CAR permet d’inhiber I'activité transcriptionelle de ER en rentrant en compétition avec le

recrutement des co-activateurs qu’ils ont en commun (Min et al., 2002b).
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1.5.4. Dialogue entre CAR et GR

Les études sur les interactions entre les récepteurs CAR et GR rapportent un effet d’activation de GR
sur CAR et ses genes cibles Une étude réalisée sur des cultures primaires d’hépatocyte humain a
montré que la déxamethasone, glucocorticoide synthétique est capable d’induire la transcription de
CAR et de ses genes cibles (Pascussi et al., 2000). La méme équipe a montré un peu plus tard la
présence d’'un élément de réponse a GR (GRE) sur le géne cible prototypique de CAR : CYP2B9 (Gerbal-
Chaloin et al., 2002). Un élément de réponse a GR a également été identifié sur le promoteur de CAR
(Pascussi et al., 2003b). De méme, le traitement avec des antagonistes du récepteur GR (ketoconazole
et miconazole) dans les cellules HepG2 inhibe I'expression de CAR et de ses genes cibles (CYP2B6,

CYP2B9) (Duret et al., 2006).

lll.  Régulation de la détoxification hépatique par le récepteur nucléaire
CAR

La génération des souris déficientes pour le récepteur CAR par I'équipe de D.D. Moore a permis de
mettre en évidence le r6le majeur de ce récepteur dans la détoxification des xénobiotiques (Moore et
al., 2000a). La délétion de CAR altére la sensibilité des souris aux toxines, les souris CAR”" étant
incapables d’induire certaines enzymes clés de la détoxification. CAR joue également un réle majeur
dans le métabolisme de différentes substances endogénes dont I'accumulation pourrait étre toxique

pour la cellule.

11l.1. Détoxification des xénobiotiques
CAR coordonne I'expression de nombreux génes hépatiques impliqués dans le catabolisme des
xénobiotiques : il induit les réactions de biotransformation de phase | et Il ainsi que I’expression des

transporteurs. Les génes cibles spécifiquement régulés par ce récepteur sont récapitulés dans le

tableau 3 (Hernandez et al., 2009b).
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Tableau 3: Génes cibles du récepteur nucléaire CAR impliqués dans les phases de détoxification

Souris

Homme

Phase |

Cyplal, Cypla2, Cyp2a4, Cyp2b10,
Cyp2c29, Cyp2c37, Cyp2c55, Cyp3all,
Ngol, Aldhlal, Aldhla7, Akrib7, Ces6

CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, CYP3A5

Phase ll

Ugtlal, Ugtla9, Ugt2b34, Ugt2b35,
Ugt2b36, Sultlel, Sult2al, Sult2a2,
Sult3al, Sultsal, Gstal, Gsta4, Gstml,
Gstm2, Gstm3, Gstm4, Gstp, Gsttl

UGT1A1, SULT2A1

Transporteurs

Mrp2, Mrp3, Mrp4, Oatpla4

MDR1

L’action hépatoprotectrice de CAR contre les xénobiotiques ne consiste pas uniquement en I'induction

d’expression des genes de détoxification, elle peut aussi conduire a la répression d’expression de

certains genes. Ainsi, CAR empéche par exemple l'induction de CYP4A, enzyme majeure pour la

peroxydation lipidique, par induction de la superoxyde dismutase-3 (SOD) afin de limiter le stress

oxydant (Swales and Negishi, 2004).

Deux classes de xénobiotiques principales sont décrites comme modulatrices de I’activité du récepteur

CAR ; les médicaments et les polluants environnementaux.

1.1.1. Polluants environnementaux

L’ensemble des polluants environnementaux activateurs de CAR ont été regroupés dans le tableau ci-

dessous.
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Tableau 4: Polluants environnementaux identifiés comme activateurs du récepteur nucléaire CAR

Composés Especes | Références
Acide perfluorocarboxylique, PFCA Souris Abe et al., 2017; Cheng and Klaassen,
(détergent) 2008
Acide perfluorooctanoique, PFOA Souris Kawamoto et al., 1999; Oshida et al.,
(détergent) 2015
Acide perfluorooctanesulfonique PFOS Rat Elcombe et al., 2012
(détergent)
Alachlor (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Arsenite (Chimique) Souris Baldwin and Roling, 2009
Colorants azoiques (Peinture) Souris et | Pakharukova et al., 2007
Rat
Bisphénol A (Chimique) Souris Baldwin and Roling, 2009
Butylate (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Chlorpropham (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Chlorpyrifos (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Cypermythrin (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Cyproconazole (Pesticide) Souris Peffer et al., 2007
DBP, Di-n-butylphtalate (Plastifiant) Rat Wyde et al., 2005
DDE, Dichlorodiphenyldichloroethylene Rat Wyde et al., 2003
(Pesticide)
Di-isononyl phthalate (DiBP) (Plastifiant) Homme | Laurenzanaetal., 2016
O,p-DDT, 1,1,1-Tichloro-2-(2-chlorophenyl)- | Souris et | Sueyoshi et al., 1999; Wyde et al., 2003
2-(4-chlorophenyl)ethane (Pesticide) Rat
DEHP (Plastifiant) Souris et | Baldwin and Roling, 2009; DeKeyser et
Homme | al., 2009
Dieldrine (Pesticide) Souris Wei et al., 2002b
Endosulfan (Pesticide) Souris et | Baldwin and Roling, 2009; Savary et al.,
Homme | 2014
Fernitrothion (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Hydrocarbures polycycliques aromatiques Souris Zhang et al., 2015
Imazalil (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Kepone (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
MEHP (Plastifiant) Souris Baldwin and Roling, 2009
Metolachlor (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Methoxychlor (Pesticide) et métabolites Souris, Baldwin and Roling, 2009; Blizard et al.,
Rat et 2001; Savary et al., 2014
Homme
Monosodium methane arsenate Souris Baldwin and Roling, 2009
Nonylphenol (Plastifiant) Homme | Hernandez et al., 2007
Parathion (Pesticide) Souris Hernandez et al., 2007
PCB Polychlorobiphényles (dérivés Souris Sueyoshi et al., 1999
chimiques)
Propachlor (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) | Souris Prokopec et al., 2015
SSS-Tributylphosphorotithioate (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
Triclopyr (Pesticide) Souris Baldwin and Roling, 2009
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1.1.2. Médicaments

L’ensemble des médicaments activateurs ou inhibiteurs de CAR a été regroupé dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 5: Médicaments exergant une action activatrice ou inhibitrice sur le récepteur nucléaire CAR

Médicaments Especes Action Références
Acide valproique Homme Activateur | Cerveny et al., 2007
Acétaminophéne Souris Activateur | Zhang et al., 2002, 2004a
Antifongiques triazolés | Souris Activateur | Goetz et al., 2006; Peffer et al., 2007
Artémisine Souris et Homme | Activateur | Burk et al., 2005; Swales and Negishi,
2004
Benzodiazépines Homme Inhibiteur | Lietal., 2008
Clotrimoxazole Homme Inhibiteur | Moore et al., 2000b
Cocaine Homme Inhibiteur | Malaplate-Armand et al., 2005
Déxaméthasone Homme Activateur | Pascussi et al., 2000; Qatanani et al.,
2004
Kétoconazole Homme Inhibiteur | Duret et al., 2006
Méclizine Souris et Homme | Activateur | Huang et al., 2004
(Souris)
Inhibiteur
(Homme)
Métamizole Homme Activateur | Saussele et al., 2007
Méthotrexate Souris Inhibiteur | Chen et al., 2006; Shibayama et al.,
2006
Orphénadrine Rat Activateur | Murray et al., 2003
Phénobarbital Souris, Rat Activateur | Li et al., 2017 ;Currie et al., 2014
Phénytoine Homme Activateur | Jackson et al., 2004, 2006; Wang et al.,
2004
Statines Homme Activateur | Howe et al., 2011; ReZen et al., 2017

111.2. Détoxification des composés endogénes

Atravers la régulation de ces enzymes du métabolisme des xénobiotiques, CAR est également impliqué
dans le métabolisme d’un certain nombre de substances endogénes dont les hormones stéroidiennes

et thyroidiennes ainsi que les acides biliaires et la bilirubine.

.2.1. Hormones stéroidiennes
Les premiers ligands de CAR identifiés sont de nature stéroidienne: I'androstanol et I’androstenol qui
peuvent inhiber I'activité de CAR en entrainant la dissociation de CAR avec le coactivateur SRC1

(Forman et al., 1998b). De facon similaire, la progestérone et la testostérone inhibent également

I’activité de CAR (Swales and Negishi, 2004). Les cestrogenes (17B-estrone (E2) et estrone (E1)) sont

76



Chapitre Il : Le récepteur nucléaire constitutif aux androstanes: CAR

capables d’activer CAR dans les cellules HepG2 alors que les métabolites oestrogéniques (estriol,
estetrol, et estradiol sulfate) ne I'activent pas. In vivo, ce résultat n’est pas confirmé, les cestrogénes
ne sont pas capables d’activer CAR chez des souris femelles, en revanche chez des souris males les
androgénes sont toujours inhibiteurs de son activité (Kawamoto et al., 2000b). Cependant lors d’une
grossesse, les niveaux élevés en E2 activent CAR et le récepteur aux cestrogenes (ER) qui peuvent par
synergie induire I'expression de CYP2B6 (Koh et al., 2012). Dans les hépatocytes humains, le précurseur
majeur de I'cestrogene et des androgenes, le déhydroépiandrostérone (DHEA), induit la translocation

nucléaire de CAR ainsi que I'expression de CYP2B6 (Kohalmy et al., 2007).

Les niveaux en hormones stéroidiennes sont maintenus grace a une balance dynamique entre leur
synthese et leur inactivation. Les capacités de stockage des hormones stéroidiennes étant limitées,
une coordination entre leur synthése et leur biotransformation est indispensable pour maintenir des
fonctions physiologiques normales. De nombreux CYPs (CYP11, CYP17, CYP19, CYP21) sont
spécifiqguement responsables de la synthése des hormones stéroidiennes et de leur catabolisme et
inactivation (Ruckpaul et al., 1985). Le foie est le site majeur du catabolisme des hormones
stéroidiennes et le récepteur CAR joue un role important dans ce catabolisme a travers la régulation
d’expression des CYPs et des sulfotransférases. L'activation de CAR et de ses génes cibles par le

TCPOBOP induit le catabolisme des cestrogénes et favorise leur excrétion (Yamamoto et al., 2006).

Le cortisol peut étre hydroxylé par le CYP3A4 pour donner le 6a-hydroxycortisol, qui est recherché
dans les urines comme marqueur du fonctionnement des CYP3A4 chez 'Homme (Abel et al., 1992;
Ged et al., 1989). CYP3A4, CYP2C19 et 2C9 sont des cytochromes également impliqués I’hydroxylation
de la progestérone et de la testostérone (Yamazaki and Shimada, 1997). Les hydroxylations de
I’estradiol et de I'estrone impliquent les CYP1A1, CYP1B1 et CYP3A4 (Lee et al,, 2003a). Le CYP3A4

semble jouer un réle majeur dans le maintien de I’homéostasie de |’cestradiol (Yu et al., 2005).

Les sulfotransférases jouent également un role prépondérant dans l'inactivation des hormones
stéroidiennes. C’est le cas de I'EST (Estrogen Sulfotransférase) dont le gene SULT1E1 catalyse la
conjugaison d’un sulfate sur I'cestrogéne. L'cestrogene sulfaté ne peut se plus se lier a son récepteur
ER. L'EST est considéré comme un facteur majeur d’inactivation de I'cestrogene (Song, 2001). Une
étude a montré chez la souris une induction CAR dépendante de cette enzyme (Sueyoshi et al., 2011).
La sulfotransférase SULT2A1 est importante pour la conjugaison de [I'hydroxysteroid
dehydroepiandrosterone, des travaux montrent également I'importance de CAR dans I'induction de

cette enzyme (Chen et al., 2007b).
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1.2.2. Hormones thyroidiennes

Les niveaux en hormones thyroidiennes sont contrélés par une balance entre synthése, métabolisation
et sécrétion. La TSH (Thyroid Stimulating Hormone) induit la synthese de la forme inactive T4 (3-5-3’-
5’-tetraiodothyronine) dans la glande thyroidienne qui est ensuite convertie en différentes formes par
les désionidases dans les tissus périphériques comme le foie et les reins. Trois désionidases ont été
identifiées : désionidase de type 1 (D1), de type 2 (D2) et de type 3 (D3). D1 est I’'enzyme majeure

responsable de la conversion du T4 en la forme active T3 (3-3’-5-triiodothyronine) dans le foie.

De nombreuses études font le lien entre I'activité de CAR et celle des hormones thyroidiennes. Ainsi
des traitements chroniques au phénobarbital entrainent des hypertrophies de la thyroide que ce soit
chez le rat ou chez I’humain (Curran and DeGroot, 1991). Deux études ont montré que |’activation de
CAR par le phénobarbital ou la phénytoine diminue le niveau sérique de T4 sans changer le niveau de
T3 chez des souris CAR** (Curran and DeGroot, 1991; Maglich et al., 2004; Qatanani et al., 2005). De
plus cette diminution des niveaux de T4 est accompagnée d’une augmentation des niveaux de TSH,
correspondant a un état d’hypothyroidie. Un statut hypothyroidien obtenu grace a un régime carencé
en iodine contenant 0.15% de propylthiouracil induit chez la souris a la fois I’expression génique de
CAR et celle de son géne cible Cyp2b10 (Park et al., 2012). Une autre étude montre qu’une
thyroidectomie ou un traitement au 6-propyl-2-thiouracil ; deux méthodes utilisées pour induire une
hypothyroidie chez le rat, répriment I'’expression de CAR et CYP2B1 (Ooe et al., 2009). Une étude plus
récente montre que des cellules Huh7 traitées avec I’hormone T3 présente une augmentation de

I’expression de CAR (Bing et al., 2014).

CAR est également impliqué dans le catabolisme des hormones thyroidiennes. Ce catabolisme
implique des conjugaisons avec des groupements sulfates ou glucuronides (Visser et al., 1998). Ces
réactions sont catabolisées par deux enzymes de phase Il, 'UGT1A1 et la SULT1A1 qui sont toutes les

deux régulées par CAR (Hernandez et al., 2009).

111.2.3. Bilirubine et heme

La bilirubine est le produit de dégradation de I’héme, c’est un des composés les plus toxiques de
I’organisme. Son accumulation est associée a un ictére et en cas d’accumulation prolongée, cela
entraine une neurotoxicité. La glucuronidation par I'enzyme UGT1A1l est la voie majeure de
détoxification de ce composé qui est ensuite sécrété dans la bile par le transporteur actif MRP2. CAR
est impliqué dans la clairance de la bilirubine par induction des enzymes UGT1A1, GSTa1l (Sugatani et

al., 2001) et des transporteurs OATP2 et MRP2 (Guo et al., 2002). Sur des cultures primaires
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d’hépatocytes de souris, la bilirubine comme le phénobarbital est capable d’induire la translocation

nucléaire de CAR (Huang et al., 2003).

11.2.4. Acides biliaires

Les acides biliaires produits par le foie sont indispensables pour I’élimination du cholestérol et
I’absorption des lipides d’origine alimentaire. L’homéostasie des acides biliaires est finement régulée,
des niveaux élevés étant extrémement toxiques pour I’organisme. La sécrétion biliaire est importante
pour la sécrétion des composés endogeénes et exogénes hydrophobes. Il a été démontré que chez la
souris I'activation de CAR induisait I’expression d’enzymes (CYP3A11, SULT2A1) et de transporteurs
(MRP3) impliqués dans le métabolisme et I’élimination des acides biliaires (Zhang et al., 2004b).
L’activation de CAR par le TCPOBOP protege le foie de la cholestase, en permettant la production
d’acides biliaires moins toxiques pour le foie (Beilke et al., 2009). CAR semble agir indépendamment
du xénosenseur aux acides biliaires, le récepteur FXR. En effet chez les souris déficientes pour FXR et
PXR, des niveaux élevés d’acide cholique induisent I'expression de CAR et de ses génes cibles et
permettent une protection contre sa toxicité en induisant sa métabolisation et son catabolisme (Guo

et al., 2003).

Le cholestérol hépatique est dégradé en deux acides biliaires primaires, I'acide cholique (CA) et I’acide
chenodeoxycholique (CDCA). Dans l'intestin, ces acides biliaires sont hydroxylés par le microbiote en
acides biliaires secondaires, I’acide déoxycholique et I’acide lithocolique (LCA) (Ridlon et al., 2006). Le
LCA est réabsorbé au niveau intestinal et est transporté vers le foie. Des souris de type sauvage
nourries avec un aliment contenant 0.5% de LCA présentent une induction de Cyp2b10 qui n’est pas

retrouvée chez des souris déficientes pour CAR nourries avec le méme régime (Zhang et al., 2004b).

IV. Régulation du métabolisme énergétique hépatique

Un réle de CAR dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique a été récemment attribué a ce
récepteur nucléaire sur la base d’études cliniques qui ont ensuite été confirmées par des études chez

I’animal.
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IV.1. Métabolisme du glucose

Le r6le de CAR sur I’lhoméostasie glucidique a été suggéré pour la premiére fois suite a différentes
études cliniques chez des patients diabétiques traités au phénobarbital qui présentaient une
amélioration de leur sensibilité a I'insuline ainsi qu’une diminution de leur glycémie (Lahtela et al.,
1985; Sotaniemi et al., 1983). Les souris diabétiques présentent également une amélioration de leur
tolérance au glucose suite a un traitement avec I’agoniste pharmacologique de CAR, le TCPOBOP (Dong
etal., 2009b). L’amélioration de la tolérance au glucose est principalement permise par la suppression
de la production hépatique de glucose par la néoglucogenése. En effet, I'activation de CAR entraine la
répression des enzymes limitantes de la néoglucogenése : PEPCK, G6Pase. Plusieurs modeéles
proposent des mécanismes pour expliquer la répression de ces génes par CAR. Dans le premier modele
CAR entrerait en compétition avec FoxO1 (Forkhead box protein O1) et HNF4a pour la fixation sur leurs
éléments de réponse IRE et HNF4RE respectivement situés sur le promoteur de la PEPCK et de la
G6Pase (Kodama et al., 2004). Dans un second modeéle CAR se lierait a SRC2/GRIP1 et PGCla qui sont
deux co-activateurs de HNF4a, diminuant ainsi I’expression des génes de la néoglucogenése (Miao et
al., 2006). Un troisieme modele propose que la translocation nucléaire de CAR entrainerait une
interaction physique de CAR avec PGCla. Cette interaction permettrait de recruter la ligase E3 culline
permettant a son tour I'adressage vers les corps nucléaires PML ((promyelocytic leukemia) noyaux
macromoléculaires séquestrant et libérant les facteurs de transcription et co-activateurs au sein du
noyau). Dans cette structure, PGCla est ubiquitinylé afin d’étre par la suite dégradé par le protéasome.
La disponibilité en PGCla étant diminuée, I'expression des génes de la néoglucogenese est réprimée
(Gao et al., 2015) (Figure 15). Enfin, un dernier modele propose que CAR agirait a travers sa régulation
de SULT2b1 sur la désacétylation de HNF4a empéchant ainsi sa translocation nucléaire et son action
sur les génes de la néoglucogenese (Shi et al.,, 2014). La répression par CAR des génes de la

néoglucogenése est retrouvée sur des cultures primaires d’hépatocytes humains (Lynch et al., 2014).

Le fait qu’un récepteur aux xénobiotiques induise la répression de la néoglucogenése peut s’ expliquer
par I'implication de cette voie dans la synthése du co-facteur NADPH indispensable pour I'activité des
cytochromes P450. En effet, la voie hépatique des pentoses phosphates permet de convertir le
glucose-6-phosphate en ribose-5-phosphate afin de générer du NADPH. Augmenter la production de
glucose-6-phosphate par la répression de la G6Pase est un moyen de générer du NADPH. Ainsi la
répression de la néoglucogenése par CAR permettrait de maintenir un stock suffisant de NADPH pour

la détoxication.
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IV.2. Métabolisme des lipides

Des études épidémiologiques rapportent une modification du profil lipoprotéique suite a des
traitements chroniques avec des médicaments antiépileptiques ou anti-convulsants mais ces études
restent contradictoires (Aynaci et al., 2001; Berlit et al., 1982; Eiris et al., 2000, 1995). Certaines
rapportent des effets hypertriglycéridémiques et d’autres hypotriglycéridémiques suite a ces
traitements. Les effets sont tres contradictoires suivant les différentes classes d’anti-convulsants
utilisés. D’autres études ont montré que des traitements chroniques avec des médicaments
activateurs de CAR comme le phénobarbital ou I'acide valproique étaient associés a la survenue de

désordres hépatiques (Vecchia and Negri, 2014; Verrotti et al., 2011).

Ces données cliniques ont par la suite été confirmées par des expériences chez I’animal montrant un
contrble par CAR de genes impliqués dans le catabolisme des acides gras et dans la lipogenése

hépatique.

Iv.2.1. Répression du catabolisme des acides gras

CAR agit sur la voie de la B-oxydation des acides gras en interférant avec le régulateur majeur de cette
voie qu’est PPARa. CAR entre en compétition avec PPARa pour sa liaison au niveau des éléments de
réponse, sur le promoteur du géne 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase (HADH), une enzyme clé de la
B-oxydation péroxysomale (Kassam et al., 2000). De plus, I'activation de CAR par le phénobarbital chez
des souris sauvages entraine une répression de PPARa et de ses genes cibles tels que Cyp4al4, Cptla
et CTE. Cet effet n’est pas observé chez les souris CAR”" (Maglich et al., 2009; Ueda et al., 2002) (Figure
16B).

1IvV.2.2. Régulation de la lipogenése de novo hépatique

De nombreuses études ont montré I'implication de CAR dans le métabolisme lipidique, cependant les

résultats obtenus sont contradictoires.

Chez des souris obéses de type ob/ob ou soumises a un régime riche en graisse, I'activation de CAR
par une exposition prolongée au TCPOBOP permet une diminution de la stéatose hépatique par
inhibition de la lipogeneése de novo via la répression des génes Scd1, Fas et Acc et de SREBP-1c (Dong
et al., 2009b; Gao et al., 2009). Cet effet de CAR sur SREBP-1c pourrait étre médié par la protéine Insig-
1. En effet, le traitement des souris sauvages par le TCPOBOP a mis en évidence une régulation positive
de Insig-1 par CAR. La protéine Insig-1 se lie a SCAP et empéche ainsi le clivage protéolytique de SREBP-

1c et donc son effet transactivateur sur ses genes cibles (Roth et al., 2008). Une autre hypothése
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propose que CAR agirait sur les génes de la lipogenese de novo par I'intermédiaire du récepteur
nucléaire LXR qui est un des régulateurs des génes de la lipogenése hépatique. Il le ferait en
contribuant a l'inactivation des oxystérols, ligands endogenes de LXR, a travers la régulation de
I’expression de la sulfotransférase Sult2B1b. L’inactivation des oxystérols permet de diminuer
I’activation de LXR et de réduire la voie LXR-SREBP (Chen et al., 2007a). En accord avec cela, les souris
déficientes pour Sult2B1b traitées au TCPOBOP ne présentent plus de répression des génes de la

lipogenése de novo (Dong et al., 2009a) (Figure 16A).

Cependant les effets de CAR sur la régulation d’expression des genes de la lipogenese de novo restent
controversés puisque une étude montre qu’a I'inverse I’activation de CAR dans des cultures primaires
d’hépatocytes humains induit I'expression des génes de la lipogenése de novo tels que Fasn et Scd1
(Breuker et al., 2010). Cette méme équipe montre que Spot14 qui est un gene cible de CAR et un
modulateur important de la lipogenese hépatique. Ces résultats ne sont pas retrouvés par une autre
équipe qui montre que dans des cultures primaires d’hépatocytes humains, I’activation de CAR par le
CITCO n’affecte pas I’expression des genes de la lipogenése de novo (Lynch et al., 2014). Cet effet est
par contre retrouvé in vivo chez des souris soumises a un régime standard et chez lesquelles le
traitement au TCPOBOP induit une augmentation de la lipogenéese de novo ainsi que de la cétogenése
avec une répression de la B-oxydation mitochondriale (Rezen et al., 2009). Ces résultats contradictoires
peuvent s’expliquer par un role différent du récepteur nucléaire CAR en fonction du statut

physiopathologique dans lequel se trouvent les organismes.

IV.3. Métabolisme du cholestérol et des acides biliaires

Le profil lipoprotéique est modifié suite a une activation de CAR chez la souris, une étude
expérimentale montre que I'activation de CAR par son agoniste spécifique (TCPOBOP) entraine une
diminution des concentrations plasmatiques en cholestérol total, HDL et LDL cholestérol, il semblerait
gue ces effets soient en partie dus a la répression de la transcription du géne de I'apolipoprotéine Al
au niveau hépatique par CAR (Masson et al., 2008). La méme équipe a également montré que lorsque
les souris sont soumises a un régime riche en graisse, I'activation de CAR diminue la charge de
cholestérol au niveau hépatique par stimulation de I'expression des enzymes de synthése des acides
biliaires et donc de leur excrétion fécale sous forme biliaire (Sberna et al., 2011). De maniére
concordante, les souris déficientes pour le récepteur CAR présentent une augmentation des HDL-

cholestérol en condition de cholestase (Stedman et al., 2005).

Des analyses transcriptomiques hépatiques montrent que I’activation de CAR induit I’expression des
génes impliqués dans la cholestérogenese tels que HMGCR, SQLE, et LSS. Cependant cet effet n’est pas

associé a une augmentation du ratio lathostérol/cholestérol indiqguant que la modification
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d’expression génique ne s’accompagne pas d’une augmentation de la biosynthése de cholestérol

(Rezen et al., 2009).

L’activation de CAR empéche aussi la formation de calculs biliaires en diminuant I’expression des génes
ABCG5 et ABCGS et en augmentant I'expression de Cyp7al, favorisant la conversion du cholestérol en
acides biliaires. Au niveau intestinal, CAR favorise la réabsorption biliaire en induisant I’expression des
transporteurs ASBT et OSTPB. Ceci permet de diminuer la charge en cholestérol des acides biliaires et

de limiter la formation des calculs biliaires (Cheng et al., 2017).

Le r6le hépatoprotecteur de CAR face aux acides biliaires a été largement décrit et provient du fait de
I'induction de leur métabolisation par la stimulation des SULT (2A1 et 2A9) et de leur excrétion par
I’augmentation des transporteurs des acides biliaires (MRP2/ABCC2 ; MRP3/ABBC3) au niveau des
hépatocytes (Cherrington et al., 2002; Kast et al., 2002; Staudinger et al., 2003). En accord avec ces
observations, les médicaments agonistes de CAR sont utilisés pour le traitement de la cholestase

(Stedman et al., 2005).
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autres que les substances ou produits faisant I'objet de dispositions communautaires particuliéres
concernant les agents conservateurs, détruire les végétaux autres que les algues et freiner ou prévenir
une croissance indésirable des végétaux. La grande majorité des produits utilisés en agriculture dépend
de ce reglement. Chaque substance fait I'objet d’'une évaluation au niveau européen (incidence sur la
santé humaine, devenir et comportement dans I’environnement et écotoxicologie). En 2012, 340
substances actives phytopharmaceutiques ont été répertoriées en France et regroupent

principalement des herbicides (106), des fongicides (91) et des insecticides (59).

1.1.2. Les biocides

Les biocides sont définis par le réglement européen (CE n°528/2012) comme des substances actives et
préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui sont présentées sous la forme dans
laguelle elles sont livrées a I'utilisateur, destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensif les
organismes nuisibles, a en prévenir I’action ou a les combattre de toute autre maniére, par une action
chimique ou biologique. Ce sont les produits anciennement nommés « pesticides a usage non
agricole ». Les biocides sont destinés a des usages domestiques, par exemple les insecticides ménagers

et les produits antiparasitaires.

1.1.3. Les médicaments vétérinaires

Les médicaments vétérinaires sont définis par la directive 2004/28CE du Parlement européen comme
toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives
al’égard des maladies animales. Ces produits sont trés utilisés dans le milieu agricole pour les activités

d’élevage mais aussi au niveau domestique pour les animaux de compagnie.

1.1.4. Les médicaments a usage humain

Les médicaments a usage humain sont définis par la Directive 2004/27/CE du Parlement européen
comme toute substance ou composition présentée ou possédant des propriétés curatives ou
préventives a I'égard des maladies humaines. En 2010, 21 produits ont été identifiés comme
antiparasitaires externes utilisés en dermatologie (par exemple les organochlorés, les
organophosphorés) et antiparasitaires systémiques utilisés en infectiologie et en parasitologie (par

exemple I'avermectine).
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1.2. Classification des produits phytosanitaires

La grande majorité des pesticides utilisés sont des produits phytosanitaires, ils peuvent étre classés en
fonction de leur cible principale. Les trois catégories principales sont : les herbicides (luttant contre les
plantes adventices des cultures), les fongicides (luttant contre les champignons pathogénes) les

insecticides (luttant contre les insectes nuisibles).

A cette classification peut s’ajouter la grande variété de mode d’action. Parmi les herbicides, les
principaux modes d’action des PP sont les suivant: blocage de la synthése des acides aminés
aromatiques, inhibition de la photosynthése, perturbation de la régulation de I’auxine (hormone de
croissance). Les fongicides permettent une inhibition de la formation des microtubules, une inhibition
de la biosynthese des stérols ou une inhibition de la germination des spores et de la croissance
mycélienne. Les principaux modes d’action des insecticides sont de perturber le systeme respiratoire,

le systéme nerveux ou encore de perturber la synthese des mélanines (Tableau 6) (Casida et al., 2011).

Tableau 6: Exemple de mode d’action des pesticides suivant leurs cibles biologiques

Herbicides Fongicides Insecticides
Elongases des acides gras | Tubuline Acétylcholinestérase
Glutamine synthase 14a-déméthylase Canaux sodium
Tubuline Biosynthése des phospholipides | Récepteurs acétylcholine ou GABA
Acétolactate synthase ARN polymérase Glutamate
Photosysteme Il ATP synthase ATP-synthase
NADH déshydrogénase

Le deuxieme systeme de classification prend en compte la nature chimique de la substance majoritaire
qui compose le PP. Parmi les familles chimiques les plus répandues on peut citer les organochlorés, les
organophosphorés, les pyréthrinoides, les azoles, les néonicotinoides et les carbamates. Certaines
familles chimiques de pesticides peuvent contenir des substances avec des cibles biologiques

différentes, ainsi les carbamates peuvent étre insecticides, herbicides ou fongicides (Tableau 7).
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Tableau 7: Principales familles chimiques des pesticides et exemples de molécules associées

Famille chimique Exemple de molécules Cible
Organochlorés DDT, Chlordane, Lindane, Dieldrine, Heptachlore... Insecticides
Organophosphorés Malathion, Parathion, Chlorpyrifos, Diazinon Insecticides
Pyréthrnoides Perméthrine... Insecticides
Carbamates Aldicarbe, Carbaryl, Carbofuran, Méthomyl Insecticides
Asulame, Diallate, Terbucarbe, Triallate Herbicides
Benthiavalicarbe Fongicides
Dithiocarbamates Mancozeébe, Manébe, Ziram... Fongicides
Phtalimides Folpel, Captane, Captafol Fongicides
Triazines Atrazine, Simazine... Herbicides
Phénoxyherbicides MCPA, 2,4-D, 2,4,5-T... Herbicides
Chloroacétamides Alachlore... Herbicides
Pyridines, vipyridiliums Paraquat, Diquat... Herbicides
Aminophosphates glycine Glyphosate... Herbicides
Acétamipride, Clothinidine, Imidaclopride,
Néonicotinoides Thiaclopride... Insecticides
Carboxamides Boscalid, Bixafen, Fluxapyroxad... Fongicides
Benzimidazole Thiofanate Fongicides

I.3. Autorisation de Mise sur le Marché

L’évaluation, la mise sur le marché et I'utilisation des produits phytosanitaires sont régies au niveau
européen par le réeglement CE/1107/20009. |l établit une procédure compléte d’évaluation des risques
et d’autorisation pour les substances actives. Il incombe au demandeur de I’AMM de fournir les
preuves nécessaires attestant qu’une substance ne représente pas de danger pour la santé humaine

et I'environnement.

Un systéme en deux étapes est mis en place pour obtenir I’AMM : tout d’abord les substances actives
doivent étre autorisées au niveau de I'Union européenne (UE): I'agence européenne de sécurité
alimentaire (EFSA) est en charge de mener I'évaluation scientifique, si la substance est approuvée et
autorisée, elle est inscrite a 'annexe du réglement UE/540/2011, liste européenne des substances
actives approuvées. Les substances actives sont ensuite autorisées au niveau des états membres de
I’UE. Le demandeur de I’AMM soumet un dossier pour son produit dans chaque état membre ou il veut
commercialiser son produit. En France, I’Agence nationale de sécurité sanitaire (ANSES) est en charge
de I'analyse des risques, elle remet un avis public de son expertise. C’'est le ministere de I’Agriculture
se basant sur le rapport de ’ANSES qui délivrera I’AMM. Elle sera valable 10 ans, mais elle peut étre
retirée a tout moment. Les décisions individuelles d’AMM délivrées sont rendues publiques sur le site
de I’ANSES, site e-phy.

89



Chapitre Ill: Les pesticides

Afin d’obtenir 'AMM les firmes phytopharmaceutiques doivent soumettre un dossier scientifique

complet comprenant :

- Un dossier biologique renseignant sur I'efficacité agronomique de la préparation et de sa
sélectivité vis-a-vis des végétaux
- Un dossier toxicologique renseignant de la toxicologie pour I’'Homme et I’environnement (non

développé dans ce chapitre).

L’évaluation du risque d’un produit phytosanitaire pour 'Homme est constituée de batteries de tests
imposés par la directive 91/414/CE. Ces tests vont permettre de déterminer les valeurs toxiques de
référence (VTR). C'est une appellation générique regroupant tous les indices toxicologiques
permettant d’établir une relation entre une dose et un effet (toxique a seuil d’effet) ou entre une dose
et une probabilité d’effet (toxique sans seuil d’effet). On distingue quatre catégories de tests régis par
des protocoles expérimentaux standardisés (lignes directrices de I'organisation de coopération et de

développement économique (OCDE)) :

1.3.1. Tests de toxicité

Les tests de toxicité aigué concernent une exposition unique ou répétée sur 24h a la substance étudiée
(ligne directrice de I’OCDE n°401, 402, 403 pour les rongeurs) : ces tests permettent d’estimer la dose

|étale ainsi que les effets irritants ou sensibilisants du produit (voie cutanée et par inhalation).

Les tests de toxicité subchronique correspondent a une exposition multiple ou continue a un produit
pendant une période inférieure a 3 mois (ligne directrice de I’OCDE n°407, 410, 412 pour le rongeur).
Ces tests permettent d’étudier la pharmacocinétique du produit et donc d’établir son absorption, sa

distribution, sa métabolisation et son élimination (ADME).

Des tests de toxicité chronique correspondent a des expositions supérieures a 90 jours et
généralement des expositions d’une durée d’au moins 1 an sont également réalisés (ligne directrice

de I’OCDE n°452,453 pour les rongeurs).

1.3.2. Tests de génotoxicité

Parmiles dommages a I’ADN on retrouve principalement les alkylations et les oxydations de bases, les
cassures simple et double-brins, les intercalants, les hydrolyses et les adduits. Ce sont majoritairement
des composés aux propriétés électrophiles qui ont un potentiel génotoxique. Les tests in vitro utilisés
sont: des tests d’Ames sur bactéries ou cellules de mammiféres et des tests d’aberration

chromosomique. Ces tests sont ensuite complétés avec d’autres études réalisées a partir des produits
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de la molécule mere. Les tests in vivo sont ensuite réalisés sur des cellules germinales ou sur moelle
osseuse de rongeur afin de renseigner la nature de I'effet (risque héréditaire, effet direct ou indirect

sur I’ADN).

1.3.3. Tests de cancérogénése

Ces tests sont effectués sur deux espéces animales exposées par voie orale de maniére chronique (2
ans chez le rat et 18 mois chez la souris). Les travaux consacrés aux mécanismes d'action permettent
de faire la distinction entre les effets spécifiques aux rongeurs et ceux qui sont susceptibles de se

produire également chez 'Homme (Boobis et al., 2008; Guyton et al., 2008).

1.3.4. Tests de reprotoxicité et effet sur le développement

Ces études sont réalisées sur plusieurs générations chez le rongeur et concernent les effets sur la
fertilité et la gamétogénése des reproducteurs ainsi que sur le développement pré/post-natal, la
mortalité et la croissance de la descendance. Les effets tératogenes et sur I'organogénese sont

également examinés.

Les substances phytosanitaires peuvent étre classées selon leur caractere CMR (Cancerigéne,

Mutageéne, Reprotoxique) pour ’'Homme en 3 catégories :

- Catégorie 1: substance connue par des preuves épidémiologiques comme cancérigéne ou
mutagéne ou reprotoxique

- Catégorie 2 : substance assimilée (forte présomption) a un CMR pouvant provoquer des effets CMR
chez 'Homme

- Catégorie 3 : Effets CMR possibles chez ’'Homme, les substances sont jugées préoccupantes mais

les preuves sont insuffisantes pour les classer en catégorie 2.

1.4. Exemple de protocole standardisé pour évaluer la toxicité chronique d’un produit
phytosanitaire

OCDE n°408: étude de toxicité orale a doses répétées pendant 90 jours chez le rongeur

Différentes doses de la substance d’essai sont administrées quotidiennement par voie orale (par
gavage ou dans les aliments ou dans I’eau de boisson) a plusieurs groupes d’expériences (une dose par

groupe) durant 90 jours.

Les especes utilisées sont le rat et la souris, au moins 20 animaux (10 femelles et 10 males) doivent

étre utilisés pour chaque dose.
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Les niveaux de dose peuvent étre établis en fonction des résultats obtenus lors des études de
pharmacocinétique. La dose la plus élevée par exemple doit étre choisie en vue d’induire un effet

toxique mais ne doit pas entrainer la mort.

Des observations cliniques détaillées sont effectuées au moins une fois par semaine durant toute
I’exposition (sécrétion de larmes, respiration anormale, démarche, mouvements stéréotypés...). Vers
la fin de la période d’exposition la réactivité sensorielle a différents stimuli (auditifs, visuels...) ainsi que
I’activité motrice sont vérifiées. Le poids corporel et la consommation alimentaire et hydrique sont

mesurés de facon hebdomadaire.

A la fin de I'étude, des analyses hématologiques et biochimiques sont effectuées sur le sérum et
comprennent la mesure du sodium, potassium, glucose, cholestérol, urée, la créatinine, I'albumine
ainsi que deux enzymes indicatrices d’'une hépatolyse (I’alanine transférase et [I'aspartate
aminotransférase). Pendant |'autopsie générale, les principaux organes sont prélevés (foie, reins
cerveau etc...) et les organes présentant des Iésions macroscopiques seront conservés en vue d’un

examen histopathologique.

I.5. Les valeurs toxiques de référence

Les valeurs toxiques de référence correspondent a des doses ne devant pas entrainer la survenue de
I’effet néfaste. Pour ajuster cette valeur, des facteurs d’incertitudes (Uncertainly Factor ou UF) sont
appligués afin de tenir compte des différences lors de I’extrapolation a I’'Homme (Vermeire et al., 1999)
ainsi que des variabilités inter-espéces, inter-individuelles et des incertitudes liées aux protocoles
expérimentaux (Dourson et al., 1996; Gaylor, 1983). La valeur haute de 10 pour chaque UF est utilisée
par défaut lorsqu’aucune connaissance ne permet de la réduire. La VTR est donc égale a la dose

critique observée chez I'animal ou chez I’'Homme divisé par des facteurs d’incertitude.

La dose critique correspond le plus souvent a la NOAEL (dose ou concentration sans effet nocif observé
ou No observable adverse effect level) ou a la LOAEL (dose ou concentration minimale avec un effet
nocif observé ou Lowest observed adverse effect level). Ces doses ou concentrations sont déterminées
a partir des études toxicologiques sur les animaux ou sur la base d’études épidémiologiques sur

I'Homme.
Pour le consommateur, les principales VTR sont :

- La Dose Journaliére Admissible (DJA ou Admissible Daily Intake ; ADI) représente la quantité de
produit qui peut étre ingérée par un individu quotidiennement et pendant toute sa vie sans risque

appréciable pour sa santé. Elle constitue un seuil de sécurité sanitaire a long terme. La DJA s’exprime
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en mg de substance/kg de poids corporel/jour. Elle se calcule a partir de la valeur de NOAEL obtenue
généralement apres des expositions chroniques chez I’espéce animale la plus sensible (rat ou souris) a
laguelle on applique un facteur de variabilité inter (x10) et intra-espéces (x10) et un coefficient de
sécurité supplémentaire qui prend en compte d’éventuels effets critiques. En général, la DJA est égale
a NOAEL/100. La DJA concerne les substances ajoutées volontairement aux denrées, par exemple les

additifs. Leur présence dans les aliments est potentiellement attendue.

- La Dose Journaliere Tolérable (DJT ou Tolerable daily intake ; TDI) correspond a la dose d’une
substance qui peut étre ingérée tous les jours sans risque appréciable pour la santé du consommateur.
Cette valeur est utilisée pour des substances dont la présence dans les denrées n’est pas attendue ou

est inévitable.

- ARfD (Acute Reference Dose ou dose de référence aigué) est contrairement a la DJA un seuil de
sécurité sanitaire pour des expositions a court terme. C'est la quantité la plus élevée du produit
pouvant étre ingérée sur une trés courte durée (une journée ou un repas) sans risque pour le
consommateur. C'est une valeur supérieure a la DJA, elle sera égale a la DJA uniquement si la valeur

de la NOAEL a court terme est égale a la NOAEL chronique.

- La LMR (Limites Maximales de résidus) sont définies pour les cultures autorisées aux traitements et
représentent la quantité maximale de substance autorisée par kg de produit agricole. L'ensemble des

LMR fixées doit conduire au respect de la DJA et ARfD de chaque substance évaluée.

I.6. Utilisations en France

Il est difficile d’établir un état des lieux récent sur |'utilisation des produits phytosanitaires en France.

Des données récentes sur I'utilisation des pesticides sont disponibles pour certaines années au sein
d’Eurostat, service de données statistiques de la commission européenne. La vente totale de pesticides
vendue en France a augmenté de 17% en |'espace de 5 ans, en 2011 environ 59 000 tonnes de
substances actives ont été vendues, alors qu’en 2016 c’est environ 69 000 tonnes (Base de données
Eurostat). Au niveau européen, la France avec I'ltalie et I'Espagne se situe en téte des ventes de
pesticides. Mais en considérant la surface agricole utile, la France est le 5™ pays européen pour la
densité moyenne d’usage des pesticides sur la période de 2001 a 2003. En 2016, les fongicides et

bactéricides font partie des substances actives les plus vendues (Base de données Eurostat).

Les résultats du Réseau d’Information Comptable Agricole et des enquétes pratiques culturales de
2006 réalisées par le Service de la Statistique et de la Prospective (SSP) du ministere de I’Agriculture

ont permis de définir une situation sur I'utilisation des produits phytosanitaires en France. Au cours de
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ces études, la pression sanitaire est mesurée par l'indicateur de fréquence des traitements (IFT). L'IFT
correspond a la moyenne par hectare, du nombre des traitements effectués en produits
commercialisés, pondérés par le rapport entre la dose utilisée et la dose homologuée (Pingault et al.,
2007). La pression sanitaire varie selon les productions et elle est forte en viticulture, en cultures
fruitieres et légumieres. Ainsi I'lIFT de la pomme (36,5) est le plus élevé par rapport a I'lFT de la
viticulture (12,5) en France en 2006 (Faessel et al, 2016). Il estimportant de noter que pour une méme
production, la pression phytosanitaire peut varier selon les régions. Par exemple, pour la vigne I'IFT est

de 7 en Provence et de 22 en Champagne (Faessel et al, 2016).

Aujourd’hui, le Ministére de I’ Agriculture de I'agroalimentaire et de la forét et le ministere de I’écologie
du développement durable et de I’énergie ont mis en place le plan Ecophyto Il visant une réduction de

50% du recours aux produits phytopharmaceutiques a long terme en France.

I.7. Modes d’expositions de ’'THomme aux pesticides

Les pesticides sont utilisés professionnellement par différents acteurs (agriculteurs, industries et
collectivités locales). L'ensemble de la population est aussi exposé aux pesticides dans le cadre d’un
usage domestique mais surtout au travers de I'environnement (eau, air, particules en suspension et
poussieres) et de I'alimentation. Qu’il s’agisse d’une exposition professionnelle ou de la population
générale, les contaminations aux pesticides, c’est-a-dire I'introduction des substances dans le corps,
se font par contact cutané, par ingestion, et par inhalation. On considére que la voie principale
d’exposition aux pesticides des professionnels est la voie cutanée alors que pour la population générale

la voie orale par I'alimentation est la plus importante (Jakubowski and Trzcinka-Ochocka, 2005).

1.7.1. Voies d’expositions

I.7.1.1.  Voie d’exposition cutanée

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer les expositions aux pesticides lors de leurs
applications en agriculture. Ainsi, une des plus simples consiste a utiliser des produits fluorescents ou
des colorants mélangés aux pesticides ce qui permet de visualiser les différentes zones exposées. Cette
méthode a surtout été utilisée dans le cadre de campagne de sensibilisation et de prévention (OECD
2002). Afin de quantifier I'exposition cutanée, des patchs sont également utilisés et répartis sur
différentes parties du corps. Mais pour évaluer I’exposition totale il est nécessaire d’avoir recours a
des combinaisons totales et d’une analyse du vétement. Différentes études ont été effectuées et
confirment I'importance de I'exposition cutanée. Cependant, cette exposition n’est pas homogene

mais dépend des taches effectuées (Adamis et al., 1985). L'étude nommée PESTEXPO a montré que le
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port d’une combinaison protégeait partiellement les viticulteurs d’une contamination cutanée par les
produits phytosanitaires (Baldi et al., 2006). Une étude rapporte que sur 237 agriculteurs surveillés en
Floride 37.1% (n=88) présentaient des signes d’irritation cutanée sur au moins une partie du corps
(Campbell et al., 2017). Une étude réalisée sur des agriculteurs italiens montrent que pour 20% des
pesticides absorbés par contact cutané les quantités dépassaient la dose journaliére admissible

(Basilicata et al., 2013).

I.7.1.2.  Voie d’exposition respiratoire

Dans le cadre des professionnels cette voie d’exposition concerne des conditions d’utilisation
particulieres comme I'usage des fumigations et I'application dans des endroits fermés. L'exposition
respiratoire chez les applicateurs du Fosétyl-Aluminium (fongicide) représente 7 a 9% de I'exposition
totale (Fenske et al., 1987). Il est difficile de mesurer I’exposition par voie respiratoire, cela nécessite
d’évaluer les fractions respirables (particules atteignant les alvéoles pulmonaires et circulant dans le

systéme sanguin) et de les distinguer des fractions ingérées (Vincent and Mark, 1987).

Cette voie d’exposition sur la population générale est peu étudiée, il n’existe pas de valeur
réglementaire concernant les concentrations de pesticides dans I’air extérieur. Pourtant différentes
études montrent que I’exposition a proximité des lieux d’épandages est non négligeable (INVS
exposition aérienne 2006). Dans les résidences proches de zones agricoles des niveaux plus élevés de
résidus de pesticides ont été retrouvés dans les urines d’enfants et dans les poussieres des maisons
(Fenske et al.; Loewenherz et al., 1997). En Californie deux études ont mis en évidence une relation
positive entre les niveaux de pesticides dans les poussiéres de maison et les quantités de pesticides
utilisées dans les champs autour des lieux de résidence (Gunier et al., 2011; Harnly et al., 2009). Le
programme EXPOPE (Evaluation de I'exposition aux pesticides organophosphorés dans la population
générale en France) a mesuré sur 3 ans I'exposition non alimentaire (air extérieur, poussieres) aux
pesticides chez 171 personnes, les résultats montrent une tres faible corrélation entre les mesures

environnementales et les concentrations urinaires en pesticides (Bouvier et al., 2005).

I.7.1.3.  Voie d’exposition orale

C’est la voie d’exposition la plus importante de la population générale, elle est due a I'ingestion des
résidus de pesticides contenus dans les aliments ou les boissons. Des données de I'OMS (organisation
mondiale de la santé) estiment que la contamination des aliments par les pesticides est plus
importante que celle de I’eau, avec une évaluation de risque de 90% de I’exposition alimentaire contre
10% pour I'eau. Une étude montre une corrélation positive entre les niveaux de pesticides (par

exemple le clhorpyrifos) retrouvés dans les aliments et la concentration urinaire de son métabolite
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principal (TCPy) (Maclntosh et al., 2001). Aux Etats-Unis, une diminution des niveaux de la
concentration urinaire des métabolites d’insecticides organophosphorés a été observée sur des
enfants soumis a un régime alimentaire d’origine biologique comparé a un régime alimentaire

classique (Curl et al., 2003; Lu et al., 2006).

Selon le rapport de I'EFSA de 2015, la recherche de résidus de 209 pesticides réalisée sur 11582
aliments issus de 12 produits alimentaires différents montre la présence de résidus sur 47.4% des
échantillons dans les limites légales et 54.6% des échantillons ne présentent pas de résidus
quantifiables. 2,6% des échantillons analysés excedent la limite maximale de résidu (LMR) soit 2116
échantillons. De plus, la présence de plus d’un résidu est observée sur 27.3% des échantillons. Les
produits avec les plus hauts pourcentages de présence de résidu sont les fraises (63%), les péches
(53%), les pommes (46%) et la laitue (36%). La présence de résidus de pesticides est faible pour les
produits d’origine animale (3.5% pour le lait). Les pesticides tels que le boscalide, captane,
chlorpyriphos, cyprodinil, dithiocarbamates, fenhexamid, fludioxonil, folpet, iprodione, pyraclostrobin
et le tebuconazole sont les plus fréqguemment retrouvés, avec une présence de plus de 4% dans les

échantillons.

La pomme fait partie des fruits les plus traités, sur un total de 1610 échantillons analysés, 739
échantillons présentent plusieurs résidus de pesticides, soit 46%. Parmi ces 46%, 8% présentent 5
résidus de pesticides et 3% plus de 6 résidus. Les résidus de pesticides les plus communément
retrouvés sur les pommes en 2013 sont le captane/folpet (détecté dans 27.9% des échantillons
analysés), le dithianon (23.0 %) et les dithiocarbamates (17.7 %). Selon le rapport de I’ANSES (EAT2),
les teneurs quantifiées en résidus par exemple pour le chlorpyrifos ethyl sont comprises entre 0,003

et 0,135 mg/kg.

Le consommateur est donc majoritairement soumis dans I’alimentation a des mélanges de pesticides

a faible dose.

1.7.2. Effets des mélanges de pesticides

Les effets des mélanges de pesticides ont fait I'objet de la revue « Les effets des mélanges de

pesticides » parue dans « Les cahiers de nutrition et diététique ».
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Introduction

Le terme « pesticide « regroupe un certain nomore
de composes, 1.8 les blockes, les prodults a usage
vatérinakes, les medicaments humalns, et les prodults
phytcsanitaves. Ce document fera référence exentlelle:
ment aux preduits phytosanitaires (PP) cont |'utilisation
est en lien avec les vegetaux ot produits vegetaux. Les
PP regrougent plusieurs produits destings & ("agriculture,
dans lesquels on paut trouver aqviron 300 substances actives
appartenant a diverses familles chimiques 1],

L exposttion aux melanges de PP concerre les profession:
nels ot La peputation gandrale. Les activites prefessionnelies
Les plus exgosantes sont celles lides & l'sgriculture (S0 % des
tonnages de PP produits en France sont dédids 4 cette scti-
vité [1]). Par exemple, dars e cas de la pomicul ture (Culture
et exploitation des pommiers), les professionnels sont ame-
nés a effactuern, au cours d'ure pariede allant du mols de
mars au mois de septemibre, des traitements distincts pour
chague etape de ta culture (@claircissage, floraisan, avant la
récolte etc.). Chague traitement correspond & |'utilisation
denviron 5 & 6 substances sctives différentes (fongicides ot
tnsacticides) qu'ils utiiseront Isolémeant cu an mélange {cer-
tains produits contiennent des cocktass). Four une etape
donnee, les trattements seront répetds plusieurs fois. A la
finde (a sason, le professtonnel est donc susceptiole d'étre
expose a des melanges de PP de facon seguentielle etfou
simultande,

La population géndrale st expesde sux PP assentiel-
lement via 'alimentation. Une enguéte de la Oirection
générale de la concurrence, e la consommation et de la
repression des fraudes (DGCCRF) effectude sur un farge
echantillonnage de fruits, legumes, eprces, cereales et pro-
duits infantiles, montre gue 74 % des schantillors de fruits,
59 X des cérdales ot un produit nfantile sur 16, contanaient
des pesticides guantifiables TZ]. D'autres enquetes alimen-
taires confirment a contamination de l'alimentation avec
de famles doses de pesticides et montrent par aflleurs que
les denrees alimentaires peuvent contenir plusicurs resi
dus de pesticides [3], confirmant ainsi une expasition des
consommateurs & de multiples residus de PP Dans 'diude
EATZ de U"ANSES cu dans feurs travaux récemment gubliss
4], les auteurs précsent les principaux mélanges de pes-
ticides auxquels la population francaise peut atre exposee,
ot @5 etudes 3 reaiser afin d’ameliorer 'investigation, |a
prévision et le suivi de leurs effets potentiels sur (a santée
humaine.

Effets des PP sur [a santé : des composés
biologiquement actifs

L'omnipresence des PP dans les différents constituants
de U'envircnnement pose un probléme de santé publique
car ces compudes sonl considérds comme des facteurs de
risgues pour La santeé, Les dtudes épidémiologiques montrent
souvent une correlation positive entre "exposition pro-
fasstonnelle & ¢es composes 9t Vincidence de certains
cancers, de maladies neurc.degeneratives, des troubles de
I"immunite, des troubles metaboliques [1]. Certames. asso:
ciations sont dgalement rapportses entre des pathologies
neuro-déyelopoementales et expasition résidentislle 111,
L'impact de 'exposition alimentaire aux PP sur ia santé du
consommateur est encore mal défans, Les etudes de popula-
tiors Ne sont pas gupantbies chez les conscmmateurs ot,

e plus, le rsgue tel qu'il est rapperte dans s etudes
epidemiclogicues pour la pepulation professsanneliement
Sxposee, nNe peut pas Stre transpose & (a populaticn géns-
rale car les yoles, les doses ot (e fréguences d"exposition
sont différantes, Par contee, il existe des arguments de cau-
salité en faveur d'un effet des PP sur la santd. £n offet, les
études expérimantales réalsees In vitro 8 in viva mentrent
que les PP exercent des effets biclogiques sur des cibles
autras que celles pour lesquolles ils ont ete concus (insoctes,
vhgetaux, champignons ete.). Les PP sont des compasds
blolegiquement actifs capables dexercer des effets spédi-
fiques sur des cibles blologiques chez les mammiféres, Les
FP peuvent endommager ("ADN, se tler 3 des récepteurs
nucieaires impliques dans (a détexifcation, le métabalsme,
la regulation endocrinienne., Les PP peuvent exercer des
impacts sur l'activite mitochondriale, ce qui peut conduire a
ure parturbation de |a balarnce métabolique intracellulaine,
b des dérégulatiors des voies de survie, & I"augmentaticn
des taux de radicaux ibres, Le stress axydant gut en résulte,
peut induire ces modificatiors des voles de signaltsation aul
cantralent la prolifération et la survie, une répanse inflam-
matoire et des dommages a VADN (Fg. 1] [5L

Las effets pléiotropiquas des PP conduisent indvitable-
ment 3 posar L3 question de savolr quelle sara la résultante
de 13 présence siinuitanée de plusieurs PP au niveau celly-
laire @t/ou au ntveau de L'organisme.

Effet des mélanges de PP ! une revue de la
littérature

Nous avons réalisé racemment |5 une analyse critigue de la
litterature relative aux effets des melanges de PP dans des
modedes de mammiferes in vitre et in vivo, Des 78 atudes
selectionnees dans cette ravue, il ressort gue 48 % des cock-
tafls dwaluds produisaient un effer dose additif, ot 17 3
exercaint un effed comparable & "un des composes du
mélange. Dans 3% % des cocktals otudiés, les compasés
Intaragssatent entre eux, le rdsultat de cette interaction
etant un effet synergique (un compose du melange accreit
I'effet des autres chez 71 X), antagoniste |réduction des
effels par un ocu plusieurs produits chez 21 %) ou poten-
tallsateur (accrotssement de |3 dangercsite d'un produst
toxique (D) par une substance n'ayant habituellement pas
d'effet toxigue (a) chez 8 X). Les offets cocktails de PP se
traduisent dong par un large spectre de réponses.
L'analyze bibliographique de la littérature nous a per-
mas d'identifier certains cocktails de compases wmpliques
sphcifiguement dars les effats synergiques, satagonistes
ou de potentialisation. Des interactions synergiques ont
été clakrement chservées entre deux secticides apparte-
nant aux familles des crganochlores (QC) ot des carbamates
(CARB) lendosulfan et carbofuran) dans des cellules
humaines en culture, ot entre deux fongicides apparte-
nant sux familles des azoles et des dicarbaximides dars
les el mammaires humaines (vinclozoline et tébuco-
nazclefvinclozoline + ecoconazole), 4 falle conceatration
(uMi. L'effet syrargique d'un mélange d argancphasphorés
(QP), de pyrethrinoides (PYR), de dewx triazoles (TriAZ) et
a'une triazine (TRIA) (terbuthytazine, bitertanol, propicona:
20le, cyparmethrine et matathicn) in vitre dans (es cellules
CHO est significatif et observéd avec un IC50 de |'ordre de
10 uM, Ces effets synergiaues sont specifiques des composss
evalués et n2 pewent & I'heure actuelle étre généra-
lis@s 3 Usnsemble oes composes des familles chimiques
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correspondantes. Il est donc impartant d'évaluer d'autres
compasés PP appartenant a ces familles chimigues. Ces
effets obseryes a faibles doses suggerent que ces mélanges
peuvant représsnter un dangse pour 12 santé humaine maks
oS données nécessitent une confrmakion dans les lgnées
collulaires humainas avant que ces résultats puissent étre
trangpasses en termes de risque pour L santé bumasine [5].
Des affets antagonistes ont 4t rapportés pour des mélanges
contenant un triazole of ume pyridine (triadiméfon et para-
quat| chez des sours males exposés par voie crale pendant
11 semaines & des doses excédant celles suxquelles les
consommatewrs pourralent Mre exposés (6], Par allleurs,
une potentiatisation 3 464 montrée in vitro entre un organo-
chicré at un ditimocarbamate dans des cellules da tumeur
d'ascite. En effet, in vitro, le thiram potentialiserait la
cytotoxicité de Vendosulfan par appauviissement en glu-
tathion, condutsant 3 un stress oxydatif |/]. Cependant les
nteractions potentialsatrices entre |'endosudfan et fe this
ram ont Até observées & des doses non réalistes.

Aujourd’hul, on ne peat donc pas gendraliser les Inter-
actions observées entra composés de familes chimaques
différentes. D'autres composés appartenant aux familles
chimigues supposses due implicuées dans les différents
effets, dolvent égatement Stre évaluds, qui plus est, en
utilisant différents modéles d'atudes,

Effets des mélanges de PP : les
mecanismes des interactions

Les mécansmes des interactions entre PP rendent |'étuds
des effets des mélanges diffclles & Alucider, car ces Inter-
t0ns se situent & diftérents niveaax.

Les interactions entre les PP peuvent se produre su
nivess des cibles propres & leur classs chimigue. En effer

Impact des PP o aefiérentes cibies colldaires of moléoulares featrat do Rizzatl ot al., Biot. Chom Interact 2016).

chaque classe chimigue possede un mecanisme de toxscite
préfarentiel, Deux composés appartenant & des familtes
chimiques drfférentes peuvent mteragir en synergie par &if-
férents mécantsmes canduisant au méme =ffet. Ainsi par
exemple, un organophosphord (propokur) et un pyréthrl-
node (perméthring) peuvent agir en synerghe pour accroltre
accumulation d'acétyicheline au niveau de la synapse.
Le pyréthrinoide permet la Ibération d'acétylcholine
dars 1a synages via une activation des canaux sodium,
et |'organcphosphard inhibe I'activité da U'acétylcholine
extéraze degradant ' acétylcholine, Cos deux compasés per-
turberont amss de facon synergique la transmission de
I"'nfux necveux [3]. Lidentification des assoclations de
substances dont | effet ast spectiquement synergique, anta-
gcniste ou potentialsateur, & parte des études compilées
dans 'analyse ritique de s Htdratise citde peacidem-
mvent, confinmes que Les interactions mises en didence dans
les différentes Studes référancées dans ce manuscrit (5]
sont observées uniguement entre composés appartenant a
des families chimiques différentes (Tablean 1),
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Les interactions entre PP peuvent ausst se produire au
niveau toxicocinéticue (Fz. 7). Tout compose exogéne st
pris en charge au nivesu celiulalre par les enzymes du méta-
Lolme des xénoblotiques (EMX). Deux &tapes principales
caractérsent ce processus ¢ L'activation métaboligue par
les enzymes de la phase | (cytochrome), et celle de la
phase I {glutathion S trarsférase, sulfotransfésase par ex),
Les enzymes de la phase | [principalement los cytochromes
P450), catalysent surtowt les reactions doxydo-reduction
ot d'hydralyse. Leas enzymes de La phase |l (glutathion-5-
transtérases [GST), UDP glucuronosyltransférases [UGT] . ),
dite de conjugalson, catalysent les réactions de conju-
gawson, Géndralement, les transportewrs (P-glycoprotéine
[Pep], muftfdrue reststance proteins [MRP] ) excluent au
travers des membranes les xénobiotiques, et surtout leurs
derives, en vue de leur slimination de La cellule (Fig. 2).

Un composé peut slbérer ces sctiviths métaboliques et
modifier la bisdisponibilits et danc la toxicitd des autres
compasés du mélange. De telles interactions sont chservées
entre certaines familles chimiques de PP : les néanica-
tinoides, en activant la premiére phase du métabalisme
des organophosphores, augmentent la guantite de dérivés
oxon, plus toxiques gue les molécules méres. Les azoles
infiibent les moncoxygenases gui metabelisent les compasés
lipophies (pyréthrinokdes). Les OP empéchent la dégrada-
tion des pyréthrinaldes (inhibition des estérases of oxydases
[ohase W)} (9], Anst, les pyréthrinoides seront malns meta-
bolees s'ils sont en présence d'azote ou en présence
o'organophasphoces, et leurs effets seront sans doute plis
margues,

LUinteraction des PP dans un mélange pourralt aussi s
procuire au nveau de lews cibles celludawes et mojécu-
laires. Des Studes récentes montient que deux Composés
peuvent interage au sein mime de Lla pecha du ligand 4" un
réceptour nucléawe [10]. En offet, un cestrogéne pharma-
ceutique ot un pesticide arganochicrs, tous deux présentant
urve faible efficacité lorsqu'ds sont étudids shparément,
e et lorsqu'ils sont mélangés au récepteur pregnane

Xenobiatique receptor {PXR), conduisant & une activation
synergique. Les auteurs expliquent la formation de « ligands
supramoléculares « dans La poche de liason des recepteurs
nudéaires dans laquelle chaque ligand augmente |'affinitée
de Haksan de |'autre.

Les effets cocktalls peuvent provenir d'un réseau
d'nteractsons imphiquant différentes cibles cellulatres, Les
effets combinés du paraquat €t du maneb sont consecy-
tifs & des impacts sur la prolifération, les systémes de
transpart, U'équilibre redax, les vores du metabolisme inter-
médiaire [11]. Par ailleurs, certains cocktails exercent des
effers différentials selon La cible celluaire. Alnsi un cocktail
d'OC (Hiddane et distaring) produit des affets antagontstes
sur les concentrations de calcium dans les cetlules dopa-
minergicpies de rat on culture (PC12) alors qu'dl Indust
dans le méme modele un effet additif sur la dépolan-
sation membeanawe [12]. Dans les cellules HepaRG, les
organophosphords interagissent en synergie pouwr induire des
dommenages & 1" ADN. Par contre, des effets antagonistes entre
Ces COMPosés sont abserves sur les paraméatres de I apoptose
[13]. Un mélange da composés OC (composé d'endosulfan
ot de méthoxychlore) canduit dans des cellules humaines
on cuture & un effer synergique sur la toicitd, ackinif
sur Vexpression de CYP3A4 et antagoniste sur 'actyvite de
CYP2BS [14).

Les MLeractions entre deux COMpasés peuvant &re synes-
giques ou antagenistes en fonction de la dose de chagque
compase dans e mélange (chaque composé étant présent
2 des concentrations équipctentes) (5], Le propiconazole
ot la vinclozolne sxercent des offets antiandrogéniques ot
interagissent de facon antagoniste lorsqu'ils sont evalués 3
des doses cotrespandant & I"ECSD du mélange. Pour de plus
aibles doses, un effet synergigue est absarve entre ces deux
compasés, Selon les auteurs, les différences d'effet des
mélanges observées en fonction des concentrations peuvent
ére dues aux potentiakités de compébition des compasés
paur le site de ligisan du ligand du réceptews aux andro.
genes (AR), soit & des interactions avec des sites distincts
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de i'AR, 501t @ un mecankme de transactivation |15]. Un
melange de compases de pyridine et de carbamate interagit
de manisre syrergique sur le systeme dopaminergigus chez
15 sourts [16], mats aucune Sntaraction n'a &té ratrouds wr
los processws inflammatolres s 3 la neurcdégéndrescence
chez le rat [15], Dans les ceux etudes, les doses ubilizees
sont comparables, avec des souris exposdes par voie intra-
péritanéale deux fofs par semalne pendant 6 semalnes dans
L3 premiere étude ['6], ot des rats traités deux fois par
semine pendant 4 semasines dams La dewceme atude, La
durde différente des expositions peut expliquer les effels
différantsels de ce meélange. Uams les travaux o8 Moser
et al, ['7] lévaluation de différentes doses des 7 carba.
mates dars le malange, montre ces effats variadles chez
des rats Long-Evars adultes seposds avant te sewage, Les
offets sant principatement addints lorsque les proportions
des composis dans le mélange sant basées sur leur efficacite
[la dose de chague compose dans le mélarge induit le méme
pourcantage d'effer), tandis que des affets plus quasdiTifs
o syrergiques sont observes lorsque Lles propartions utili-
shes sONt basdes sur des donndes d'exposition. Les auteurs
soulignent que les reponses « non additives « ne sont pas
Hmitées aux fortes doses,

Conclusion

Les etfets des melanges de PP sont un sujet difficile 3 eluci
der. Ces compesas indulsent des offets varles lorscu’ils sent
combinés, Les Dases des interactions sont complexes, Impll-
quant un réseau de cibles et de mecansmes d'nteractions
a differents nivesux. Conscisnts de cette complexite, |es
questions restent posées da sxvoir (1] 5 ke nations de méca-
nismes de toxiité addith, synergique antagoaiste ete, sont
adaptées pour parler des réseaux muitiples des niveaux
d'interactions, (if| quelles stapes des mecanismes d action
de deux produtts chimiguss dofvent stre prises on considé-
ration pour assurer La flabilité des modies prédictifs, et
() comment intégrer 'ensembie des perturbations maca-
nistiques, toxicocingtique, maltculaires ot les transposer on
termes d évatuation des risques taxiceloglques,
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Chapitre Ill: Les pesticides

1. Pesticides et syndrome métabolique

I1.1. Etudes épidémiologiques

Le syndrome métabolique regroupe un certain nombre de manifestations pathologiques dont I'obésité
le diabéte et la composante hépatique: la NAFLD. Leur prévalence est en augmentation et les facteurs
environnementaux tels que les pesticides sont susceptibles de jouer un role dans leur développement
(Casals-Casas and Desvergne, 2011; Griin and Blumberg, 2009; Wahlang et al., 2013). Plusieurs études
épidémiologiques suggérent le lien potentiel entre une exposition a certains pesticides et le
développement de troubles métaboliques. La plupart des études concerne |’exposition aux pesticides

persistants tels que les organochlorés (OC).

Une étude a montré que la concentration plasmatique de 11 pesticides OC était supérieure chez les
sujets obeses en comparaison a des sujets témoins non-obéses (Pelletier et al., 2002). Les mémes
auteurs ont montré que les sujets les plus obéses ont tendance a avoir des niveaux d’accumulation en
pesticides lipophiles plus élevés qui une fois libérés dans la circulation aprés une perte de poids
favoriseraient la reprise de poids (Pelletier et al., 2003). D’autres études montrent une association
positive entre ['exposition intra-utérine au DDE (dichlorodiphenyldichloroethylene) principal
métabolite du pesticide DDT (dichlorodiphenyltrichloroethane) et le poids corporel des enfants
exposés (Verhulst et al., 2009). Les travaux de Smink ont permis de montrer que les enfants les plus
exposés a un pesticide en période prénatale (I’"hexachlorobenzene, un OC dosé dans le sang du cordon
ombilicale) présentaient une augmentation du risque d’étre en surpoids ou obese a 6 ans (Smink et
al., 2008). Chez 650 couples, la concentration sérique du DDE de la mere était associée a une
augmentation de I’ indice de masse corporelle (IMC) chez I'’enfant (Mendez et al., 2010). Karmaus et al
ont mis en évidence un effet dose réponse entre I’exposition des meres au DDE et I'IMC de leurs filles
(Karmaus et al., 2009). Une autre étude montre que les enfants dont les meres ont travaillé dans des
serres pendant la période prénatale présentent une accumulation de masse adipeuse plus importante
a I’age de 6 ans (Wohlfahrt-Veje et al., 2011). D’autres composantes du syndrome métabolique sont
associées avec |'exposition aux OC. L’exposition environnementale estimée par dosage sérique et/ou
urinaire (Everett and Matheson, 2010; Lee et al., 2010; Patel et al., 2010; Ukropec et al., 2010) ou
professionnelle (Cox et al., 2007; Mostafalou, 2016; Starling et al., 2014) aux pesticides OC augmente
le risque de développer un diabéte de type 2. En parallele, les concentrations en DDE dans le tissu
adipeux dans une population européenne sont associées positivement avec une prévalence du diabete

de type 2 (Arrebola et al., 2013). Les résultats de la cohorte PELAGIE mére/enfant montrent une
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diminution des niveaux circulants d’adiponectine et d’insuline corrélée a des taux élevés de DDE chez

les nouveau-nés de sexe féminin (Debost-Legrand et al., 2016).

Ces résultats sont appuyés par une méta-analyse récente basée sur 13 études montrant une
augmentation du risque de diabéte de type 2 (OR:1,61 95%Cl: 1,37-1,88, p=3,51x10°) dans les

populations exposées (Evangelou et al., 2016).

D’autres familles chimiques de pesticides pourraient étre impliquées dans les perturbations
métaboliques. Une étude incluant plus de 33000 participants suivis sur 5 ans par questionnaire a
montré que I’exposition professionnelle aux pesticides OC (aldrin, chlordane, heptachlor) mais aussi a
des pesticides appartenant a d’autres familles chimiques (dichlorvos, trichlorfon, alachlor, et
cyanazine) augmente les risques de développer un diabéte (Montgomery et al., 2008). Par ailleurs, un
lien entre I'lMC et les taux plasmatiques de I’herbicide bromoxynil a été démontré dans une population
rurale Canadienne (Semchuk et al., 2004). Le taux de mortalité liée a un infarctus du myocarde et un
diabete de type 2 a été corrélé positivement avec une exposition aux herbicides chlorophenoxy dans
des populations habitant dans des zones a activité agricole intense (Schreinemachers, 2006). De méme
I’exposition professionnelle aux pyréthrinoides et aux organophosphorés (OP) est aussi associée dans
la littérature a des troubles du métabolisme général. Par exemple, les ouvriers d’industries de
production de phytosanitaires de type pyréthrinoides présentent un risque accru de développer une
perturbation du métabolisme glucidique (OR = 1.482, 95%Cl = 1.238-1.774) (Wang et al., 2011). De
nombreuses études montrent I'impact d’'une exposition aux OP sur ’lhoméostasie glucidique et le
risque de développer un diabéte de type 2 (Lasram et al., 2014a). Selon une étude réalisée dans une
province égyptienne les taux sanguins de malathion chez les exploitants agricoles sont corrélés avec
une insulinorésistance et une augmentation de I'IMC (Raafat et al., 2012). A partir des données de
I’Agricultural Health Study des auteurs ont également montré une augmentation de I'incidence du
diabete gestationnel pendant le premier trimestre de grossesse chez les femmes exposées
professionnellement a certains insecticides OP ainsi qu’a des herbicides (Saldana et al., 2007). L’étude
réalisée dans la cohorte PELAGIE mére/enfant montre que les taux urinaires maternels de métabolites
de pesticides OP sont corrélés a une augmentation de I'insulinémie chez les nouveau-nés (Debost-

Legrand et al., 2016).

Il existe aujourd’hui des données épidémiologiques comparant I'impact d’une consommation
d’aliments issus de I’agriculture biologique ou conventionnelle. Les aliments issus de I'agriculture
biologique présentent 12% de moins de résidu de pesticides par rapport a des aliments non
biologiques. De ce fait il est possible de considérer que les personnes consommant une alimentation

biologique diminuent leur exposition aux pesticides (Bradman et al., 2015; Curl et al., 2002, 2015;
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Oates et al., 2014). Or des études épidémiologiques récentes montrent une association entre la
proportion d’aliments issus de I'agriculture biologique dans le régime alimentaire et la prévalence du
syndrome métabolique. Ainsi les études de Baudry et al, basées sur la cohorte Nutri-Net Santé,
montrent une association négative entre la consommation réguliére d’aliments issus de I’agriculture
biologique et I'lMC ainsi qu’un faible risque de développer un surpoids et une obésité (Kesse-Guyot et
al., 2017). De plus un taux de 38% d’aliment issus de I’agriculture biologique dans la ration quotidienne
diminue la probabilité d’augmenter la glycémie, le tour de taille, la triglycéridémie ainsi que la pression
sanguine. Cette étude a pris en compte des facteurs de confusion tels que la qualité globale de
I’alimentation et I'activité physique (Baudry et al., 2017). Il est cependant important a noter que ces
résultats concernent les aliments issus de produit végétaux et exclus les produits dérivés de la viande
et des volailles. Ce qui est en accord avec les études de I'EFSA montrant que les produits végétaux

contribuent le plus a I’exposition alimentaire aux pesticides (EFSA 2015).

Ainsi I'ensemble des études épidémiologiques suggere une corrélation entre une exposition aux
pesticides et une dérégulation de 'homéostasie énergétique. Si la présomption d’un tel lien n’est pas
la preuve d’un lien de causalité, les études expérimentales apportent aujourd’hui des arguments en

faveur de la relation de causalité entre pesticides et santé.

I1.2. Etudes expérimentales

Les données épidémiologiques sont confortées par de nombreuses données expérimentales a la fois
in vivo et in vitro démontrant la contribution d’une exposition aux pesticides dans des changements
du métabolisme général ou hépatique. Ces études sont divergentes du point de vue de la
méthodologie (doses, phase d’exposition, voie d’exposition, durée du traitement, modéles animaux,
composés testés de facon individuel ou en mélange) mais convergent vers un impact de certaines

familles de pesticides sur le métabolisme énergétique.

L’exposition de souris par gavage a des insecticides OP et des carbamates seuls ou en combinaison
pendant 30 jours (1/50 et 1/10 de la LD50) conduit a une perturbation de I’homéostasie glucidique, du
métabolisme des protéines et des lipides ainsi qu’une dérégulation du métabolisme général. De plus,
I’analyse métabolomique des extraits hépatiques des souris exposées révele des modifications des
taux de lactate, glucose, choline, glutathion, alanine, glutamine et isoleucine (Wang et al., 2014). Des
rats adultes exposés par gavage a du malathion (200mg/kgPC pendant 28 jours) présentent de séveres
perturbations métaboliques traduites par une augmentation de la glycémie, de I'insulinémie, de I'index
HOMA-IR, une inflammation ainsi qu’une stéatose hépatique (Lasram et al., 2014b). Des résultats
marquants ont été obtenus avec d’autres familles chimiques de pesticides comme ['atrazine

(herbicide) ou la cypermethrine (insecticide pyréthrinoide) administrés dans I’eau de boisson pendant
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20 semaines (100 et 50 pg/Kg PC de souris). Les animaux exposés a I'un ou a l'autre de ces deux
pesticides et nourris avec un régime supplémenté en sucre, gras et cholestérol présentent une
accumulation hépatique de triglycérides ainsi qu’une élévation du taux plasmatique d’acides gras libres
a la fin de I'exposition comparativement aux contréles non exposés (Jin et al., 2014). D’autres effets
observés sur ’homéostasie du glucose sont rapportés dans la revue de Karami-Mohajeri and Abdollahi
publiée en 2011 (Karami-Mohajeri and Abdollahi, 2011). Notamment, il a été montré que des animaux
exposés a des doses sublétales de acephate, dimethoate, fenitrothion, carbofuran, diazinon, carbaryl
et phorate présentent une hyperglycémie. L'exposition de souris males exprimant I'apolipoprotéine
E3 humaine aux chlorpyrifos pendant 8 semaines (2mg/kg) exacerbe leur obésité et les marqueurs
métaboliques associés (Peris-Sampedro et al., 2015). Une exposition chronique a un composé OP
(monocrotophos) a des doses subléthales entraine une hyperinsulinémie ainsi qu’une intolérance au

glucose chez le rat (Nagaraju et al., 2015).

Les perturbations métaboliques induites par les pesticides semblent différentes selon le sexe de
I’animal. En effet, une étude réalisée chez le rat exposé par voie sous-cutanée au chlorpyrifos (1mg/kg)
pendant les 4 premiers jours suivant la naissance montre une augmentation du cholestérol et des
triglycérides plasmatiques uniquement chez les descendants males agés de 110 jours (Slotkin et al.,
2005). L'administration en sous-cutanée d’OP (parathion) chez le rat a des doses allant de 0,1 ou 0,2
mg/kg poids corporel par jour pendant les 4 jours suivant leur naissance conduit aprés 21 semaines a
un état pré-diabétique (hyperglyémie a jeun), ces troubles étant plus marqués chez les femelles
(Lassiter et al., 2008). Les mémes auteurs montrent que I’administration chez le rat par gavage de
chlorpyrifos a une dose de 2mg/kg pendant les phases de gestation et de lactation entraine une
augmentation de I'adiposité et du poids corporel uniqguement chez les descendants males (Lassiter and
Brimijoin, 2008). L’exposition de souris au mancozeb a 40mg/kg (fongicide dithiocarbamate) et a
I'imidaclopride a 0,65mg/kg (insecticide néonicotinoide) en mélange durant la phase de lactation
entraine une augmentation du poids corporel plus importante chez les descendants males par rapport
aux femelles. L'exposition a ce cocktail entraine aussi une diminution des taux plasmatiques
d’hormones thyroidiennes et une augmentation des niveaux de cholestérol et de triglycérides ainsi

gu’a une dérégulation de I'adipogénése (Bhaskar and Mohanty, 2014).
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I1.3. Mécanismes d’action des pesticides

Les différents troubles métaboliques observés chez les animaux exposés aux pesticides sont liés aux
propriétés de perturbateurs endocrino-métaboliques de certains composés. Celles-ci se manifestent
de différentes fagons avec un impact hépatique ou sur les organes périphériques (tissu adipeux,
pancréas, intestins et thyroide) et des mécanismes impliquant les récepteurs nucléaires, la
dérégulation du statut oxydoréducteur et les voies de signalisation impliquées dans le contréle du

métabolisme glucidique et lipidique (Figure 17).

11.3.1. Les récepteurs nucléaires cibles potentielles des pesticides

Les pesticides peuvent affecter le métabolisme lipidique ou glucidique a différents niveaux. Ces voies
métaboliques sont contrdlées finement a la fois par une balance hormonale insuline/glucagon et au
niveau transcriptionnel via I'intervention de facteurs de transcription et des récepteurs nucléaires, tels
que les récepteurs aux hormones thyroidiennes (TR), sexuelles (AR, ER) et glucocorticoides (GR) ou les
récepteurs aux xénobiotiques (CAR et PXR) et le récepteur nucléaire senseur des acides gras PPARa.
De par leur capacité a lier les composés lipophiles ces récepteurs nucléaires constituent en effet des

cibles privilégiées des pesticides.

Des études utilisant des systemes génes rapporteurs confirment I’activation de nombreux récepteurs
nucléaires par les pesticides. L'étude de Takeushi montre notamment |'action agoniste de deux
pesticides a la fois in vitro et in vivo sur PPARa (Takeuchi et al., 2006). Des études ont identifié une
centaine de pesticides appartenant a diverses familles chimiques capables d’activer la forme humaine
et/ou murine de PXR in vitro dans des cellules hépatiques (Coumoul et al., 2002; Kojima et al., 2011;
Lemaire et al., 2006). Par ailleurs, le récepteur nucléaire CAR est lui aussi susceptible d’étre activé par
diverses familles chimiques de pesticides tels que les pyréthrinoides, les OP et les carbamates (Abass
and Pelkonen, 2013). In vivo, I'exposition de rats males a un herbicide (pronamide) a des doses allant
de 5 a 500mg/kg pendant 7 jours promeut I'activation de CAR, PXR et PPARa (LeBaron et al., 2014).
L’étude de Lake et al., présente une liste de pesticides (fongicide triazole, insecticide pyréthrinoide et

sulfoxalor) activateurs de CAR in vivo dans le foie de rongeurs (Lake et al., 2015).

L’activité transactivatrice potentielle de nombreux pesticides non-persistants suite a une liaison sur les
récepteurs hormonaux (ER et AR) et sur le récepteur AhR a été testée in vitro, confirmant le potentiel
de perturbations endocriniennes de certains composés. Les résultats montrent que le fludioxonil et le
fenhexamid (fongicides de la famille des anilides) sont des agonistes de Era pouvant induire a la fois

son activation et la transcription de ses génes cibles. Le fludioxonil et fenhexamid sont aussi des ligands
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potentiels du récepteur AR. Fludioxonil, mepanipyrim, cypronidil, pyremethanil et le chlorpyrifos sont

des agonistes de AhR (Medjakovic et al., 2014).

Deux organochlorés, methoxychlor et DDT exercent des activités oestrogéniques par liaison directe
avec les récepteurs ERa et ERB au niveau de leur poche de liaison (Kuiper et al., 1998). D’autres familles
chimiques peuvent se lier aux deux isotypes de ER pouvant conduire a des effets additifs (Seeger et al.,

2016).

Les métabolites des carbamates exercent une activité antagoniste sur le récepteur nucléaire TR in vitro
affectant ainsi la voie de signalisation dépendante des hormones thyroidiennes (Sun et al., 2008). Une
étude de 2010 a montré in vitro, le potentiel antagoniste sur le récepteur TR d’un pesticide de la classe
des pyréthrinoides (Du et al., 2010). Ce potentiel inhibiteur a aussi été démontré pour le fipronil in

vitro (Lu et al., 2015).

Dans une étude récente, |'effet de 34 pesticides sur le récepteur GR a été étudié in vitro en utilisant un
systeme géne rapporteur. De facon surprenante aucun des pesticides testés ne montre d’action
agoniste sur le récepteur GR, cependant 12 pesticides montrent un effet antagoniste sur ce récepteur.
L’antagonisation de GR par ces 12 pesticides empéche ainsi I'activité transcriptionelle de GR. En effet
in vitro, le traitement concomitant au cortisol et avec un de ces 12 pesticides bloque I'induction de

I’expression d’un gene cible de GR, la PEPCK (Zhang et al., 2016).

L’expression de PPARy dans le tissu adipeux chez la souris est induite apres une exposition chronique

dans I’eau de boisson a I'atrazine (Jin et al., 2014).

Ces données a la fois in vitro et in vivo suggérent que les pesticides peuvent moduler I'activité de
nombreux récepteurs nucléaires affectant ainsi leur réle de garant du maintien de I’'homéostasie
hormonale et métabolique et par conséquent I’expression des genes clés des voies métaboliques. Par
exemple, I'exposition expérimentale des souris a I'atrazine ou cypermethrine est associée a
I’augmentation de I’'expression des genes impliqués dans la glycolyse, le transport de glucose et de la
lipogenese de novo au niveau hépatique (Jin et al., 2014). Un autre exemple montre que un OP
(diclhorvos) inhibe I'activité et I'expression de la glucokinase hépatique aprés une exposition aigle

chez le rat (Romero-Navarro et al., 2006).

11.3.2. Action sur la sécrétion et la réponse a l'insuline

Une insulinorésistance qu’elle soit hépatique ou périphérique est fortement associée aux troubles

métaboliques (diabete et obésité). Ainsil’altération de la voie de signalisation de I'insuline sous I'action
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directe ou indirecte des pesticides constitue un possible mécanisme d’action de I'effet obésogéne et

diabétogene de ces composés.

Sur trois modeles cellulaires différents (adipocyte 3T3 L1, hépatocyte HepG2 et des myocytes C2C12),
une équipe a démontré que le traitement avec des doses croissantes d’imidacloprid (insecticide
néonicotinoide) réduisait la phosphorylation des protéines kinases AKT et S6K de facon dose
dépendante, altérant ainsi la réponse a I'insuline (Kim et al., 2013). Une autre étude in vitro plus
récente confirme les effets de I'imidacloprid sur la voie de signalisation de I'insuline en montrant un
impact de ce pesticide sur la phosphorylation de IRS et I'inhibition de la phosphorylation de AKT (Shen
et al., 2017).

Chez les souris femelles exposées pendant 12 semaines, la permethrine potentialise I'insulino-
résistance induite par un régime riche en graisse en perturbant la phosphorylation d’AKT au niveau du

muscle squelettique en réponse a I'insuline (Xiao et al., 2017).

In vivo chez le rat I’exposition a I’atrazine conduit a un blocage de la phosphorylation oxydative des
complexes mitochondriaux | et Il conduisant a une inhibition de la phosphorylation de la protéine
kinase AKT sans affecter la cascade de signalisation en amont aussi bien au niveau hépatique que

musculaire (Lim et al., 2009).

Dans les cultures primaires d’hépatocytes murins I’addition de roténone (pesticide de la famille des
rotinoides) induit une résistance a I'insuline due a une phosphorylation de la protéine IRS1 dépendante

des voies MAP Kinases et du stress oxydant (Al-Lahham et al., 2016).

Les dérégulations métaboliques induites par les pesticides peuvent étre liées a une altération de la
sécrétion au niveau pancréatique de l'insuline. Une étude montre que chez le rat I’hyperglycémie
induite suite a une exposition chronique au malathion est consécutive a un impact de ce composé sur
les enzymes clés impliquées dans la sécrétion d’insuline par les ilots pancréatiques (Panahi et al.,
2006a). Les pesticides OP sont connus pour modifier les fonctions endocrines et biochimiques du
pancréas, notamment le dimethoate administré a des doses sublétales chez le rat favorise un stress
oxydant conduisant a des dommages oxydatifs au niveau pancréatique (Kamath and Rajini, 2007).
Cependant une autre étude montre que |’exposition aigue a un OP (dichlorvos) n’exerce pas d’'impact
sur les activités et I’expression des enzymes pancréatiques (Romero-Navarro et al., 2006). Le diazinon
lorsqu’il est administré en aigu chez le rat induit un stress oxydant dans les ilots de Langerhans ce qui
résulte en une hyperglycémie due a une sécrétion insuffisante d’insuline (Ghafour-Rashidi et al., 2007).
Des cellules B pancréatiques isolées en culture et prétraitées au malathion présentent une diminution

de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Vosough-Ghanbari et al., 2007). Le diazinon
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administré in vivo chez I’animal augmente I’activité d’'une enzyme clé pour la sécrétion d’insuline (GDH

glutamate deshydrogenase) (Jamshidi et al., 2009).

11.3.3. Action sur la différenciation adipocytaire

Au niveau moléculaire les contaminants obésogenes peuvent intervenir sur la prolifération et la
différenciation adipocytaire en interférant avec les différents récepteurs nucléaires comme PPARy et
les récepteurs aux hormones stéroidiennes ou des facteurs de transcription comme le C/EBP (CCAAT
Enhancer Binding Protein). Par exemple, I'endrine inhibe de facon dose dépendante la différenciation
adipocytaire dans les cellules NIH3T3 en diminuant les niveaux d’expression de CEBPa (Moreno-Aliaga
and Matsumura, 1999). L’exposition de souris pendant |la phase de gestation et lactation a de faibles
doses de deltamethrin diminue I'expression des genes de I'adipogenese cibles de PPARy dans la
descendance (males dgés de 5 mois) ainsi que des génes impliqués dans I’homéostasie glucidique et
lipidique (Armstrong et al., 2013). Une autre étude montre que le triflumizole, un fongicide, induit la
différenciation adipocytaire par un mécanisme dépendant de PPARYy a la fois in vivo et in vitro (Li et al.,
2012b). Les insecticides de type pyréthrinoide (deltamethrine) induisent I’adipogenése dans les
cellules 3T3 via une augmentation de I'expression de C/EBPo et PPARy (Shen et al., 2017).
L'imidaclopride, les organochlorés et le fipronil ont montré des effets comparables sur I’adipogenese
sur les cellules 3T3 L1 (Kim et al., 2014; Mangum et al., 2015; Park et al., 2013; Sun et al., 2016). Par
contre, le glyphosate dans les cellules 3T3 induit un stress oxydant et diminue la différenciation
adipocytaire via l'inhibition de I'induction de PPARy (Martini et al., 2016). Le fongicide pyraclostrobin
induit une dysfonction mitochondriale entrainant une modification de I’lhoméostasie lipidique et une

accumulation de triglycérides dans les cellules 3T3 indépendamment de PPARy (Luz et al., 2018).

11.3.4. Action sur la fonction thyroidienne

Une étude montre que I'exposition a un mélange de carbamates (methomyl et triazine (metribuzin) a
faible dose chez des rats conduit a une augmentation des niveaux plasmatiques en hormones T4
(Porter et al., 1993). Une étude plus récente rapporte au contraire que I’exposition a la deltamethrin
et a la permethrin (pesticides de la famille des pyréthrinoides) conduit a des diminutions des taux
d’hormones T4 sériques chez le rat (Wang et al., 2002). Certains pesticides comme le boscalid (famille
des carboxamides) modifient le taux circulant des hormones thyroidiennes en dérégulant les enzymes
hépatiques impliquées dans leur turnover (Montoya et al., 2014). Les effets des pesticides sur la
fonction thyroidienne sont rapportés dans la revue de Campos et Freire, leurs conclusions générales

sont que les pesticides induisent en général une diminution des niveaux circulants de T4 et T3 parfois
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accompagnée d’une augmentation des niveaux de TSH, correspondant a un statut hypothyroidien

(Campos and Freire, 2016).

11.3.5. Action sur le microbiote intestinal

Des déséquilibres de I’écosysteme bactérien intestinal (appelés dysbioses) sont associés a des
pathologies métaboliques telles que I'obésité (Ley et al., 2006), le diabéete (Qin et al., 2012) et les

maladies hépatiques (Bajaj et al., 2014; Le Roy et al., 2013).

La facon dont le microbiote intestinal et les polluants interagissent n’est pas encore trés claire. En
toxicologie, ces interactions sont un sujet émergent (Snedeker and Hay, 2012). Une revue de la
littérature montre que ces interactions bactéries-polluants pourraient étre un des mécanismes clés de
toxicité de certaines molécules (Claus et al., 2016). Le microbiote posseéde en effet une capacité
métabolique importante vis a vis des xénobiotiques avec 5 familles enzymatiques particulierement
impliquées (les azoréductases, les nitroréductases, les B-glucuronidases, les sulfatases et les B-lyases).
Pour de nombreux xénobiotiques, le métabolisme bactérien intestinal est un facteur modulant
clairement la toxicité vis-a-vis de I'hGte. Par exemple, une étude récente montre que, chez des souris
traitées au monocrotophos (insecticide organophosphoré) pendant 180 jours (10 fois la dose
journaliere admissible), la dégradation de ce pesticide par le microbiote intestinal produit des acides
gras a courtes chaines, dont I'acétate, qui induit la néoglucogenese hépatique, contribuant ainsi a
I'apparition d’une intolérance au glucose chez ces animaux (Velmurugan et al., 2017).
Réciproquement, les xénobiotiques peuvent parfois moduler la composition et/ou I'activité
métabolique du microbiote intestinal, pouvant donc étre un facteur contribuant a la sélection du
microbiote d’unindividu. Par exemple I’exposition de souris au diazinon (insecticide organophosphoré)
dans I’eau de boisson modifie la composition du microbiote apres 13 semaines d’exposition et de facon
dépendante du sexe (Gao et al., 2016). De méme |’exposition orale des souris aux carbendazime
(fongicide de la famille des benzimidazoles et des carbamates) induit des désordres du métabolisme
lipidique hépatique et une dysbiose du microbiote intestinal. Par ailleurs, la transplantation de feces
préalablement cultivées en présence de pesticides organophosphorés (monocrotophos, chlorpyrifos,
malathion ou methyl parathion) chez des souris saines entraine |'apparition d’une intolérance au
glucose chez les souris receveuses (Velmurugan et al., 2017). Ces résultats indiquent que le microbiote
intestinal joue un role prépondérant dans I'induction de I'intolérance au glucose par les pesticides
organophosphorés, et cela semble étre un mécanisme commun a la plupart des organophosophorés.
D’autres études confirment ces résultats pour d’autres pesticides tels que le glyphosate (herbicide de
la famille des aminophosphates glycine) (Shehata et al., 2013). Cependant, les études sur ce sujet

restent pour l'instant peu nombreuses. Une seule étude a étudié I'impact d’un traitement a un

111



Chapitre Ill: Les pesticides

pesticide (chlorpyrifos) sur le microbiote en période périnatale (Joly et al., 2013), période pourtant
critique pour l'installation du microbiote intestinal et des fonctions physiologiques associées

(métabolisme en particulier).
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108 feta ] henanesenam {FI5 ] 7 he culbees mediom of a7 oels wie sp-
povneniet wASy donamptivscos | 1 1 Toallow CAR oveivageesaion
Hepl2 and JW2 oo wore tranafocted with sdher pORE-BOAR
(13epC2 Y pCRI-anCAR | WZ) plisad, o pOiempty plasmid iy be
pofectarane 2IHH) (nvitrogen, Cergy Poavaie, Franee) accarding 1o
the maumfactirer's protocn]. PFotkowing 48 h of tronsiecion, cells were
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Tuarvest e wal s Traot® (vatoogen, Cecgy Pontone, France | before KNA
XA

tmmonalized B hepaioovees (ML Schigpen of 4L 1957} wee
cudured ln Willams £ medium cootatiing 11 o\ glucose ang sepple
meoced with 1K K5, 100 8 ml peacilting 100 g nd s plooeyco
TI0 on suling, 2% glusamine and 50 o derametpsoe. Cells were
Ahveen excpomanct Lo DIMSO 1% or CHCO 1 a0 5 DSOS i e same ool
cuiire coetia coolAiniteg 4% RS instend of HIR Fuliowing 48 b treat-
. LS VAR Harvestind with Teizol® (Rwitrngen, Cergy Fontnise:
France] before RNA extracion.

27 Larilrnme reportiy geow eysty

JWZ cds were co-trandaciad s her with o 13 kN Pupla’l promots
comsruet doned i 2 pGl3-sasic vector, of the | NE1k-lue pGl3
COMATECE, ar @ PLLT-enpty vactor (0.5 pg ), and with the pRL-TX plas
mid (25 ag), ond either with pOR3-mCAR or pOX-rmpty (05 pg
g Upolectamuwe 2000 The Wgtsd promoter construcd and
ANRT [ O ug pGLS constin s wase 2 g0 Gom D, Abinhie Mokhes (Gt
1w de Bnchehe Sanr-Aseceoe, INSERM, UKIR 938, Linlversiod Pads 6
Pals, France] {Dubiuipson s al 200 Jand Dr. Idasabibn Negloa [ Bepoo-
dhaodve & Devetopmean! Bolugy Labucd iy Phansicogenetics Looup
Remarch Trmgle Park, Noeth Carcling. UISAL respecivety. Afler 48 h
exposaure, ol were tysisd in cell cutiune Losis reagemt | Proooegs, Mack-
a0 USAYL Ludiferase activicies wen detenniond acoiding o 1w
mdoufeunes’sy Istnionoo (Bual-Lucilerase® Reporeer [ LIR™] Assay
Sysdern, Prienega ). Lysate sanphes yeere dssayad i coplicale from S
ocependess sxpenmenty The hretly luoferese acovsty of sach ssple
was poraalized 10 Rendls lucifersse poivites,

28 Gene xpmrsshm sTudios
Tonad BNA wias eacracrest with Tnaol @ reageen. Transcnproowe poo-

Tises vvere G0ned Dy quastiative nedl-time polymecase ¢ han teaiun
IRT-FUN ) as described o Maomg of o, (20025 Pruvers for SYOR

Tatde 2
Clekal crowatevidns of (hw By dermes
Liver Wenifirane Sex ‘er P gy
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HiKDa F 4 Pk

nocen Ll a MeCartarcr o 00 bwec i s ove
nyaen F n Nepanaoe Bhdr cscizacsy

£ breraales N rmaler U = priiraany faraes bepusocyes age in yrar

Green assays are presenced in Talle | R dara were nnmlzes by
TATA-box tinding protein (TRP) for mouse mesasager KNA (mlivg |
Loweds o [S-ACTINTSAD05 Tor e messenger RNA {mBtNAT bevels as
ndicansd o tigure legends aod raw <t were analyzed with LinRagCx
(Ruilter of al, 2008),

24 hovminetibot asolpey

MuLlear penteln xracs were prepared using NE-PER Nucdkar and
Cyroplasmie Extracrion Beapents { Thwrend Seniifc], arcond g 1o the
ceanularirer's (nstnections. Folkiwtisg wisration by sodium dodecyd
sullate polyacrylaonide gel ehecruphorsts (S5 PALE ), audear protes
Exiracty wery probed wWith pnmary mtibodies from Cell Sgnaling Tech-
oolugy (LAMIN A 2002; Daevers, MA, USAJ, Novus Biokegical
COMBESP o= 135, Limtton, ©O, USAL and seccaodary ammibodias
rom Esntiom (1680 ar FI7N-Libsind Hapawant, CA, LSAT, Ban! oen-
sites were normaioed 1o Chtse ul LASTIN AT, Thi Insges were s
Lymd oo the Cchnoey Infransd Tosgeag System (-Cor Lincolo. ML
USAL

S, Sty cultene qf A aned i epolaogles
Lrver sangies were obtains) rom lveer nesecnony performed o

A patents [or svedical reascos unoelated [0 our cesearch program,
The use of bwasman speciimens for soentific purpoesss was approved by

Tabie |

Olgeotiechde sagsences for yel Lo (OB
{ae O Befusy Frorward ot (5 V) Ry pine (5-V)
M s
Ay NV G4 CLAACTON LN DT TETIEAL LTI
eyt NVLE22445 PUMEMNGANC LT NG CITQEILG AL
i PVL_BLAS TOCUKLLITCICAM ACGAA ANAAGCANCAMICGIALAAC
Gy (SR 2 ol A CATLACICUANTEE TLTCA
Cpwit (SR o ST WACACACNACTICTACCEACAS CITIAC GAGTECCATATOCGTACAG
Sy AW MOMGATEAN ARL O MLCA TCOIOATOAL A GIACA AT
Fan W_coTean AGTEARCTATGANGEANTIGIOGA CALCCAGAOEOCAGIGTTE
e NAMLE DL NIACTITTADMOCTCIGORAT COWTTOANG CHXCIETR AT
ae WAL s MATANCCTTEGACA TGOACATGATAXCLAGGALT
% (S RO T AR IRTRIETR [RTRF AGTORTCEAATG T AT
M (R J¥pes SALCANCAL LU TCAUGE TCALIATCACTLATICALCCCTY
v NN [0 TAMITI N ACNALE GACEAMCICTARASAOLCG
Aol W, C35805 SCICELCTTCALUATOCLATY CLATASCTICAL GACAT AL
Pl RS MO TCALTTIONIGT ALCLCYOICTCATCOACT)
M [LER IR (EPACTCTC AL L CATCLTCTATCOMIIAY
&dr M OON 17 SACTLLLCI G R TAT CALRTTM T AL AL
Sepd ALY s WAMATATCGATTCCACATT CETTCCAGACH G CAG
™ WL 2ER ATAGCATCAL STCTTAACITTENC COTTETATATCTTC OO AL
Tvgs Savty (UK 2 AT AN CLACCALLLCTANGANG CITCATC A TTOGCOLTOY
e ipd=n
A BN SRR CALCILULACCTARITICA CLCLGAITOLATLGTIA
P ML 1 ATATDCAINAN X NRCACCNTGATATO AL
AR V022451 POTOCLCEARAL AEALAATCACAM TN GSAL
O LR i LN KA L EATINIA TCLAARGTTTTOOAAC AL T,
AN~ MR AL 0000 2 MCOORCAATWTG COMLCCALALAL A 1oL
Jova VL6287 MEITCTCLCITALGGET CACCTTTCTCTTITATTICTIOACTC
PR INALOO YT CAGAMAMEACTOLGTOCTACN, AGAGAARTGACETCCTG
aw LB K LT COOAGGOCACTEN
E N B ST LMK COTOICAT TCOMCUTCOCAXAT
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thee Fresech Matlonal Etles Comnaire . Wil tea oc el inlnroed consent
wias theaned from eacty gatiens or famely oeir 1o surgery, The ol
chwaractenshics of the liver donory ace presented i Table 2. Prumary
Iy heparocytos were prepaned and Oadiumad 25 desoribed provious-
By (1S ot 3k, 2006 and yoere axher reatnd with 5068 M phedohal-
Dited (PR dissalved o O3 DAASO o 24 B v et {1157 DM9))
Mustse lega ey tes were [repared q described poeansty (P of
#., 2004 ) 2o cultured in tse presence of TCFOROP | 250 4 In 0%
DMS0: 22 b oe DANISO (A1)

211 Susistion arolas

AL the dara were analyzad using Graph®ad Prism 7.0k Sgnificance
wa s ameessey] by appropriole anpairsd two-faded Student's £ty e

tw oy ANOVA Jutkawed by Teloey's mealliple compainson post bag
ez s dicarsd. P < CLDS was comsdened sigalwant

3 Resalts

T.L SToer-terie CAR ectasarive by TSR iuchil s Aegolie eguissin o
Foms etoted Lo Spid Bhaarnttoils

To wvestigate the effect of CAR acrivation on hepacic energy metah-
ofison in healthy povce, CAR -/~ and cvatred (W T} ooade mice on chow
<t v Dioasied) warls earter cors il Cswiniche ] o a CAR-spexilin igoml
TOPOROE at 3 mg gy, a-dode pumnounly weed 10 lvestgate the of -
S of CAR acuvation on hepechk tipid moetabolism {Rewen et al, 2009;
Iaaier L, 2010: Togema =e 3l 2012} The hepatic mENA sxprescion of
the predotypicol CAR Gurget genes (G p2br0, CrpledS and Cyplnif)
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wits areduced by TCROBOP iy WT mice bt not in CAR -/ - mice (Fig.
1A). Peerheemone, CAR Scrivanon in WT wkoe indhices 1 down-cagutla-
fom ol Apok g expoesdon, wisle e exporssion of Doy g chisue
€AV ankd Lorype pavinvaie kinase | L6, which caratyse the firsc and e
final step wf ghycobyses paathway respectively. was incrsased (Fag 100
Morecowr CAR sctivarion induced an upregubation of Spegemic gromws
Sch s fw Gy a0id syachase (Faco’, eloegation of loeg-chain facry
iy Gomily memebn 6 {Foeds), st ghyesnnl5- phioa phane aoitrisedin-
ase (Cpar which sscorpocates oswly synthesdosd Gty acids e triac
yiglycarul The thyrotd burmone respoaslye Spoe 14 hoentdog | Thrsg-
Spacid), which sacodes a protein regulabag de novo lLpogeoasis
throngh 2 mwoldecuiar mechoniam still sscdefined was alvo upregubated
[Fig 10} Howevey, i heparic mlNA dxpeession of 2il thew geews
was unafiected in TCROBOP-treated CAR - /- male muoe (Kg 2),
highaghing o CAR.depeodent cegpulation ol the ghecolytic-lipogeni
vy, No el dimaephesm wasobssrved i 'W1 omce. nceed sm-
dar pene wxpressioe ponfiles wens observed in the Hiver of TOPOBOS-
reearad WT femades 200 males cargarned [o thelr apecnve weicke-
trouted counterparts {Sup. Frz 1) Hoever, some groes were sighily
b sipaihcamly kvduced us TCPOPOP reaved CAR -~ temales sag-
gesting the artivanon of other palhwayy in thix particular contest
(Sup Rg. 1L

Thw ccardinaton of tipd mecabalisen (n whilie adipcsn tisue a0d (n
Ever s imnpoctant [of wiwle-body metabolc hooocenstasis. Measunog
expoesdon of Bpogenc geaes (Sall, Bk aod Lo in adipoe dssae
showed no Induction of expeession U tas theos {Sup. Rg. 2)

X2 Shart-terae CAR ocivation oy TOPOBOP upragnberes gl and Frplsd
pepresaion

Fugiud geoe polymocpiissen has enserged 25 a new masber of bhanss
bespatic deatoss (Komeoet al, AXE], Initially descomered in the ad ipose
tissue, PNPLAT (s highly regulased by changes in energy halance
(Oubognoyet al, 2005 Qrao et al, 200 1; Husog e al, 2010} in tee pres-
ool stuly, CAR artivanon by TOPOBOP ewloced & song increase
Fngeed espemsion [ 100 T1ds wes Ny abmagated in TCROBO - ret -
od CAR - /- males and remained slightly Increased In cuantespact fe-
oades g 10: Sup A 1L Ppha i located immediacely cpstream of
the Prplad pene and extebits both bpase sod travscyboe activities in
vl (Lake or al, 3006 & rhis study, Paplas Bone esenssion (alters
wic simdlae to the oo alvenved o Papio? (B2, 107, wheras the ox-
pressiun ol the mgtyoende lpase PaplsZ cud not diller between goups
(g 10}

13 Stort-tersy CAR qurpeotion by TOPOBOP inrecses hepode dpid
aucwmubioe

W neal gsosssnd wheter (e Increases) expressinn of lipogenic
o wies cocmianad winh chianges [e heparic neursal conmne. Hepar
ol LpRas weere Mest statimend wis O -Koed -0 Thwe repeesenalve (-
tunssin R 2 ilustrare that the number aod sioe ol lipkd droplecs wiee
(ncreased by TCPOBOP wreatment (n WT moase Uver (Fg. 24, wp

Tabvle 3
Bty werighs crLe e Iy Wy e aned Pt paranirtTs
W yebice WT W R CAK (= ety AN =1+ TENONP

Moan bedy weght (g e J0Y & b P ES B Bs:am
Lty meght 130 0ed) £ R 2 2080 & oo™ Ue4d = a0 Qe & 200
Pawrsglatine (enrpdl) AR ETH 4104 D& R PRy AL 0%
Tomzalnmibniegral) Giv.ore L0 ¢ 004 av it G4r L 2D
Tawrs inghortles (ruvsl] ass oo ofl Do It 162 s OO

Bady nrtgh s el Tvey s e aned FRarma purraetersof W and OO < e Un = G muades | et ol s eh et her el b onnrood] or TURROH () g vl ) ey 3 day s Ther el
bl St racoe war exaleand] uding Twe s AN [oleeved bry Tateys mosz Oor ol [ reicame e e e, TONOROP wn vl b grpody pe oloce, CAR -/~ e WT. p <= D08 1 Valaes
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T Bver of vt breannt LAR (eprw Compearend S0 e ine e Tries-
o WT aioe (g 2A It punads ) Guant@hcation of the liver Bpad content
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were s ficatly (ool comgunsd o incle Ceacmens [Bg O8 )
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welght | Table 2), Huwever, In CAR -/ - mice hepae Uplc cunrent
and bover weight were unchanged in responss ro TOROHOP (kg 200,
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05 of e opima CAR montener hinding maell (DRS-2ype NRI
seyoence ) upstreann ef (he -haciirese poo moses wis waed asa positive
contrel. As sxpected, lucifaease acrraty of the coarmal (K1) ~thelue
POLUS) wirs 22-%old increased spon mUAR overespression (Fig 34
wide po sgmhicant change was oteeryrd (or the consiroct contaeeng
he Mpha proenceer (R, 58], Alrogeiher, oul data sugdest at CAR
aoes nor dinecrty regulane M geoe neescriprion

T35 LR G5 e rrgquirad S UPDOOP-ndunad raspyonse of Spageuic gorme;

Since LXEa and | X)) are argontant transariptonal regulators of I
pogeness (Mitro of al, 2000 ), we nest asseseed whethe IXRoE
ol avediate CAK'S actions, 'We Leated LXR0E double-delicent
(LXK M) wiem and cootml ke with (he CAR-specific ligand,
TCPODOF, ur cocw ofl (vehitte), 35 parformed peeviously, In buth WT
and IXE «» mice, TCPOROP Induces 3 markedly increased beparke
mENA expresninn of tee peolotypical LAR targe! gens Cipdb 10 (hp
4AL Sumlaly, the expression ol the glycalyte (Gok and {pis angd
Spogenic vngymes { fosn, DS, Thesp-Spat 14 and Pupwd ) wies uprege-
Qred (Hg AR-CT Thesa pesules supgesr thar TCRIOE-madizred aorive-
ton of CAR-LuRs genes, intluding Snywiad, O jladependent of the LXK
putway

740 CAR orthatinn by TOYSOP regud oter CRVERY mtRWA and prarem fevel

The eapenyprion Lctees Car o e Respomsoew B bid oy
protein {ChRENF) and werol cegulamey stemeat-hinding pootein e
| SRESP! ¢ phay 2 povoeal rade In che dver by regulacog ghycolysts and B
pogmesis (Xu m abl. 2013} Turthenmoce PRFLAY espeesdon is indes
thesir divect transcriplicoad contre Dubuguoy et al, 2011 Thus we
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mwestigated wheher these Bactors couk) be inwolyed in the CAR-meds -
slal asiveike ol bipogenic getes and Spad sooavidmeiis

B adipacyees, ChRERPe: tsefodmm (s Ukly respansitibe for loduing
CHRERFR which {s rasscribed from an avecnative promoter (Heomon
o L. 052). In this stody, the bepatic mE2A expe=sson of batly (so
forms wax signifomnd by indoced m response o TOROKOW m ‘W1 mice
bt unchanged in CAR =/~ muive, dlthough a Larger vanatality was obi-
sorva) Sor Ehrebypyd {HG. SA) In J0dinion (e mENA axpeessin o
Smbpric was uachaeged in vespanse o [CIOBOP by the liver of W
and) CAR -~/ 1dice | Rg. SI)

Sk dhe nucks Udisiocaion of COREBY & 2 colcal step B Wizacs
trwanion of ity tarper peoes, the ColE¥P subedasiar ocaliation m ne-
sponse 1o TOPOROP wis thcked. by (he liver of TOPOROP - redsen! WT
WECR, i ncredse Of puclear CUREEP contaat was otsavnd, bt o0 1
TCHOF-treated CAR - mice (R 5L

17, Cheonde CAR arvivation by TCMOROE Jndtares fapari axpressioh of
gos rokatend 50 Sjnd SvedgniAsE ol i acanmianion w e livey

Tu Getermine whelher Lhe sbserved effecs are nod the tesux o &
acute respoase 1o CAR activation, CAR —/— and commol (W1} male
orsce oo chow dlet were Lregtec! with eithvr com ml oo TOODOP 3t
3 rE Ry veaoe- vk 9 d T S (oo 1T o s, As ahisar o]
powdoraly, CAR Acivation by TOHOBOE inducud the ap-regulalion of the
prokayplct CAR tarpet penes Opp2bi0ad Qyp2al 1,3 well as 2 downe
repilacion of the Papck and the pversspressicn of key Ipogeuc genes
incloding Paplel (Fig WA=, Huwever, the expressnn of the same
penes vas e ianges i TCROSOP-reated CAR 7 male 10w | Fg
BA-C] The topassentative plotuces in £ 6D Uhsirae an accuamiaion
of S druplets indaced by TCNOBOT tresment, (n che Liver 26 WT e
ompaced @0 those ol vehicle W mice (Fg 60}, Chrone CAR activation
abso résaltesd im o greater acvumal koo of Biprids in the brves of vebnicle-
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0 Dol (P and G101 Wb o B age < B (et Do Torae Sper 14 300 AedaT) Dasvwere roomaliaed 0 THP ofidt expuessd lepets 2 tothe vehice sl (okr
Sut groncype S3ng il e wis exdeard 186 e urpaned can Gded Sopden s tes 1] GO Berd O scieimg of cea0a) 9k perkiirsad o0 Modegucd sevioes ol e
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freated CAR -/~ mwoe coonpared to rehicle-treated WY mmee as ob-
served poevioiedy after 8 short tevm exposury (o TCPOBUE (R 2ZA)

18 CAR petfrotion ey Papld I egerersdon it futn Avparociie:

P ke ge e teua oo Ty CAR fe presen . an onginal resull sewver oo
puried betore. Thus we sougii o deterome wisstier tre CAR-Uepen:
demt induttico of paphad was abso pheerved o vitro, pact culerly o
hurnees hepsos yes.

e Dhosr orepeessed CAR iy Dusanan heparoess HepGl cells and
Toucioe Beepatic oull ines wsang pCORShCAR Lhumen CAK isufocm of
PORG-mUAR (oowcine CAR Bofam) eapoesion W respactivaly. a
thaese cedl Unes, boch WCAR. and coCAR predeins bave been shuwn 1o be
consubatively acteee (Yang and Wang. 2014 ). CAR overexpression nes
sulted ® vigmhom! miduchons ol e CAX larpet geoes CYFZSN
Cypab i rand PR Pels (R 74 ams C), Funberenoce. i (eENA
P of theve poruss was standlicantly bacuo W poimary mwuse
heparocytes Lreated 24 bwlih TCPOROF ( 250 M compared @ (e cun-
o conchion (D080 ) {(Fig. 78 Senvlar resules were ohtained usisg pr-
mocy bumen hepatocytes treatedd wilhthe CAR-achvator plaenobarhitid
PR SINT R 24 000 2 Dvetanurate drug windely wsedd [0 il epalepsy
IMureh et al. 20HEL As dsown i Fog. 70, heparacytes (tom Leae of
the four dunurs display an increase of PNOLAT expression cornelaed
with inductions of SLDT in resporess 1o 78 treatmene. It s known that
PB is an indirect CAR activaine and 15 considered 1o be o mixee CAR/

PXR activator, Commequent ly, immurtisiesd hunsm hepatocytes were
{reaged wath CITCO which & & well-characrenaed speafic deecladimve-
1o oF o CAR (Maghch wral, 2000 | CAR acovatinn by CITO0 «eiulr-
ed in sgmtficant inductions of TYP2E6, & well 25 of the Bpogenic gemes
Fosv and EFnplas and a0 increase o the mENA Ievels of CARER” and
SRLSPIr (hg R

Orvemall, Cwese resd s sugyest 4 plosibde Sarsation of Ce resds ob-
LAl Ly imdew Lo bumane

4 Disoussion

In ihe presens sudy, we showed that CAR acvarion by TCPOBOY
postively reguiates genes nvelyed (o hepatic 2lycolyds a5 weil & Upo-
Zeveals and oduces sieamds I mouse liver, We demonurped for the
best Lo that CAN repulotes Frpla ! sxpression Sotly in mosses liver
aned Doy fepatocyes. Sabeanguar i sitadiem of Hiw e rpuoing mech
andams highlighed it CAR doss ot a0 Ty 3 diect segulanion of #noeed
transcripson of vis tye Liver X Receploc We contirmed (he seeviuusly
reporred intibitocy effact of CAX oo glurnnrogenesis through the re-
poesson of PERCK(MLg0 et b, J006; Kachaydo e 2l 012 Yanesdsdin
oAl A Yueral ZONE L ot k. 2RAY We iimasuans! Uise wpowes-
S ol 2 large pane of key genes regulating glycolysrs and dillereat
steps of Rpogenssts inclading My actd synthes|s (Faso), ekegation
(£} and esserification (CGpat) which bad never bean assayed before
We showed a depc synergic and CAR-depenclent up-cegulation of 4l
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Ry S ilectod e e Wikt o eetor eapresung xR st acaebiedvecon | - D and be () prevery rodaw hepaontos oo foe 28 B ownd TCROMOE |0 1% DIV on 111X D005 | o L)
The &rawere rovrmakard oo TEF mSNA ecprruibn e |CF The hopmatic reBNA bevvls af DTN and POVAD wee mowrstsnd oy BT YR & 100pG2 ool Soe traz deciod «2hecnth 2
Y e peesang SUAR 3 Acon i by | | [T Cafimed Bepxonyrs o or des arc wess sapoand i pherrdertcal PR SO0 LN ar UMD (tontrd ) tor 34 £ The Bepxy o0
Jeseds of O, ALY and SO0 were exaraced iy 0GR aon) oovmsaliony) 30 - RNA cpreiiet deved HeaC hornan Bepa adytes, (B nnonakoed B ane be oy s
THH e Zon ot Sar 38 0 WER CITO0 |1 PG or DR cnrmrod) Thes Bepatic ovENA beacts of CrPaem DA AL INFEAT ORAKAS g0 SAREPY were 0amarad by BTGP0 R )
sarraduond [0 MR rIOUA egwentenr bevrki AT Dhe i bs s il pond by Jwo-Lafnd Sladee " 20ol Adieruk devexes s v arl Cilferre o8 comipatn] WER [he coriid rood g iee
T e 005 T A48 ") < a0

these penes bothy in males and fensiies A dighe induction of some genes These results qre consistent with ihose reporied by Breaker ef al,
0 CAR —/ — ternale bvers sugpests the acuivation of nther pachways in hghlighting 3 prokpogenic stiect of CAR through the vp-regulation of
this particelsr context (Cypldbid, Opdeds, and Pplad; Sop Fig. 1) Thrsp-Spot 14, 2 cegulator of the lipogenk process, in human pamacy
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fregueocytes (Rraiker o al, 20010, It is und Uoety thee thesgrezulation of
lipeagievic grnwes anmd Lpid accasndalinn ane 4 oofssjuimsce of atuie -
spanse 10 TOROBOF since lunger expoiuce tme Lo chis Cheoical indi-
cases simidar results (Fig 6]

The Fregrane Xoecepior | FXR) ts aown|beer xencsaosnd chasety related
10 CAR It s well estithesbed that CAR il PXR exbebin sindl o rodes in
e pegration of |vood stson and ghaconeogrness bal comld deplay up-
Posiog actions oo Fped homeostasis | Konoo e al, 2008} kydeed IXR is
CONSIdecnd a5 3 POo-dipogenic reeaptor and 1as a putanive ol s the
panbicginesls of ambhepet s (e o al, 2015), whereas CAR was
orginally coreddered as g ank lipogeaic propecties {Gac ad
Kue, 200400 Wada et al, 2090 Theae assumphuns wers baged on data
Toven mocuse medils sttgecied @ oovisbolit dulnitional stresy (Doog of
AL 2008 Gavet 2L 20060 1n trw peesent daxly, haslthy meoe an & stan-
dard chers diet were et In these condinoms, we denitfind CAR a5 20
eabanger of hepatic dr novo lipogeoesis sugpeging an identical role of
CAK apwz PN e regadation of bpid mstabolisme The assumnption @
suppoeted Uy e sepulation by CAR of Prglad, a gee whiose polvtoe-
PsITE s recently emerged &5 an snpoetant marker of lver wesnss
(Doagivvannl and Yalpael, 20051 The (57 38404 varant ( eececieg
Ao a0 sltsriiuteo e 14ahdet ) ol PNPLAY is a4 strang enddiler of
thse NAFLD etiotugy by weerea sig lver L content and te diserse sever-
ity and progresson (Romeo of al, 208 Dosgiovanni ot al . 20%5:
Stagris of al, 2015) As & lipugenic enzyme, PplaT wis repoeted
e nanscrpcrondy vegulared by SKERFIC LXR and OMERE in eponse
10 insulin and Zlucose respactively (Dubodgooy o al, 201 1, (o ¢ &,
20717, Hoarg e 3L, 20000 Qureajor linding is that Paple? is also vegu-
laes! by CAR Vs regulation wes condirmed in hepatooytes of humas
Gunuors treated wits the anli-epieptic s CAR sctivator, PR & wis
o confiaxed in e hepamcytes maated with OO0 which |s &
weell-charactenzed spacidic dinect acivarac of homan CAR. The s cescll s
sugst (s releyance S humans

Litthe i knoam abosat @ mstisaneayes inderpaooeng e CAR-msd -
wed regulatico of lipogenic genes, Our resulls highlighied an indizec
reguation of the madtse IMplas proenocter by CAR. Since LXK is a cenoid
regulitor of hepate dv nove lipogenesis, aad could croastalk wiits CAR
(e e db, 20700 we aext investgaied s potential mvolvemen.
Gene-expression prodiles wers simiiar independeaily of the presence
or shsance of LXR, sugpesting that the inductos of lipogenic penss
upan TCPOBOP remtmesst is aol redisted by [XR Uncleriving medss-
nisms of Qoo regulanos b CAR of glywealytic and lipogenas gems are
prechably mece comphes and aay i one nr oo oiher taerip-
ee [actors, Maost of the penes we locod up-regulated by CAR ace
known (0 be regulaisd by SRERFIc, CHREBP or beeh (Pustic aned
G, 2008 ), Wiele further inwesstigalions aee nmgaring. (e preliminary
resulis presenced Lo Fig 5 I ghaghin char thw tosvscviption fator CHEERP
roukl nsadiaie tye observed offocts i oo and both Gocos gl oee-
diate QMO0 induced responses Lo aunomadoes buman heparocyies
(hg YEL

CAR activation by TOPOSOP resulied in & bepacic liphl accumule-
rion consisting in riglyoendes and dasalastennl esters. Thus, e re-
sulls presented here ace in condrast tn ihase showeng that CAR
actvation alleviires hopadic suratosts {Dong #f JL 2004 Gau et al,
2009), We showed that this activation could tnostesd bave celetern-
ous efacts on mouse liver leading to abscrant hepatic de novn lipos
prorsis The regusatinn by CARK of energy oetalxdism os prbably
e cxenplex, asch depends on e peabolic context. Howeer,
Ihese resules ralse the guastion cencerning e impact of drugs ane
evironmental cuntandnants o Upsd-associaied metabolic diseases,
such as obedty, insulin resistance, and related clinical clsorders
(type 2 daabetes and cardiovascular dizeases) since most of them
v CAR evgulators. Thse sesds conld Be parficulady tmgortant in
subjects carrviag the PNPLAS pG 38808 € » L vanaat which could
be moce vudnersble
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Supplemental Fig. 1. CAR regulates the expression of key genes involved in hepatic glucose me-
tabolism and de novo lipogenesis in females. Hepatic mENAs from wild-type (WT) and CAR null
{CAR —/-) male mice (n = 6 mice per group) treated with either com oil [vehicle) or the CAR ago-
nist, TCPOBOP (3 mg/ka/day) for three days were used to assay by RT-gPCR the relative expres-
sion of (A) cytochrome P450 enzymes [Cyp2b10, Cyp2c29, and Cyp3all), and genes involved in
{B) glucose metabolism (Pepck, Gek, and, Lpk), and (C) de novo lipogenesis (Pnpla3 and Thrsp-

Spot14). Data were normalized to TBP mRNA expression levels and to the vehicle-treated mice
for each genoctype. Statistical significance was evaluated using the unpaired two-tailed Stu-
dent's t-test. Values shown are the mean + SEM. Asterisk denotes a significant difference compa-
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Supplemental Fig. 2. CAR activation does not regulate the expression of key genes invol-
ved in de novo lipogenesis in white adipose tissues. mRNA levels in perigonadal white adi-
pose tissues from wild-type {(WT) and CAR null (CAR -/-) male mice {n = & mice per group)
treated with either corn oil (vehicle) or the CAR agonist, TCPOBOP (3 mg/kg/day} for three
days were used to assay by RT-qPCR the relative expression of genes encoding de novo li-
pogenesis enzymes (Scd1, Elovis, Gpat) as well as the lipogenic transcription factor pe-
roxisome proliferator-activated receptor gamma [Ppary). Data were normalized to TBP
mRNA expression levels and to the vehicle-treatad mice for each genotype. Statistical si-
gnificance was evaluated using the unpaired two-tailed Student's t-test. Values shown are
the mean + SEM.
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Abstract

The constitutive androstane receptor (CAR) is a transcription factor involved in detoxification
through regulating expression of xenobiotic-metabolizing enzymes. Highly expressed in the
liver, it is important in protecting the organism against exogenous and endogenous toxic
molecules such as bile acids and bilirubin and in the catabolism of thyroid and steroid
hormones. A role has also been assigned to CAR in the regulation of energy metabolism,
although related mechanisms have been studied primarily in males and in physiopathological
conditions. Here, we compared the impact of CAR deficiency on energy homeostasis
regulation between male and female mice in anormal physiological context. Large-scale gene
expression analysis in 16-week-old animals revealed significant sexua dimorphism in the
hepatic transcriptome of CAR-/- mice. We monitored these mice for different physiological
parameters to age 68 weeks. CAR-/- males developed obesity, fasted hyperglycemia, and
hyperinsulinemia associated with glucose and insulin intolerance. They aso developed
dyslipidemia and important steatosis accompanied by increased aanine transaminase and
aspartate transaminase, signs of hepatolysis. In contrast, CAR-/- females had a different
metabolic profile with overweight, improved glucose tolerance, no dyslipidemia, and no
steatosis. Both sexes of CAR-/- mice displayed sex-dependent deregulation of gene
expression involved in steroid hormone metabolism, leading to alteration of their
corticosterone and sexual hormones levels. Ovariectomized CAR-/- females developed the
same metabolic disorders as CAR-/- males, demonstrating that sex-steroid hormones protect
female mice against the metabolic disorders observed in CAR-/- males. Conclusion: This
study reveals a sexually dimorphic role for CAR in the regulation of endocrine and metabolic

homeostasis.
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Introduction

The constitutive androstane receptor (CAR), a member of the nuclear receptor family, was
initially characterized as a xenosensor playing an important role in the transcriptional
activation of multiple xenochemical-metabolizing enzymes in response to drugs and
environmental chemicals (1,2). It regulates genes involved in xenobiotic metabolism,
including Phase |, Phase Il, and transporters. CAR regulation of these drug-metabolizing
enzymes or drug transporters is important in coordinating cellular responses to exogenous and
endogenous chemicals. Indeed, in addition to the detoxification of xenobiotics, this receptor
plays a role in the metabolism and elimination of endogenous molecules such as bile acids
and bilirubin, which when accumulated are toxic for the liver (3,4). CAR aso isinvolved in
endocrine homeostasis by regulating hormone metabolism. Androstane metabolites,
estrogens, and progesterone affect CAR activity either positively or negatively (5-7). Some
CAR-regulated enzymes are involved in steroid metabolism: the prototypical CAR target gene
CYP2B6 metabolizes both estrogen and androgen and CAR regulates a specific UDP
glucuronosyltransferase (UGT1A1) that glucuronidates estrogens (6,8,9).

This receptor has also recently been associated with energy homeostasis regulation, but
the physiologica implication is not fully understood. CAR is induced by long-term fasting
(10,11), and CAR-deficient mice (CAR-/-) are defective in fasting adaptation and lose more
weight than wild-type (WT) mice in response to caloric restriction (12). CAR activation
aleviates high fat diet-induced obesity (13), significantly reduces serum glucose levels, and
improves glucose tolerance and insulin sensitivity in leptin-deficient (ob/ob)/CAR-/- double-
mutant mice (14). The mechanisms by which CAR regulates energy homeostasis are
numerous and include transcriptional control of gene expression belonging to energy
metabolic pathways. For example, a role for CAR in repressing genes involved in

gluconeogenesis and (-oxidation pathway is established. Severa studies have reported CAR
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repression of the hepatic gluconeogenesis regulatory enzymes Pepck and G6PC (15-18). Also
well-established is inhibition of genes like Cyp4al4, and Cptla, which are involved in the -
oxidation process (19,20). The role of CAR in regulating lipogenesis is controversial, as some
studies cite it as an “anti-obesogenic” factor (13,14,21) and others as a “pro-lipogenic factor”
(22,23). In leptin-deficient (ob/ob) or high fat—fed mice, CAR activation alleviates hepatic
steatosis by repressing lipogenic genes such as Scdl, Sebp-1c, and Acc (13,14). Other
studies, however, report an upregulation of lipogenic genes by CAR in human hepatocytes
and mice (23).

CAR regulation of energy homeostasis could aso involve regulation of steroid hormone
metabolism. Indeed, CAR affects fasting responses through its influence on thyroid hormone
metabolism via regulation of Phase II TH-metabolizing enzymes, such as Ugtlal, Sultlal,
and Sult2al (10,12). CAR regulation of CY P2B, CYP3A, and other steroid hydroxylases may
also disrupt norma steroid metabolism. Some hormonal disorders cause metabolic
disruptions, as in polycystic ovary syndrome, an ovarian abnormality that results in
hyperandrogenism (24), or Cushing’s syndrome, a serious endocrine disease caused by
chronic, autonomous, and excessive cortisol secretion (25).

In the present study, we followed WT and CAR-/- male and female mice for 68 weeks.
We show that CAR-/- male mice develop significant metabolic disorders, including obesity,
diabetes, and liver steatosis. CAR-/- females were protected from these metabolic disorders

through a process dependent on sexual steroid hormones.

Materialsand Methods
Animal experiments. All in vivo experiments were conducted following French national and
European laws and regulations relating to the housing and use of animalsin research and were

approved by an independent ethics committee (Toxcométique, INRA ToxAlim, Toulouse,
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France). CAR knockout mice (26) backcrossed on the C57BL/6J background were provided
by Dr. Urs A. Meyer (27) (Biocenter, University Basel, Switzerland), and WT C57BL/6J
mice were from Janvier Laboratories, France. Eight-week-old female and male WT and CAR-
/-, 18 per group, were fed with a standard diet prepared by the Animal Feed Preparation Unit
at the Nationa Institute of Agricultural Research (INRA). This diet consists of 63%
carbohydrate, 5% fat, 22% protein, 2% cellulose, 1% vitamins, and 7% minerals. Mice were
allowed ad libitum access to food and water with 12-h light/dark cycle (23+2°C). Animals
were sacrificed by cervical dislocation at Zeitgeber time 17 (ZT17) (in the fed state), which is
the time of the highest hepatic CAR activity (28). One group was sacrificed at age 16 weeks
and the other group after age 68 weeks. At ages 12 and 62 weeks, glucose tolerance tests were
performed, and an insulin tolerance test was performed at age 13 weeks. To investigate the
effect of sex hormones, male and female WT and CAR-/- mice were randomized into groups
(n=8 per group): sham surgery group (SHAM), ovariectomized group (OVX), or castrated
(CAST). Bilateral ovariectomy and castration at 4 weeks of age was performed under
anesthesia administered via intraperitonea injection of xylazine (10 mg/kg) and ketamine (25
mg/kg). Animals were aso sacrificed by cervical dislocation at Zeitgeber time 17 (ZT17) (in
the fed state). At 66 weeks of age, mice were placed in individual metabolic cages (Tecniplast
France) to obtain 24-h urine samples for hormone dosage. Urine corticosterone levels were
analysed using a corticosterone ELISA kit (ab108821, Abcam).

Glucose tolerance test. All experiments were performed on conscious mice. For the oral
glucose tolerance test (OGTT) or intraperitoneal glucose tolerance test, mice were fasted for 6
h and received an oral (2 g/kg body weight) or intraperitoneal (1 g/lkg body weight) glucose
load. Blood glucose was measured at the tail vein using an AccuCheck Performa glucometer

(Roche Diagnostics) at -15, 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min.
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Insulin tolerance test. Mice received an intraperitonea injection of insulin (0.6 Ul/kg body
weight). Blood glucose concentrations were measured at the tail vein using the AccuCheck
Performa glucometer before (-15 min) and after (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min) insulin
load.

Blood and organ sampling. Blood was collected from the submandibular vein with a lancet
into lithium-heparin coated tubes (BD Microtainer®). Plasma was prepared by centrifugation
(1500 xg, 10 min, 4°C) and stored at —80°C. Liver, spleen, and subcutaneous and epidydimal
white adipose tissue samples were collected, weighed, snap-frozen in liquid nitrogen, and kept
at -80°C for further analyses. Liver samples (50 mg) were fixed in formal dehyde (4%) for 24
h and embedded in paraffin or kept in tissue TEK.

Plasma analysis. Plasma insulin, corticosterone, testosterone and estradiol levels were
assayed using, respectively, the ultrasensitive mouse insulin ELISA kit (Crystal Chem), the
corticosterone EIA kit (Immubodiagnosticssytems, UK), testosterone ELISA kit (Diagomics
France), the Mouse/Rat Estradiol ELISA kit (Calbiotech - USA) following the manufacturers’
instructions. Aspartate transaminase (AST), aanine transaminase (ALT), total cholesterol,
LDL cholesterol, HDL cholesterol, free fatty acids, and triglycerides were determined using a
PENTRA 400 biochemica anayzer (Anexplo facility, Toulouse, France).

Liver neutral, phospholipid, and sphingolipid analysis. Hepatic lipid contents were
determined at the end of the experiment as described previously (29).

1H-NMR-based metabolomics of liver extracts. Liver polar extract preparations for H-
NMR-abased metabolic profiling and dstatistica analysis of metabolomics data were
conducted as described previously (30).

Histology. Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded liver tissue was dliced into 3-pum
sections, deparaffinized, rehydrated, and stained with hematoxylin and eosin for

histopathological analysis. Staining was visualized with a Leica microscope DM4000 B
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equipped with a Leica DFC450 C camera (Leica Microsystems). The scores of steatosis and
inflammation were calculated according to the Kleiner method (31).

Gene expression studies. Total RNA was extracted with TRIzol® reagent (Sigma-Aldrich).
For real-time quantitative polymerase chain reaction (qQPCR), total RNA samples (2 pg) were
reverse-transcribed using a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). Primers for SYBR Green assays are presented in
Supplementary Table 1. Amplifications were performed on an ABI Prism 7300 Real Time
PCR System (Applied Biosystems). qPCR data were normalized by TATA-box binding
protein MRNA levels and analyzed with LinRegPCR (2015.3 version).

Microarray gene expression studies. Gene expression profiles were obtained for six liver
samples per group at the GeT-TRiX facility (GénoToul, Génopole Toulouse Midi-Pyrénées,
France) using Sureprint G3Mouse GE v2 microarrays (8<60K; design 074,809; Agilent) as
previously described (30).

Microarray data and experimental details are available a the National Center for
Biotechnology Information’s Gene Expresson Omnibus and are accessible through GEO
(under submission).

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism for Windows
(version 4.00; GraphPad Software). When only two groups were compared and the data were
normally distributed, the student’s t-test was used; p<0.05 was considered significant. When
more than two groups were analyzed, two-way analysis of variance was performed, followed

by an appropriate post hoc test (Bonferroni).

Results

Sexual dimorphic regulation of hepatic gene expression by CAR. Because CAR expression

ismainly hepatic (32), we compared the hepatic transcriptomes of 16 week-old WT and CAR-
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/- male and female mice using microarray analysis. Differentially expressed genes were
classified using hierarchical clustering, which illustrates distinct gene expression between
male and female CAR-/- mice compared to WT (Figure 1A). A total of 3214 probes were
selected as differentially regulated in response to CAR deletion (false discovery rate <5% and
fold change >1.5). Eleven clusters were identified; clusters 6 and 7 highlight genes
upregulated specifically in CAR-/- females, whereas cluster 11 shows genes upregulated
specifically in CAR-/- males (Figure 1A). Of note, CAR deletion led to different hepatic
transcriptomic changes in males and females, suggesting a distinct hepatic function of this
receptor between males and females. On the Venn diagrams representing the number of genes
significantly up- or downregulated in CAR-/- male and female mice compared to WT (Figure
1B and 1C, respectively), we observed that female mice had a greater number of significantly
differentially expressed genes (487 upregulated and 106 downregulated) than males (100
upregulated and 62 downregul ated).

Pathway enrichment analysis allowed us to identify the significant biological functions
disrupted by CAR invalidation in males and females (Figures 1B and C and supplementary
table 2). In males, the upregulated genes are involved in cholesterol transport, endoplasmic
reticulum, oxidation reduction process, and membranes (Figure 1B). The downregulated
genes are linked to steroid hormone biosynthesis, catalytic activity, and receptor binding
(Figure 1C). In females, the hepatic immune system was specifically affected, as suggested by
high number of upregulated genes in related pathways (immune system processes,
immunoglobulin domain, phagosome, response to virus, Figure 1B). The downregulated
genes are related to steroid hormone biosynthesis in both males and females, and to other
functions like cell junction, transmembrane region, and carboxylic ester hydrolase specifically

in females (Figure 1C). Gene expression involved in steroid hormone biosynthesis was

137



Chapitre Il

affected in both CAR-/- males and females but differed by sex, as confirmed by the hepatic
profile of 31 genesinvolved in steroid hormone metabolism (Figure 1D).

The gPCR analysis on selected genes involved in steroid hormone metabolism
confirmed distinct regulation of gene expression upon CAR deletion in male and females
(Figure 1E). For example, Cyp7al, which is the rate-limiting enzyme of bile acid synthesis
from cholesterol and involved in the metabolism of dehydroepiandrosterone (DHEA, a
precursor of steroid hormones), was induced only in CAR-/- females. However, Cyp7b1l,
which is aso involved in bile acid synthesis from cholesterol and DHEA metabolism, was
repressed only in CAR-/- males. Cyp2c29, involved in DHEA catabolism, was repressed in
both male and female CAR-/- mice. Another gene with a role in the metabolism of both
testosterone and corticosterone, Hsd3b5, was significantly downregulated in CAR-/- males,

while Sultlal, which metabolizes estrone, was repressed only in CAR-/- females.

CAR-/- male mice develop obesity and glucose homeostasis disruption. To evaluate the
consequences of these hepatic dysregulations on physiological parameters, we followed WT
and CAR-/- females and males for 68 weeks. The CAR-/- males gained more weight than WT
mice (Figure 2A) without increased food intake (Supplementary Figure 1). This overweight
started early, at 6 weeks of age (Supplementary figure 4), and increased significantly with age
to obesity. At the end of the experiment, the CAR-/- males weighed 11.02 g more than WT on
average, with significantly higher epidydimal and subcutaneous white adipose tissue (Figure
2A). Female CAR-/- mice showed overweight (Figure 2B) without a significant increase in
epidydimal and subcutaneous white adipose tissue (Figure 2B).

At 12 and 13 weeks of age, male CAR-/- mice presented glucose intolerance and
decreased insulin sensitivity compared to WT (Figure 2C and E). At age 62 weeks, these

males were still glucose intolerant. In addition, 33-week-old male CAR-/- mice exhibited
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significantly higher fasting blood glucose (153.2+7.4 vs 179.78+6.16 mg/dL) and insulin
(3.57£0.8 vs 9.2+0.4 ng/mL) (Figure 2E). Unlike the males, CAR-/- female mice presented a
better glucose tolerance at age 12 weeks and confirmed at age 62 weeks (Figure 2D). No
change in their insulin sensitivity, fasting blood glucose, or insulin levels was observed
(Figure 2F).

CAR-/- male mice develop dydlipidemia and steatosis. Plasma lipid profiles of 68-week-old
mice show higher levels of total cholesterol as well as LDL and HDL-cholesterol in CAR-/-
males but no difference in triglycerides and free fatty acids (Figure 3A).
Hypercholesterolemia was present already in 12-week-old males (Supplementary Figure 2A).
With age, CAR-/- male mice presented elevated aanine and aspartate aminotransferase (ALT
and AST levels, signs of hepatolysis (Figure 3B). Levels of plasmatriglycerides and free fatty
acids were not altered. The CAR deletion in female mice did not lead to any of these
deregulations.

Hematoxylin and eosin staining revealed extensive hepatocellular vacuolizations, which
iIs characteristic of steatosis, in CAR-/- maes only (Figure 3C). The steatosis and
inflammatory scores calculated using the Kleiner method (31) were higher in CAR-/-
compared to WT males (Figure 3C). Quantification of liver neutral lipid content confirmed
these observations. CAR-/- mice had five times more hepatic triglycerides (59.38+£5.02 vs
304.7+46.02 pg/mg of liver) and cholesterol ester (0.65+0.07 vs 2.88+0.41 ug/mg of liver)
than did WT mice (Figure 3D). CAR-/- females did not present the same profile: their livers
were identical to those of the controls with the exception a higher inflammatory score (Figure
30).

CAR deficiency induces hepatic lipid remodeling in males. Lipidomic analysis of main
neutral lipid, phospholipid, and sphingolipid species are presented in figure 4A as a heatmap

and hierarchical clustering of the relative abundance of 100 molecular species that could be
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guantified. Overall, the hepatic lipidome strongly discriminated male and female mice.
Moreover, this analysis suggested that the effect of CAR deficiency on hepatic lipidome was
detectable only in males, mostly because of more abundant lipidsin cluster 1 in WT vs. CAR-
/- males.

We aso performed a principa component analysis (PCA) (Figure 4B). This analysis
further confirmed that the hepatic lipidome discriminates males from females and that CAR
deficiency significantly influences the lipidome in males but not in femaes. The first
component of the principal component analysis discriminated three groups: (1) female mice
from both genotypes, (2) CAR-/- male mice, and (3) WT male mice. The relative abundance
of six selected phospholipids contributing to component 1 and discriminating the three groups
are presented in Figure 4C. Overall, this extensive lipid analysis confirmed that sex strongly
influences the hepatic lipidome and highlights that the effect of CAR deficiency on the
hepatic lipidome depends on sex. In males, CAR deficiency induced not only a quantitative
change in neutral lipid content and steatosis in the liver but also marked qualitative changesin
the relative abundance of sphingolipids and phospholipids. Moreover, based on this lipid
profiling, CAR deficiency in male mice seemed to reduce differences with female mice.

CAR deletion induces sexually dimorphic changes in hepatic aqueous metabolites. We also
conducted metabolic *H-NMR phenotyping of liver tissues to measure the effects of CAR
deletion on hepatic metabolism (Figure 5). Typica *H-NMR spectra from liver extracts with
identified metabolites are illustrated in Supplementary Figure 3. PCA first identified a strong
dimorphic metabolic content of liver extracts, with significant discrimination of males and
females independent of genotype on the first principal component (representing 13% of the
total variance) (Figure 5A). Clustering of CAR-/- vs. WT animals on the second principal
component (8% of the variance) demonstrated that CAR deletion significantly affected the

liver metabolome in both sexes. Of note, as observed with the lipidomic analysis, CAR
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deletion seemed to reduce the constitutive sexual dimorphic differences in hepatic
metabolites.

Orthogona projection on latent-structure-discriminant analysis (O-PLS-DA) models
were then fitted and confirmed statistically significant differences in the hepatic metabolites
of WT vs. CAR-/- animals in males (Figure 5B) and females (Figure 5C). In maes, CAR-/-
deletion significantly increased hepatic levels of succinate, choline, and glutathione while
decreasing the glutathione precursors glycine and hypotaurine (Figure 5D). In females, CAR
deletion increased succinate content, as observed in males, and affected a number of
metabolites related to bile acid metabolism: all bile acid signals detected using *H-NMR were
decreased in CAR-/- females, as were signals from taurine conjugated to bile acids (Figure
5E). The area under the curve for selected metabolites and univariate statistics confirmed
these results (Figure 5F-G).

CAR deletion induces distinct steroid hormone homeostasis disruption between males and
females. Figure 6A shows a simplified schema of steroid hormone synthesis from cholesterol
and the main enzymes involved in their biosynthesis and catabolism. The liver is partly
involved in the biosynthesis of steroid hormones and plays an important role in their
catabolism (32). We evaluated the consequences of CAR deletion on the expression of
enzymes involved in the metabolism of steroid hormones in 68-week-old mice (Figure 6B).
This analysis revealed sexua dimorphism of expression of these enzymes in WT mice and
confirmed that the steroid biosynthesis pathway is disrupted in both sexes following CAR
deletion (Figure 6A). The expression of Cypl7al, which is involved in the synthesis of
DHEA and progesterone from pregnenolone, was increased in CAR-/- males but decreased in
CAR-/- females compared to WT. The expression of Hsd1lbl, which inactivates
corticosterone into 11-dehydrocosticosterone, was decreased in both CAR-/- maes and

females compared to WT. Sd5al is involved in 11-deoxycorticosterone and testosterone
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metabolism and aso was repressed in both CAR-/- maes and femaes. The relative
expression of estrogen and DHEA-inactivating enzymes such as Sult2al and Sultlel was
atered only in CAR-/- females. Hsd3b1, which plays a role in progesterone synthesis from
pregnenolone, was repressed only in CAR-/- females, whereas Hsd3b5, which is involved in
dihydrotestosterone metabolism, was repressed only in CAR-/- males. CAR deletion did not
affect expression of Cyp2lal and Cyplal. Quantification of circulating levels of steroid
hormones revealed elevated levels of testosterone in 68-week-old CAR-/- males compared to
WT (Figure 6D). Plasmatic estradiol levels were higher in CAR-/- female mice compared to
WT female mice (Figure 6D). Corticosterone levels were high in CAR-/- mice of both sexes
compared to WT (Figure 6C). Twenty-four hour urine analysis revealed elevated levels of
corticosterone in urine of CAR-/- males compared to WT males at 66 weeks of age (Figure
6C).
Ovariectomy impairs CAR-dependent protection from diabetes and obesity in females. To
evauate the effect of sex hormones on the phenotypes observed in CAR-/- male and female
animals, we performed surgical castration in males and ovariectomy in females at age 5
weeks. Castration led to decreased body weight in both WT and CAR-/- compared with the
sham-operated control mice. Body-weight gains were similar between the two genotypes
(Supplementary figure 4). In contrast, ovariectomy resulted in weight gain in both WT and
CAR-/- mice compared to their sham-operated controls. However, the weight gain was much
greater in CAR-/- females, which developed the same obese phenotype as males. At the end
of the experiment, CAR-/- ovariectomized mice gained 34.2+1.63g compared to 23.46+2.6g
for the CAR-/- sham-operated controls (Figure 7A).

A glucose tolerance test performed when the animals were 14 week-old reveaed
glucose intolerance in CAR-/- ovariectomized mice that was not observed in CAR-/- sham-

operated controls. The CAR-/- sham-operated controls always had a better glucose tolerance.
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Ovariectomy in CAR-/- mice led to fasted hyperglycemia, which was not observed in WT
ovariectomized animals (Figure 7B). CAR-/- ovariectomized females aso became
hypercholesterolemic, with higher total cholesterol and HDL cholesterol levels compared to
CAR-/- sham-operated controls (Figure 7C). The CAR-/- OV X mice aso developed hepatic
steatosis, as observed in the histological liver sections and the hepatic triglyceride

quantification shown in Figure 7D.

Discussion

The present study provides insights into the physiological role of CAR in the
regulation of endocrine and metabolic homeostasis in male and female mice. Its deletion
results in endocrine disruptions in both sexes but in metabolic disorders only in males, which
developed obesity, diabetes, hepatic steatosis, and hyperchol esterolemia.

We hypothesize a dimorphic role of the nuclear receptor CAR in energy metabolism
since CAR activity is sex-dependent, with CAR target genes being more expressed in the liver
of females than in males (33). Moreover, CAR has a high affinity with androstanes which are
testosterone metabolites and the first inverse agonist ligands identified, and it plays major role
in catabolism and inactivation of steroid hormone (2,5,7). However, the potential role of sex
in CAR’s regulation of energy metabolism had never been previously studied.

Previous studies realized in male have shown arole for CAR in maintaining energy
homeostasis. These studies were performed by activating CAR using its pharmacological
agonist, TCPOBOP. Diabetic male mice displayed better glucose tolerance when treated with
TCPOBOP (14), and in leptin-deficient (ob/ob) or high fat—fed mice, CAR activation
aleviated hepatic steatosis, improved insulin sensitivity and prevented obesity (13). In
agreement with these results, we show that CAR deletion leads to severe metabolic disorders

in males. We studied here both female and male mice and followed them over a long period,
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which allowed us to unravel a significant sexual dimorphism in energy metabolism, which is
illustrated by phenotypic data and hepatic transcriptomic, metabolomic, and lipidomic
profiles.

Previous authors have suggested that the regulation of energy metabolism by CAR
involves a combined effect of inhibition of lipogenesis and gluconeogenesis (13). In the
present study, the sexual dimorphism observed in the development of metabolic disordersin
CAR-/- mice suggests steroid hormone involvement. In contrast with males, females lacking
CAR presented better glucose tolerance and no obesity. The ovariectomy experiment
demonstrates the involvement of femae sex hormones in this metabolic protection.
Ovariectomy of CAR-/- females led to the same metabolic disorders as observed in males. It
is well described that estrogens improve glucose tolerance (34) and protect against the
metabolic syndrome through different mechanisms (35). We demonstrate here that sex
hormones protect females against the del eterious effects associated with lacking CAR.

CAR-/- males had higher testosterone levels than WT animals, which is in agreement
with a previously published study (36), but this deregulation cannot explain the energy
metabolic disorders observed in males; testosterone deficiency is the disruption associated
with metabolic disorders (37). This supposition is confirmed by the results of castration,
which did not influence the CAR-/- male obesity (Supplementary figure 4).

The hormone that was deregulated in both males and females is corticosterone, which is
higher in CAR-/- than in WT. Although it has short-term beneficial effects, corticosterone
administered chronically results in severe metabolic disorders (38). Cushing’s syndrome,
which is caused by endogenous or exogenous glucocorticoid excess, results in central obesity,
hypertension, hyperlipidemia, and glucose intolerance, collectively reminiscent of the
metabolic syndrome (39). In arecent study, Quinn et al. revealed that stress hormones are the

primary contributors to metabolic disruption in ovariectomized mice (40). In the same study,
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they demonstrated that estradiol protects against hepatic glucocorticoids receptor signaling.
These data imply that the metabolic disorders observed in CAR-/- males are related to
elevated corticosterone levels and that females are protected by their sexua hormones. This
pattern would explain why ovariectomy impaired this protection, with CAR-/- ovariectomized
females devel oping the same disorders as males (Figure 7).

The liver is one of the primary site of metabolism for corticosteroids, which are
metabolized irreversibly by A-ring reductases and hydroxysteroid dehydrogenases (41,42).
Three of these enzymes (Srd5al, Hsd3bl, and Hsd3b5) were downregulated in males and/or
females CAR-/- (Figure 6A). This downregulation may explain the elevated levels of
corticosterone observed in CAR-/- mice compared to WT (Figure 6D). This hypothesis is
supported by data showing that male or female mice lacking the enzyme Sd5al exhibit
elevated corticosterone levels and metabolic disorders (43,44). Clinical studies have also
demonstrated that administration of SRD5A reductase inhibitor to patients results in faulty
corticosteroid clearance and in hepatic lipid accumulation (45).

In the liver, some cytochrome P450 are specifically upregulated in a sex-dependent
manner through the GH/StatSb/HNF4a axis (46). For example, gene expression of Cyp7bl is
overexpressed in male liver, however in male CAR-/- liver, we observed a repression of this
gene expression. We can suppose that male CAR-/- presents an impairment of their liver
masculinization. This hypothesis is supported by lipidomic and metabolomic liver analysis
indicating that CAR deletion decrease difference between male and female hepatic metabolic
profiles. Different studies suggests that HNF4a regulates CAR gene expression and allows
establishment of sex-specific gene expression, in liver (47,48).

In summary, our findings show a key role for the nuclear receptor CAR in regulating
energy metabolism and endocrine homeostasis. Its absence results in a sexually dimorphic

metabolic phenotype more deleterious in males than in females. Moreoever, this work
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suggests that CAR plays an important role in controlling some hormone levels, which are

involved in maintaining energy homeostasis.
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Figurelegends

Figure 1: Sexually dimorphic activity of CAR in the liver: distinct regulation of
ster oidogenesis genes between males and females. Anaysis of hepatic transcriptome of WT
and CAR-/- mae and female mice at age 16 weeks (n=6 per group). A. Averaged gene
expression values per condition are represented in a heatmap; the hierarchical clustering was
obtained from individual expression values using Pearson correlation coefficient as distance
and the Ward’s criterion for agglomeration. Red and green indicate values above and below
the mean averaged centered and scaled expression values (Z-score), respectively. Black
indicates values close to the mean. According to the probe clustering (dendrogram, left panel),
11 probe clusters showed specific gene expression profiles. B, C. Venn diagrams representing
the number of hepatic genes specifically upregulated (B) or downregulated (C) in CAR-/-
mice (p<0.05 and [fold change| > 1.5). Gene ontology pathway anaysis of the 100 and 487
significantly induced genes in male and female CAR-/- mice, respectively, reveaded
significant biological functions, as did gene ontology pathway analysis of the 62 and 106
significantly repressed genesin male and female CAR-/- mice, respectively. Histograms show
the enrichment score for each pathway. Gene number and the corresponding p-vaue are
indicated to the right of the histograms. D. Expression profiles of hepatic genes involved in
steroidogenesis pathways in CAR-/- male and females. A total of 31 probes were selected as
differentially regulated in CAR-/- mae and females, respectively (p-vaue interaction
(genotype-sex) <0.05, n=6 per group) E. The relative gene expression of Cyp7al, Cyp7bl,
Cyp2c29, Hsd3b5, and Sultlal was confirmed by RT-gPCR in CAR-/- mae and female mice

(n=10 per group). Data represent meants.e.m. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 2: Sexually dimorphic obesity and diabetes in CAR-/- mice. A, B. Body weight
monitoring in male (A) and female (B) CAR-/- mice. There was a significant increase in
epidydimal (ep), subcutaneous (sc) white adipose tissue (WAT) weight in CAR-/- male mice
compared to WT (n=18 per group). C, D. Glucose tolerance was assessed in male (C) and
female (D) mice at age 12 weeks via intraperitonea glucose administration and at age 62
weeks via oral administration (n=9 per group). E, G. Insulin tolerance was assessed in male
(E) and femae (G) mice a ate 13 weeks (n=6 per group). F, H. Fasted glycemia and
insulinemia were assessed in mae (F) and female (H) animals at age 33 week (n=9 per

group). Data are presented as meants.e.m. *p<0.05, ***p<0.001.

Figure 3: Sexually dimorphic dyslipidemia, hepatic injury, and steatosisin CAR-/- mice.
A. Hypercholesterolemia observed in CAR-/- male mice. Plasma analysis was performed in
CAR-/- males and females at age 68 weeks. B. A significant increase in ALT and AST levels
was observed with age in CAR-/- males. C. Histologica sections of liver stained with H& E
were assessed in male and female WT and CAR-/- animals at age 68 weeks, magnification
x100. Steatosis and inflammatory scoring was performed on histological sections using the
non-alcoholic fatty liver disease scoring system (31). D. Neutra lipids (TG: triglycerides; CE:
cholesterol esters) were extracted from the livers of the same animals. After extraction, lipids
were analyzed by gas chromatography (GC-FID). Data are presented as meants.e.m. * p<0.05,
***n<0.001, n=18 per group. ALT: aanine transaminase; AST: aspartate transaminase; FFA:

freefatty acid; LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein.

Figure 4: Specific lipid profiling in male and female mice. A. Heatmap representing data
from hepatic lipid analysis of WT and CAR-/- male and female mice a age 68 weeks.
Hierarchical clustering is also shown, which alows definition of 4 lipid clusters. Cluster 1

lipid species were specifically upregulated in WT male mice; cluster 2 lipid species were

153



Chapitre Il

specifically upregulated in CAR-/- male mice; cluster 3 lipid species were specifically
downregulated in WT male mice; and cluster 4 lipid species were specifically downregulated
in CAR-/- male mice. B. PCA showing a separation between WT and CAR-/- male mice. No
separation was observed between WT and CAR-/- female mice. C. The relative SM
18:1/16:0, PS 38:4 abundances for cluster 3; the relative Pl 36:1, Pl 36:2, and PC 32:1
abundances for cluster 1; and the relative PE 38:4 abundance for cluster 2. Data are presented
as the mean of relative abundance in each lipid specieststandard error of the mean. * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, n=18 mice per group. Cer: ceramide; PS: phosphatidylserine; SM:
sphingomyelin; PC: phosphatidylcholine; TG: triglycerides, Pl: phosphatidylinositol; PE:

phosphatidylethanolamine; EC: esterified cholesterol; M: male; F: female.

Figure 5. 'H-NMR-based metabolic profiling of aqueous liver extracts. A. PCA score
plots derived from the hepatic *H-NMR spectra from liver agueous extracts of CAR-/- and
WT males and females age 68 weeks. B, C. Cross-validated score plots related to the O-PLS-
DA models discriminating between WT and CAR-/- maes (B) or females (C). D, E.
Coefficient plots related to the O-PLS-DA models discriminating between WT (bottom) and
CAR-/- (top) maes (D) or femaes (E). Metabolites are color-coded according to their
correlation coefficient, and significantly atered metabolites are labeled (R*>0.5). The
direction of the metabolite indicates the group with which it is positively associated, as
labeled on the diagram. F, G. Area under the curve (AUC) of the 1H-NMR signals of selected
metabolites. Data are presented as the meants.e.m. *p<0.05,**p<0.01, ***p<0.00, n=8 mice

per group.

Figure 6: Distinct dysregulation of steroid homeostasisin male and female CAR-/- mice.

A. The relative gene expression of Cypl7al, Cyp2lal, Cyplal, Sd5al, Hsd3bl, Hsd3b5,
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Hsd11bl, Sult2al, and Sultlel was assessed by RT-gPCR in male and female WT and CAR-
/- mice at age 68 weeks. B. Schematic representation of steroidogenic and hormone pathways
and key enzymes. Blue arrows show CAR-/- male mRNA expression dysregulation compared
to WT,; red arrows show CAR-/- female mRNA expression dysregulation compared to WT.
Bold type indicates a biologicaly active form of the hormone. D. Plasma analysis
quantification of corticosterone and testosterone in male and female WT and CAR-/- at age 68
weeks. Data are meants.e.m. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=18 mice per group. DHEA:

dehydroepiandrosterone.

Figure 7. Ovariectomy in females leads to severe metabolic disorders in CAR-/- mice.
WT and CAR-/- female mice were ovariectomized (OVX) or not (SHAM) at age 5 weeks. A.
Body weight monitoring and body weight gain in female WT and CAR-/- mice. B. Glucose
tolerance and fasted glycemia were assessed in female WT and CAR-/- mice at age 14 weeks.
C. Hypercholesterolemia was observed in female CAR-/- OVX mice. Plasma anaysis was
performed in female WT and CAR-/- mice a age 35 weeks. D. Histologica sections of liver
stained with H& E were assessed in female WT and CAR-/- OV X or SHAM at age 35 weeks,
magnification x100. Triglycerides were extracted from the livers of the same animals. After
extraction, lipids were analyzed by gas chromatography (GC-FID). Data are presented as
meants.e.m. *p<0.05, ***p<0.001, n=8 per group. LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-

density lipoprotein; TG: triglycerides.
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Supplementary table 1: Oligonucleotide sequences used in real-time gPCR.

Gene Ref GenBank Forward primer (5°-3”) Reverse primer (3’-5”)
Cyp7al NM_007824 AGCAACTAAACAACCTGCCAGTACTA GCCGCAGAGCCTCCTTG
Cyp7bl NM_007825 ACATGGTGACACTTTCACTGTCTTC GAACTTCTGAAAGCTTAATTGTTTTGG
Cyp2c29 NM_007815 GCTCAAAGCCTACTGTCA CATGAGTGTAAATCGTCTCA
Hsd3b5 NM_008295.2 TCGAAAACATGAAGAGGAATTGTC CAGTACTCTCACCTTGGCCTTTG
Sultlal NM_133670 GGATCATTAAGACACATCTGCCC CACATCCTTTGCATTTCGGG
Cypl7al NM_007809.3 GAGAAGTGCTCGTGAAGAAGGG CCGACAAGAGGCCTAGAGTCA
Cyp21al NM_009995.2 CCTCACTTTTGGAGACAAGGACA CAGTCGTGAAGGGTCTGTACCA
Cyplal NM_001136059 CACTACAGGACATTTGAGAAGGGC GCTCAATGAGGCTGTCTGTGAT
Srd5al NM_175283.3 CTAGCTATGTTTCTGATCCACTACGTG TCAGAACTGGAAAAACCAGCG
Srd5a3 NM_020611.4 GGCCTTCGATGTCCCCA CAACTGAGATGACGTAGAAGTGAGAAA
Hsd3b1 NM_008293 CAAAGTATTCCGACCAGAAACCA GTCTCCTTCCAACACTGTCACCTT
Hsd3b5 NM_008295.2 TCGAAAACATGAAGAGGAATTGTC CAGTACTCTCACCTTGGCCTTTG
Hsd11bl NM_008288.2 TGCCGTCATCTCCTCCTTG GGAGCAATCATAGGCTGGGTC
Sult2al NM_001111296 GATCTCGTCCTCAAGTACAGCTCTT CAAGCCATTAGTAACCTGATCTTCCT
Sultlel NM_023135 ATTTCACTTCTTCCACGGGAAC CCAAAAACTTCATAATACTCAGGCATAG
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Supplementary table 2: Functional annotation clustering (p<0.05; fold change >1.5) using DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 for the 100 and 487 genes upregulated in CAR-/- male and female mice,
respectively, at age 16 weeks.

Up-regulated in male CAR-/- mice

Functional categories Gene name
G0:0017127~cholesterol transporter activity |APOA4, ABCG8, ABCG5
G0:0005783~endoplasmic reticulum HSD17B10, ERMP1, MOGAT1, SLC16A11, ADORA1, CIDEC, CD36, INSIG2, SULF2,

FMO1, AGPATS, KDSR, CYP2C38, AATK

(G0:0055114~oxidation-reduction process HSD17B10, GPX6, FMO1, CYP3A59, KDSR, CYP2C38, HPGD
G0:0016020~membrane NRP2, ERMP1, NRG4, SLC16A11, AQP4, CDCP1, ADORA1, CHCHD6, FAM19AS5,
SLCO1A4, INSIG2, FMO1, PPL, PLIN4, AGPAT9, RASGRP2, PLCD3, MAS1, SLC35F2,
CNTNAP1, ATP8B5, NT5E, GAL3ST1, AATK, 2010107G23RIK, MOGAT1, ABHD15,
PIK3C2G, SLC22A27, ABCGS8, ABCGS5, CD36, SLC25A10, KDSR, CYP2C38

Up-regulated in female CAR-/- mice

Functional categories Gene name
G0:0002376~immune system process LY86, TLR1, PTPN22, LYY, TLR6, C1QC, TLR7, BTK, MARCO, CFP, OASL2, OASL1,
MX1, SYK, ARHGEF2, PIK3CD, H2-DMB1, CLEC4N, PRKCB, CD84, C1QA, C1QB,
CD86, LRMP, H2-AA, CD300LF, CD300LD, TNFAIP8L2, LST1, FGR, OAS3, IFI30,
RSAD2, OAS2, CD74, NAIP6, MEFV, PYCARD, ZAP70, INPP5D, DHX58, CSF1R,
LGALS3, HCK, TLR13, MYO1G, CD300E, AXL, CD5L, H2-AB1, FCGR1, AlM2, PSMB9,
MARCHZ, IFIT3, IRF7, CD79B, H2-DMA, CD14
GO0:0005886~plasma membrane PRC1, ADCY7, AIF1, TLR1, SLC7A8, CD52, CD53, TLR6, TLR7, IQGAP1, BTK, DMPK,
MARCO, CD48, SIRPB1A, CD44, CLEC4F, GNG2, SYK, PTPRJ, NCF1, PIK3CD, SIRPA,
CLECA4N, CCR5, RIPK3, CAR9, CD300LF, SLC38A1, EMP3, CD300LD, FGD2, LY6GE6E,
ITGAL, FGR, CSF2RB2, KCNA2, STK10, OAS3, IFI30, ITGB2, CD74, ADAP1, FAM65B,
SLC11A1, P2RY6, CD68, FOLR2, APOBR, ZAP70, FCER1G, CSF1R, TYROBP, CD300E,
MYO1G, ITGA4, ABCG3, FCGR1, ABCG1, FCGR3, CORO1A, P2RX7, GNGT2, RGS1,
RGS2, NTRK2, PLCG2, CD274, CD79B, CLEC7A, TREML1, KCTD12, KCNJ16, PILRB1,
MSR1, PREX1, TRPV2, LY9, FES, SDC3, TNFRSF11A, MSN, FAM129B, TREH,
FAM129A, CSF2RA, PARVG, LAIR1, STX3, ATP4A, NFAM1, ALDH3B1, TRPM2,
PRKCB, CD84, SIGLEC1, CARD11, CD86, ADRB1, DOK3, H2-AA, GPSM3, CYTH4,
FPR1, RHBG, GPR65, FPR2, APBB1IP, VCAML, LY6A, RGS10, LPXN, RASGRP1,
IL10RA, IL2RG, PIK3R5, INPP5D, SELPLG, RASA4, SNX20, EHD4, KLRA2, FYB,
PTPRC, FLRT1, SELL, HCK, AXL, RGS19, H2-AB1, ANXA3, P2RY12, MARCH],
SLC16A3, CYBA, P2RY13, CYBB, SLC16A9, RAB39, CD14, GFRA2

mmu04145:Phagosome MSR1, NCF2, NCF1, NCF4, FCGR4, H2-DMB1, ITGB2, H2-AB1, CTSS, TLR6, FCGR1,
FCGR3, MARCO, CYBA, CYBB, CORO1A, TUBAS, TUBB6, H2-AA, CLEC7A, H2-DMA,
CD14

GO:0009615~response to virus BATF3, TLR13, OAS3, RSAD2, OAS2, IFIT3, IRAK3, IFI27L2A, OASL2, OASL1,
OAS1A, MX1, DHX58

IPR001849:Pleckstrin homology domain FGD2, ARHGEF2, PLEKHM2, PLEK, PREX1, FERMT3, CYTH4, APBB1IP, VAV1,

ARHGAP26, ADAP1, BTK, ARHGAP25, DOK2, DOK3, PLCG2, FAM129B, DOCK10,
RASA4, DOCK11, FGD3, ARHGAP9

SH3 domain FYB, FGR, NCF2, NCF1, NCF4, HCLS1, HCK, ABI3, MYO1F, SAMSN1, VAV1,
ARHGAP26, BTK, SLA, PRAM1, PLCG2, SASH3, ARHGAP9
Lysosome PLA2G15, HCK, LGMN, IFI30, H2-DMB1, GPR137B, CTSS, TLR7, TRPM2, MARCH]1,

CD68, LAPTMS5, RAB39, H2-DMA, SLC15A3, DRAM1, TM6SF1

Up-regulated in both male and female CAR-/- mice

Functional categories Gene name
G0:0016020~membrane PAM, F11R, MTDH, LRTM1, KCNJ10, EXTL1, ACTG1, FMN2, NNT, RGS4, SLC41A3,
RGS5, CAMK2B, MMD?2, IFI203
G0:0070062~extracellular exosome ACTG1, F11R, PAM, APCS, BHMT, WFDC2
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Supplementary table 3: Functional annotation clustering (p<0.05; fold change >1.5) using DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 for the 62 and 106 genes downregulated in CAR-/- male and female
mice, respectively, at age 16 weeks.

Down-regulated in male CAR-/- mice

Functional categories

Gene name

mmu00140:Steroid hormone biosynthesis

CYP7B1, CYP2C29, CYP2C38

G0:0003824~catalytic activity

ACSM2, MTHFD2, CSAD, IDE, MOXD1

G0:0005102~receptor binding

PTK2B, IDE, HSPA1A, WIPI1

Functional categories

Down-regulated in female CAR-/- mice
Gene name

mmu00140:Steroid hormone biosynthesis

UGT2B37, UGT2B35, CYP2C44, AKR1C18, HSD3B5, CYP3A44

Cell junction

NOX4, SYT1, SDCCAGS, CLDNS5, SYT6, ECT2

transmembrane region

NOX4, GPR146, SYT1, NCEH1, LEPR, UGCG, HSD3B5, CLDN5, ABCA8A, RNF186,
SYT6, DDR2, SLC25A30, UNC79, SLCO1A1, P2RY1, SLC17A2, CLEC2D, SLC25A37,
RNF24, CALN1, ADCKS5, PQLC3

Functional categories

Down-regulated in both male and female CAR-/- mice

Gene name

G0:0004497~monooxygenase activity

CYP2C37, CYP2C54, KMO, CYP2C39, CYP2C50
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Supplementary figure 1: Food and water intake measured once a week was monitored from 12 to 68
weeks of age in WT and CAR-/- males (A, C) and females (B, D). Data are presented as meants.e.m in
g of body weight (BW) per day. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplementary figure 2: Plasma analysis was performed in male and female WT and CAR-/- mice at 16
weeks of age (A), n=10 per group. B. ALT, AST, and ALP levels were assessed in male and female WT
and CAR-/- mice at age 16 weeks, n=10 per group. Data represent meants.e.m. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; FFA: free fatty acid; ALT:
alanine transaminase; AST: aspartate transaminase.
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Supplementary figure 3: Partially assigned 600 MHz 1H-NMR spectra of mouse liver aqueous extract.
Keys. 1: bile acids (mixed); 2: tauro-conjugated bile acids (mixed); 3: leucine; 4: valine; 5: isoleucine; 6:
3-hydroxybutyrate; 7: lactate; 8: threonine; 9: alanine; 10: ornithine; 11: putrescine; 12: acetate; 13:
glutamate; 14: glutamine; 15: glutathione; 16: succinate; 17: aspartate; 18: dimethylamine; 19:
dimethylglycine; 20: creatine; 21: taurine conjugated to bile acids; 22: choline; 23: O-phosphocholine;
24: taurine; 25: betaine; 26: methanol; 27: glycine; 28: b-glucose; 29: a-glucose; 30: uridine; 31: UDP-
glucose; 32: UDP-glucuronate; 33: NAD; 34: NAPD; 35: fumarate; 36: tyrosine; 37: phenylalanine; 38:
nicotinurate; 39: uridine; 40: AMP; 41: inosine; 42: formate.
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Supplementary figure 4: Body weight monitoring and body weight gain in WT and CAR-/- male mice,
castrated (CAST) at 5 weeks old or not (SHAM) from 4 to 36 weeks of age (n=8 per group). Data
represent meants.e.m. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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comten 15 aocossitie e Al eesalies. Tlowover, some figures and Segplemental
Matersal risdiied m 74P amicles may ot corform to SIS sandards dus o
Ve oomplanity of Ui mivrretin heang presectal i you seed ansivanse
suceasing punesl contarr. phease voatac ehpoalin @ mels nib gov. Orn wdf
will ook witk you 10 asseds aod meet your accoasibiliny needs warhie 3
wnrkimnyg days.

Envionmental Health Perspectives

0670071

in weighe homenstasis, have recenidy bee reviewad us prssible
sk facioes for vhesity (De Loog and Holloway 20017, Newbold
¢t ol 2009 ) Moveover, EDCs sre known w alfect Uver fuestion
and, therefore. may cantribute to crensing the peevalence of
NAVLD worldwide (Podyzos er al. 2012). Hepatic metabolic hio-
meostass 1 dghtly comirolled by verous transcription factors
seasing hormonsl sutritonal, and envicommental cocs, Amoog
transcription factars. mickear receptos such as constitutive andro.
stame recepior (CAR| (Qatanani and Moore 2005) and peroxisoame
prolifestor=activated receprors (FPARS) (Deavergne ef al. 2006)
mninlue the expressiom of gends involved in xemabicedc ol
energy homweostrsis (Bvans and Mangelsdorf 2014). Nuclos re-
coplar tunsenpacasl activity 2 regulated upon binding of smell
Bpophilio ligands that includde homaone and metabolites as well @6
enbugenons compoenids and senobionss.

Pesticxles cepresent an wcreasmgly wadespread envirannwen il
contamirstion. Muoch epidemnslogacal evidenoe bins Bnked pests-
cldes 10 waler sourcss, groumdwaner, and/or foodstull’s with obe-
sty, dinbetes. insulin ressstance (Casals-Casas and Desvergne
2001 12 Gevin and Blusnberg 2009), sl NAFLD (Al-Eryani e al.
2015; Arcietho etal. 2003; Wahlang etal. 2013). I a human colirt,
the welghe amd body mass idex of the oflspeing signiticantly eor-
related with the prenatal materal levels of dichlarodipbenyldi-
chlpeoethylene (DDE L. 4 metaholie of e ceganuchlerine (OC)
pesticnde dichlorodiphenyirich loroettiane (DDT) { Karmius €1 al,
20090, A recent systemang review and meta-analysis olearly sup-
ports the hypothests that cayironmental or occppatonal exposure
to OC pestcides increases: ibe rigk of T2D (BEvangelou et al.
205635 Simitely, i v and i viero experimentsl snidies sap-
port the nation thas nonpersistent pesticides (e.g,, pyrethroids,
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orgasopbosphorus, pooatcotinonds. diluccarbanssess, cacbames,
razanes ) are potettial conmibuloes o geoeral or bepmic metdaeli
changes (Bhaskar and Mohaaty 2004: Jin et nl. 2014; Kim et al.
2013; Seller s Slotkin 20115 Wing & ul. 2014) mnd obesity (De
Larg sonl Hodloway 2017 Newbold et al. 2008, However. epidens:

clogaeal stindics bsve msatnly focused o OC pesticldes. and evadense
oo other pestickle clesses is Omited. Moat expenimental stxlics
assess the effect of individunl compounds, usaing doses thur ace afien
Par Trosen Uhe envirnomenGal levels @ wioch (he gerseral population is
expased. Consuamers ane mainly expasad through the fond chain 1o
mixtures of pesticides at low doses (EFSA 2005) throGghot their
Lafetime, and the consequences of socdi a chronic expastme on tets-
balic homenstasis have nor heen well describad. Moreover, the mer-
abolic smpact of pesticides has ofien boen observed In combinaton
with ather ridk factors. such a5 Rgh-fm diets (Adigan ecal, 2010b;
Howell et al. 2005; Lassyter et al. 201¢: Magboul ct al Z016) amdia
after & relativedy shomt exposure period, never excoading » fow
moorhs OMostafalon snd Abdotlahi 2007} Faadly, aninsls were of-
ten) exposed 10 pesticades vio oral gavage, o0 expasure ronte thin is
not representative of comsumer exposwere, which memly oocurs
tharengh fooxd intabe.

Lo the prescot suxly, we assessedl the oelabole conseguences
of chranic dietary exposare 1o a cocktail of pesticidsy in mice. We
sedected six pesticides among those used far the trestment of apple
orchartds i the soulh of Framce. Therelore, the pestickle cockuail
used may be conuuonly fowed o apples Lo the Buropean Coton, as
recently described in a0 Enropean Paod Snfety Authonty (EFSA)
repart (EFSA 2015) Pesticides were mcarporaced at nontoxao
ddoses in o stsadand chow o moce exposed wothe wlershle daily
dmake (TD1 for each of dhese six individoal pesicades. We [ol-
lowed the body weight (BW) and meclabolk parmneters of mak
and ferale mice nsang both the wild-type (W} and C AR-defichent
(CAR 7§ stesins aver 5 perioed of 52wk, Gdemminimg, 0 ol
knowledpe, for thwe ficst time, the e vive effect of chronde expasiare
10 & maintire of pesticrdes o very low doses.

Methods

Chemicals

High-puray analytical stanxdirds of bascalid, captan, chlamynilas
(99.2% ), thiackpnad, thiophanute, and siram wese purchmsed from
Sigmo-Aldrich. Informalice on the toxicity of pestucides was
obtamed fram Agrox (hapufvww.agsstox anses. 1)

Methanol was Hguid chiromasognaphy-imass spectrmmetry (L0
MS) grade wnd purchased from Fasber Scientific (Thermo Fsber
Scientific). Ulirspure water from e Mils-Q® system (Millipore)
was wsed Tor msobsle plisses.

Pesticide Chaw

Ziram thiophnnare, capmn chloepyrifos. boscalid, and thiach lopr-
ide belomy W virious chrensical Samibes and are edtber Ningiciles or
inseclicides, Mice were exposed al thie TDE of esch pestacsle as

detused 1 o kg BW per day; the TDEs were theose delined by the
EFSA yutil 2004 for bumans by e Joior Bood i Agacubure
Organization of the Unsted Natiooe'World Health Orgnnzzation
Meeting on Pesticicde Resadues nod extrapalated for mice on the ba-
535 of mwean BW. To caloulate (he guanity of pesteile needad 1o
incorporse in radent pelleds o schieve TIH, we assiuned a BW of
30 g s0d o daily food tnide of 3 g for Al muice. The propertics aad
suantities of cach pesticide mentpored w the mouse diet are
described tn Tnble 1. Pestacides were dassolved individnally in
a 9.1 volunedvolume (viy | mixture of metbanolsosvoe mud then
mixed wpether. The solisan was dispersed over the vicamin pow-
der [vitaminic mixnere 200, Sciennfic Ankmal Food Engineering
(SAFE)| s then homogenkzad bn u rotavepar { Laborota 40007
BUCHI Swatzerlacxl} foc 30 mm a1 45°C 1o evaporate the solvents
and af rocen temperature for S0 min, The vitamin powiler enocled
with pesticides was sent 10 the Animal Feed Prepasation Unit
[UPAE: Nateoal Tnstirure of Agneulniral Research (INRA)| aod
incarporsesl. e the pellets. Conmol feed was prepared o5
desabed above with the 91 methanokscotooe mixture alone.
Pasticices present i the daet were quomtified by Burofins using gas
cliromasography-Tnndenm msss spectrometty and Ggudd cheome-
tographiy—=sandenn mass specirometry, s the final coooentraticos
were confirmed. except for zirm, which could not be dotected ot
suoh Jow concestmtion (Table ). Analysis from Eurnfing Inbom.
tory conlinned that coniral feed contained nooe of (e pesticides
heing studied.

Animal Experiment

1he experuncatal work oo acunals was condocied i the Toxalin
Unit. INRA, in a convestional Ishocatary saimal reom fnllowing
the Ewropean Union guidelines far labarmtory animal sse and care,
and wis spproved by s independent elhiics commitiee {(sulbriza-
tom mumber 05,185,021, The animals were reated humanely with
due consideration to the alkeviation of distress and discomfort and
housed in polycsrbonate cages {Chaades River Type 8. 424 em’),
Eight-week-old female nnd male CSTBLA) mice were purchnsed
from Janvier Laborasoesss and acclimatized for 4wk CAR-
deficlent mice (hackerossed on the CSTRLAN backgromd) were
engineered io Wei e ul lsborstocy (Figure STA-B) and are bred for
10y in our wmmal roem. Fagure S1C voafizms that mice were defi-
cient in CAR compared the W1 C57BLN) mice (Wea et al 2000).

e (‘me mice served a5 WT stradn Toe compadson with the
CAR ™ mice on the same genets backgrovad (CSTBVEL), Boch
strains were ineated in the samas manner and experimeents comifucted
cancurrently to allow direct companson of resuhs. After the initini
ascclmmatizatzm perod. all ndce were maintsmed on staniband chow
for & wk (weeks —d thmugh O), dirmg wlnch toe we moeitonsd
BW wedkly. At 16 wk ol age (week ), dliets were swiched to ei-
ther i pestiobde-cnnched o -free dicr, which was contnesd for o
ol of 52 wk to mimic a 3y expasore in fmmans {Fluroey et al.
20071 Mice were anlumly howsad live or foar per cage ot Uiesr
receipt (72 WT rice ) or al their transfe froo (e breading loose

Yabile L. Chamical tmdbies, fioomors, aad tlemble daly moake (T8 G/ by, body welg2e (W /day ) ol each: pasthods ! the espected and meosied pesth

cules oonceateniiinm (deternmarad levels (g kg fod) in 2u aswal pelles

Pestacide naner: Chewnicod Tromly amumn T!l)l (g g BI-’,-‘ahy) Fommoa quanmity uedkey fondy® Desenmined kevel (g kg food)
T INSsiocataoats Pangieids I 3 D
Chiosgryrifoy Crguroptospoorss Trmectuade 00y 0 a7

Tuiaclogeid Neoulcodooud Jrsecioade 001 L 36

Beacalla Cafsozam’s Fagride i R e 230

Trunfins Bamrimicamle Fangeide s a7 M!S

Captan A cobosimido Fangicida 0l o) 165

Noe - (AW, Bady wele, NI oof deisosl e TIE nbsale A5l b Gp AWt e N

"Baproaad spresity eferi ta the Lasormpusotd guetthie of pentoidho o aute et

ADramm was po presnct ot s et Wvel (<0001 g fae)
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wifo the sl coom (72 CAR Y muce) and allowed e fibitn
nceess ta foed and water with o 12-b lightidark cycde (234 2°C),
Eight groups of 18 simals each were used 1o this smdy: W7
males exposed, WT nsales mmexpmul. WT females exposed. WT
females nogespased, CAR - malesexpased. CAR 7/~ pasles noo-
expaed, CAR™  females exposad. and CAR 7 fannaes nooex-
postd, Mice were randomby distabued o unexposed and expased
groups. In this experimenl, we vsed o standad symbeoe diet from
Animal Feed Preparation Umie {UPAE. INRAJ. This daet ix cam.
posed of 63% carbohydeate, 5% e, 22% prosem, 2% osludase, 1%
viGuming (Safe 200, SAFE) sl 75 minerals (Safe 206h, Safe
France)

Durmg the éoh, 26th, and 48th weeks of cxposure, the mice
wore plased m individual neesabolic coges | Tecoiplsst France) 10
obtain 24-I uring samples 10 use for metsbolomics and msss
spedtrvieay, The samples wene siered a1 =80°C until analysis
Alter 52 wk of expaswre, 4 to 5 mice fnooo ench experumental
aeonip wene daly rndomty saceificed {in toral, 16 10 20 animals
from thw four experimenral groups were saorificed per day) hy
cervical dislosation w Zewgeber tose 17 (Le, m e fed stats)
which hepamic sctivities are opeienat (Lu el al. 20031 Blaod was
coflected from e suhnoodibular veit with 9 laooet ioks Hiduum
beparin—osted twbes {BD Mivromine ™, BD), Plasan was pue-
paed by cenmifugation (1,500 g: 10 min: 4°C) and stored m
=80°C ta he vsed for cozyme-linked mmnnosarbent assoy
(ELISA). Wiochemdcsl analyss. and metabolimics. Liver smnples
were coliocted, weaghed, snap-frozen in Uquid aitrogen, and Kept
at =80"C lor Turiber soalyses (liver oeotol lipid anal yses, Lipado-
mics, micranmay, and meeabolomics), Subcumneous uxd epadydi-
mal ahite adipose tissue (WAT) were collected md weighed
Liver smvples (3 mg) were fised i formildelyde (4%) foc 24 b
and ensbedddecd m partfin for histwokigy,

Glucnsy Tolerance Text

All expazments were perfonnad oo cansclous mxe For fie oral
ghcose rolerance wsr ar waeks 36 and 48 or the inteaperironeal pl-
coso talerance test ot week 16 mice were fasted foo 6 b and received
anoral (2 g%z BW) or imraperitoneal (| g/ kg BW) phucose Joad:
Blood ghiwcose was messunad al dhe 1ail vein ssing an Aceu-Check™
Perforna glucoeter (Roche Disgavstics) 15 mio price to and 3 O,
15,30, 45,00, 90, sud 120 pain sfier tie glucose kuxl,

Plasma Analysis

Plasona insnkn was assaved after 52 wk of cxposure usang

the nitrasensitive momse rsufin ELISA kit (L’MD Miltipoce) fol-
lowing the manufitciires's Insrucions. Aspanate mnsiminase, als-
mime munsanise (ALT), wnl dholesterol, kiw <density lipoprotein
(LDL) chalesterol, bigh-density ligopeaten (HDL) chulesterol, free
famy acids (FFAs), and mplycerides (1'Gs) were deteomimed usng
1 Penira 400 blochemical amalyzer (HORTBA. Mootpellier, France;
Arexpla facility, Towlouse, Frunce)

Liver Newtral Lipid Analysis

Hepatic Hpad contents were determimed a1 the end of the espeni-
et s deseribed elsewhere (Bhgh and Dyer 1959), Boetly, (ol-
lowing homogeouzmica of tssee sanples tn 20 (9) metlswol!
eihylene ghcokbis(fl-amancethyl ether NN N’ N wimacene acid
(EGTAL SmM). lipiils comresponding o o egquivalen ol 2 mg of
sty were exavied s w Bligh and Dyor oy chloroform:
methanawater (2.5:2.5:2.), viviv) in the presence of the infer-
nal standards plyceryliineaadecancate. stigmasterol, and chio-
lesteryd hepadecanaste (Sigma), TGs, free cholesteral, and
chakarerol esters were analyzed by pas chromatography on &
Focus Thenma Electron svsiem usiog a Zebran-1 Phenpmenex
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{ Plemcawnex Zebroo-1. Eagland) fused-silicy capiliary column
15 m; D.32 o indernal daamecter sisl); 0.50 e filin thickness),
The oven lempermiute wus frum 200 w0 350°C ot w
ot of S°C mar, and rhe caerier s wis Bhyedogen (0% bar), The
injoctor and detector wene s 315°C and 34870, respectively

Liver Fatty Acd Analysis

To measure all kepade fary soid coetly] ester (FAME} molecular
spucies. lipads that (< s cymivalens of 1 mg of lver
wene extracted in the peesence of the intemnl standand glyceryl tri-
hepaackecnnoate (2 pgl The Lpid exemct was tnsmethylmed wieh
1 mL boron triftoonde (BF3 ) in myetfismol (1 4% solition; Signn sexl
1 il hepesoe for A0 man & B0CC and evaporared to dryress. The
PAMEs were eximcted with hepaes'water {21 ). The ceganic phase
was evaporuied 10 dryness and dissalved in 50 pl, ethy] scetate. A
sumple {1 plo) of totd FAME was analvzed with pas-ligusd dirome.
wopraghy [Cleus 600 system (PerkinBlmes), with FAMEWAX
fosed silica capellary cotuans (Restek), W0 ovx 032 p i,
0225 s filow thickness], Owen teperanioe was programmed
inerease from 10T 1o 220°C ar & mues of 2°C/mim, anid the camier
gas wis hydrogen | 7.25 pounds per squace sxch (psd)). Injectoe and
sletector lemperatires were 225°Canid 245°C, respeciively,

Liver Phospholipid and Sphingolipid Analysis
The lguld chircommography solvent wcetonimile was lugh-
perfarmance bquil chromatography (HPLT) grade and purchased
from Acros Organics. Ammeonium formate {>99% ) was supplisd
By Sagoiee Aldrich. Sysibactic Lpid stamdan®s [oommide (Cery J18:1/
180, Cer d18:1/150, phasphatidyletanolamine (FF) 12:001 24,
PE 165V16:0, me (PCH 134150, PC 16064,
sphingomyelm (SM) d18; 371840 SM d18:1/12:0] were purchased
Erom Avanti Polar Lipads

Lipids wene extraciod from i Liver (2 mg) as descrabed by
Bliph 20d Dyer (1999} In dichlormerisane/methanol (2% acuic
soidNwater 1 2.5: 252 viwiv), iternal standands were addad {Cer
I8 150, 6 PE 120120, 18Gog: PC 1300130, 16og: SM
dI8:112:0, 16ng: PI 16:0717:0, 30ng; PS 12:(012:0, 156.25 np).
The soluekon was centrifuged ot 1500 tor 3 min. The organic
phiase wos collected and dried Under dzote, then dissolved in S0 pl,
MOl Sample solutons were stalyzed with s Agilens 1290
UPLC system coupled 0 8 G460 miple gualripole spectaometer
{Agilene, version 213 MassHunzer software was nsed foe data ac-
quisition and analysis. A Kinetex® HILIC column (Phenomenes:
S0x 4.6 mm; 2.6 ) wis used for LC separanions. The columvm
temperamee wis maiaioed @ 40°C The mobile phase, A, was
Aceiomimile: and B was 10mM smononiion lormaie in winer at pH
3.2, The gradiem was as follows: (oo 1% o 30% B in 10 pam,
1005 B freen 10 fo 12 min, soud then back to 105 B at 13 nun lor 1
main wo re~equilibeste prsar 1o the mext injectica, Fhe fow rae of the
meabile pluse was .3 ml/mm, and the injecton volume was 5 gl
An elootrospray sounce was employed in positive (For Cor, PR PC,
il SM anal ysis) o tegative fon made (or PLand PS soalysis). The
colligon zax was nitropen. Needle waltape was sot at +4,000 V,
Several saan medes were used. First, fo nbtain e naturally difforent
mssses of differet spaces, we analyzed cell lipal esiracis with a
precursoe ion scim of L84 pass-to-charge mo (m/2), 241 w2,
and 264 m /2 for POSM, PL and Cer, respecively, e perfomeed &
neweral loss scan ar 141 /2 and 87 /2 for PE and PS, respos-
tively. The collissan energy aptivmums for Cer, PE, PC SM, VL nd
PSwere 25 olectrovolt {eV), 20eV, 30 eV, 250V, 45V, mxd 22 eV,
cespectively. Then the comrespouding Single Reacnon Mondioeng
(SR ransstions wese used ro quantady different phospholipsd spe-
cigs for each clwss. Two Mulople Resction Memitoring (MRM)
acquEsitions wene nevessary, dise 10 gmporant Giferences betwesn
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phaspholipxl classes. Dty were trested with QqQ Quantitaive {vers
saou BO5.00: Agident) and Qualiistive amalysis software (vemsivn
B0 Agidont),

Hiswlogy

Paraformaldehyde-fixed, paraffincembedded lver tissue was
slxoed inre 3.pm sections, depamffinmed. rehydrated, and then
stamed wilh hemaraxylin and ecsin for histopatholagical smaly-
sis, The staininyg wis visuslized with a3 Leica microscope
DMA0G0 B equipped with n Leica DFC430 C camera (Leica
Micrasystems), The 72 slides {one slide per animal, 18 slides
per groups, axd fowr groups: WT males and females fed control
or pestichle chiow) were Tull-blimd analyzed by two mdividuals
(C.L, anid [-G P.), anil ahservativns were spproved by an st
patbologist {CAS.). The swcore of stemtosis wiux calonlsted
aecording 1o the Klainer method (Kleiney er al. 20055 and was
the snm of three scores neing he entice shxw field: («) the firs
scare was defined scconding (o the surface covered by lipid
druplets ii.e.. u sucface of lpud droplet <5% ol the entire slice
corespond 1o s score 07 a surface of lipid droplet >56%, of the
entire sbice commespond 1o a seore 3); () for the second score, o
pradontinant aronal distribation potter of lipad droplers was
graded with (he faghest value (score 3); and () (s tiind score
quaniifiec] the presesce (xoore |} or ahsence (score D) of
misraveswles.

Gene Expresvion Sudles

RNAs were extrncted from Lver snmples collected ar the end of the
expastre i W sod CAR™ ™ fanales and males fed control or pes-
theide ehow ysang the method {Chomezynski and Sacchi 1987 with
TRI Resenn™ { Sigmas-Aklrich). RNAs were yuamified using nano-
drop INenoDop™ 1000 Thenmo Scieotificn. Two oicrograom
of total RNA ware reverse tanscribed using rthe High-Capacaty
C¢DONA Reverse o Kit {Applied Brspsems™), T
SYBR Green (Applied Biosysiems, Culifornin) assay privers e
presented i Tahle S1. Amplification was perfonmead usiog o ARBI
Prissy 7300 Real-Tunme PCR Systemn (Applied Biosystems ™),
Quantitative real-ume polymerase chain rescton (PCR) dats
were pamnalized to TATAbox-binding prodoan mRNA levels
and annlyzed with LinRepPCR {veesion 2015,3; Jan Ruijrer)
gel mean efficiency (NOL which i3 cakulsted as follows:
NO=threshold /(E(f meac™) with Eff mean: mesn PCR effi-
viency and CQr yuantficatioo cycle.

Microarray Gene Expresyion Studivs

Gene exprossion profiles were oblamed for six lives sauples pes
proup o the GeT=TRIN facilny (GenoTonl, Ginepoke Touloise
Midi-Pyréndes, France) asing Sureprice G3 Minese GE v2 mienug-
rays | BxGUK; design 074808 Agtlent) lollowing the mamilactre’s
imstroctioos. For each sanple, Cyanine-3 {Cy3)-labelad comple-
mentary RNA (CRNA) was prepared from 200 0p of tonal RNA
using the OneCalor Quick Amp 1sheling kit (Agilent) according to
the meoufacturer’s mstructions, followed by Agencoon RNAClean
X (Beckonin Conlter Inc)), Dye ixcarporation sl CRNA vield
wese chiecked using o MGG ultrayoletvisible (VIS ) doop-
let resder (Tringan) A wotal of 600 0g of Cyd-kbeks) CRNA was
hyhridized oo the micrearmay shides following the manufactore’s
insrictions: Tvwnedigely alier wishing, the shides were scanned oo
an Agilent G2INSC Microamay Scanner using Agilent Scun Ceotrol
ARS. 1 saftoure aod the orescence sigral exfractad ssing Agilent
Feature Extraction software {verdon 10.10.1,1} with el )

orers. Miwroarsy data and experimenmal dessals ave available in
Narioal Center for Biowchnokey Infaematon's Gene Expoossion
Ovmihus (Edgar = al. 2002) and are wocessible dimgh GEO Series
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sovessien mumber GSE (GSE1014405; hitpawww ncbinbnh.
Lovigenkueryfaoe. cgr fue=GSET01405).

Microarmy dato were analyzed using R {version 3.1.2; R
Developmen Core Taun) Biocomdoctor puchuges (version 3.0)
as dexenbed in GEO accession GSE 101,305, Raw data (medim
signal imengity) were filered Jog. tansformeld, andl normalized
asung the quantle wethod (Bolstad 12l 2003), A model was fined
using the Hmme mFir fuscrion (Smyth XI04). Prir-wise compari-
soms between hickogaal conditions were sppbad using specilic
conerasts, A correction for nviltiphe testmg was jppbed using the
Benjumini-lochberg procedure (Klipper-Aurtach o al 1995) for
false discovery rre. Hiemuchxenl clustering was npplied 1o the
sumiples and e diflerentially expmessed probes usng -Pearvm
comelation ceefficient as dicance and Wand's criserion loe agglom-
eracivn, The <lustening resihs are Musorated a5 a heatoup of
oxpression signals. Fusctions]l mwotstxon  clustermg of GO
Blokpical Prooess were performed using DAVID Bloinforvarics
Resourves 67 (Humng #1 al. 20092, 2009h).

Proton Nuclear Magnetic Resanance (' H-NMR) Based
Motabolomcs

Ugne, plasna and liver polar extrets were propaced for NMR
amalysis & described presiously (Beckuooert e al, 2007 All
"I-NMR spedra were obtaimed an o Bruker DRX-600-Avance
NMR spectromeser (Brokes) ssimg the AXIOM mcabolomics
platfoem (MetaToul) aperting at 60013 AfHr for 'H resomance
frexquency using an mvese defection S-mm 'H-UC-SN cryop-
rube altached 1o o Cryopistionn (the grewmplilier cooling ondl),
The "H-NMR spectra wene soquorad a1 300 K using o standurl
onedimensional noesypell) pulse soquence with water prosacn-
vation and % 1oml spin-echo delay (2 ne) of 10Dms. A reeat of
128 tramsients were collected into 64,000 ddata poines using a
spaciral widih of 12pidses /s, @ relaxstion delay of 2.5 5, 20 an
soquisition time of 2.28 5 'HHCOSY, "HS TCOSY, and
YH-"C Beteronnclear Single Quantum Coherence (HSQC)
were oheainal for esch hivlogica) mamx oo one represenmive
sample for metabolite sdennficatinn.

Dala were aralyzed by applying i exponential window Hine-
ton with & 0.3-Hz line ing priee 1o Fouser trnstomsaion,
The resultant spectm were baselice correceed. and calis
brated to trimethvisilylpropaooic acid (TSP (6 000 ppm) man-
nally using Mnovae NMR (versiom 9,0; Messrelob Research S.1. ).
The specorn were subsequently snported s MatLab (R2014;
MxthsWarks Inc ). All data were anntyzed using full-resoldon
spectra. The repion conraining the water resonance (& 46—
S 2ppm) was removed, snd the specten were normalized fo the
probabilistic quotient |Dieterle et al, 2006) and aligned using a
previousty published function | Veselkoy etal. 2009}

Dat were mean-centered and scaled uging the unir variance
sculing proy o analysis with onhogonal projecsion on latent
structure-discriminaat smalysis (O-PLS-DAJ "HENMR ks were
usesd 2 Indepembent varisbles (X mostris) snd regressed nesins a
dumeny mawrix{ Y mstis) mdicating e class of sanples (mice fed
cantrol or pesticide chow) (Tryge and Wold 2002}, The O-PLS-
derived madel was evahuated for goodness of prediction (QFY
vabue) using - fold aoss-valxbatam, wire n depends on the Ssan-
plesize, The parametecs of the final models ae indicaied in he fig-
ure legends. To identify metabalntes responsible for discrimination
between the graups, the O-PLSDA coaelaticn coefficients ()
were Glcilsed for ench variable and hack-scalad inlo a spectral
slomain s thut the shupes of the NMR specima and the signs of the
cocllicients were preserved (Cloanes of ol XN0S5b, 2005a), The
weighes of the variables were color-coded according o the squaee
of the O-FLS-DA corelstion coefiicients, Comelation coefficients
extraceed] from significmt modals were fillersd 5o thut only
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ugmbunl carrelmsons above Wie Urreshold defined by Pearson’s

critical carredation cocfliciont (p<0.05; I7 > 07 fuor n=8 pa

peoups were considered significan, Foy ummtho purpases, the

aren undar the curve of several signals of inerest was megred
aud significance teated with the ttest

NMR dar are freely avoilable ar Metshaliglsts (gl www.

etdac uk/metaboliphtsd) voder the acccssion mumber MTBLSG02,

Mass Spectrometry

Urine frony seven to clght mice per group was screcoed for pests.
Cides and el metabolises using liquid chromatogriply coupled
1o i gh-resolution mess spectronietry (HPLC-HRMS), The chro-
matographic system consisted of o0 RSLCI0N0 UHPLC (Thenno
Scientific) operming watk zu Hypersil Gold C18 coluuna { 100X

21w 1.9 ) (Thermo Scienific ). A gradient program of (A)
H2O/CHROH/CH,.COOH (95:50,), vieiv) sod (B) CH,0H/
CHCOOH (1,000:1, wv) was used at SU°C and o low rae of
0.3 mL /nan s fullows: Dmin, 0% B; froms M) 1o 35 nan, 100% B:
and from 34 to 45 min. 05 B. A volume of 10 pl. of each sample
dilited rwice with mabsile phase A inpecsed, The miss spectomenes
was an LTQ Ovhinanp XL*™ (Theeme Scientific | fitred with an elec.

Iraspray ionization source (ES1 opering i fhe negative mode:

ESI parnmeters were sel as follows: spray voligge, 4 KV sbeach gas
How rate (N2), S5 arbotraey vndts (. slbacy g flow ovie (N2,

10 an.; capillary tem 300°C; capillary voltage, —40 V;
and tube Jens offser, =200 V. High-resolition mass spectra were
acquired between o'z 80 sod 800 81 9 resolution of 50,000, T
0858 speetiomneter waes calibrated using tie Theomo Sciemific esli-
bration solutson i sgreement with thetr protocel. Tandem moss
spectromenry (MS-MS) spectra were obtained using the collissn-
tdecad dissocistion maode of the oo rap unalyzer al Jow resulu-
ot and 2 nonnalized collisien enstyy ol 25%.

Daty were exdracted Drown nss spe angumition les
using xems saftwsare, version 3.5 (Seripps Resesech Tnstinite, La
Jolla, CAj (Smith et al, 20061 with centwave algorithm
(Tamenhahn =t al, 20085, To avedd dee elfecr of urine dilitxan,
varistion among sample dats wis noemalized using probuhilisis
quotient sormsalizagon (Dieterde eoal, 20063, b the wesultmg nor-
malized datn, tmivadate analysis of vorance wis nsed ta soxdy
the effect of sex on the different molecule indensities. All these
data amalysis steps were performead sing workflowdmetabolo-
tivs, 4 collsbocative partal dedicatad Lo metabakimics dats pros-

essing (Gincomnai et al, 2 5).

HFLC»HRMS dara were analyzed using a methadology provs-
ousty developed for exposomics snudics {Jamin et al. 2014). From
the six stidied pesticikles, a st of suspected metabolites wis
coaupiled from previously described metaboliles of these pestis
cides, ns well as all other putative phase I metabolifes ( Table
S25 Thus, rhe sipnals of 16 compounds were monitared for the
metsholism of bascalid (15 metholites + the purentimolevule),
13 dor thiachlopade (12 mwetaboliies + te parent molecule), 30
[or captan (29 metabolites +Lhe purent solecule), 9 fur thiophas-
uade (S metebolites 4 the parent melecale), 4 for chlorpyrifos
(3 metsbolites + the parent molecule ), and 9 foc zoram (9 metabe.
lires). However, standiods of these melsbalies doe nol comenes-
cially avaiishle. To this stealy, 2 direct comparisom will nonexpased
nranls was sed v w valdution stategy. From dats cxtracted wiak
xcms, 16 feaures mntched the thecretical miz of momstored
comnpaumils with & pass precision <S ppm, MS-MS experiments
were performed ) confinm the adentty of sispected compausls.
Cuonjagativn o glucuronic acxl wis confirmed by detecion of te
claracterzie Joss of 176 umified atomie mass (o), the conjugation (o
sulphace canfirmed by the bess of 80 0, and the conjupation 1o mer-
caphane acid confirmad by the fass of 129y Coneeming captan
metaholites, MS-MS specra of the ioo detected ar miz, [ X0564,
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curtespeadmg %o the w-source ragsentatice: of sulfate and glocus
rome conjugates of etrahiydropitalinide ( I3 showed 8 Joss of
<3 comesponding 10 nevnal isooysede acd CONH, vlidating the
enification of these metabolites. Fanally, seven feamres wore con-
Tirmet by MS-MS experaments, comespanding 10 Avee metabolices;
Two netabolites of coptan {[M-H|- and [(M-SO2)-H}- of THPI con-
fragaiad to sulphote nod [(M-CGeACHH] - of THPI conjugaed o ghi-
wuroms scid ), one passbolie of cllomyrifos |[M-H}- of 3.5,6-
michlom-2Zspyridined |, and two metaholites of boscabd | [MH - and
[{M-Gle A} H) - of 2eclibro-N«d" <chloco-S-fydrmeyhipheny)- 2.1}
nicolinsenide conjugEed 10 glucuronic scid and the [M-H]- of (he
mereapturic corjugation of boscslid]. Strocnscy ae svailable
in Figwe SZA-H. HRMS and MS-MS dus wie freely svwilable
al Metabolaghes (g faww.obiscd/meabolights’) under the
accession onumber MTBLSSYN,

Statistical Analysis

Sunistical wmalyses were perfanned sing GraphPad Prisn lor
Windows {version 4.00; GrghPad Software). One-way or tw-way
analyss of vanance |IANOVA) was pedarmed, followed by sppeo-
priste posthoe esis (Duon's or Bonferom) when diferences wore

Toumd stagistically sigmiheast, Wikn only two groups were comgaeed,
the stdertt’s raest was nsed: g < 0.05 was comadered Sgrificant.

Resulls

Body Weight and White Adiparse Tissue Gain in Wild-Type
Mice Exposed to Pesticide Cluow Compared to Those Ved
Control Chaw

Pesticick: levels were sssessed in peldats bofoec the beginning of the
experument (Tahle 15, anil we confirmed thal pesticides wers pres-
enl in the Bel at levels signilicantly below the expected guamtites.
We caboulated 1he acfual pesticsde levels to which mice were
esposed after accounting, for sctial snimal BW and faod imake
during the exposare (Figire S3AL We confirmed that makes sod
Jemales were expused 1o shinilar Evels of pesticides and thi these
levels were below e TD Forexch pesticice (Figare SIB)
Beginming ar 20 wk posteaposure and through the end of e
cxpusure pertod, male W mice fed the pesticbde misture gained
significantly more weight than those fed the control chow
{Figure 1A} After 52 wk of exposure, the BW pain in expased
male mice wis twice (hat of the male mice el contral cliow
(73412 gvs, 3.6540.7 g, respoctively ). Epidicly mal sad sub-
crutuneons WAL weights were significanly igher i exposed
W nsale nree than e WT nmles fed control chow group {sub-
curaneons WAT: 0019+ 0003 2 va, 0012 40,001 g2 epididy-
ol WAT: 0033 £ G004 2 vs 0.026 +0.00% g Figure 1A) As
shown in Figare S4, WT mude and female fed control chioy mice
biawd distinct Tood und water consumphion putiens, and specifis
cully lemale mice fed contrel chow comumed more food and
logs woter over the period evaluared. Food intake was oot differ-
ent m WT male or female mice fud pesticade chow compared w
those fod control chow (Digure S4). W1 female mice fed pesti-
cide chow consimed more water then Oose fed e contml
clow. 1o conmrest, W female mice Jid not exbibii any sigmii-
want changes i BW or fat mass upon exposure 10 pesticides
{Figure IB). No cage effect in BW was ohserved during the expe-
rience in WT male [ad contral or pesticide chow {Figure S5A}
amd i WT Female fed contral or pesticide chow (Figure S58).

Cliecose Tolerance and Fasting Glucose Levels in Mice Fed
Control or Posficide Clow

Vi evabuated the fasting blood phicose snd ghicese toletance of
WT mnades sl femile mice fed comml ar pestiorle chow (Figure 2),
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Figure |, Bocy wagit azd wiute acipose tisnie (WAT) wegly i made (A acc fentale |53 onld-type ouoe. The dme graphs siow botly weight {DW ) for pest-
deenposad rdoe ok cockess ol mce fed conmal cow Pwitie circkes) Pom 1 ek peing by eaposare moogl 52 wk The b gapis show the gates i W
and eputidymed (i and sabouiancous () addte atgpose tissar IWATI foo postscideeespomed niice (7) and moca fod comml daow ) after 52 wi Dt are
PIOACEsal A6 sk = Sandod srof of 128 e *p < GU5 conpased 10 DeldE o corod diow 25 deterniead by asmuden's riesr T p C000] conmpeaed o
mice Sedd control chow s detommuped oy modyvis of varianco (ANOVA) e |8 nsoe per goap

AL 16,36, and 48 wkaf exposare, WT male mace fod pesncide chyow
exhibated significandy higher boad ghwose followiny = ghicoss
Lou] compured 1 those Fed cangral Cliow (Figure 2A). In additian, m
36 ad dB wh of espasiee, WT made mice fed pesticide chow had
sgnificatly higher fasting blood gluwose (145 +6 mg/dl and
163 4 8 mg [dL, respestively) comgaeed to thase led contral chow
(12444 mg/dl amd 11849 mg/dL, respectively) (Flgue 2C)
W femde mice fed pesticide cliow also exibited sipuificantly
lagher fasting hlood glucase ae 36 and 48 wic | Figree 213 aoxd signifi-
cantly higher bload glscose afier 2 glocose load af 48 wk
(Figure 2B (18248 mg/dL and 172+9 mg/dl a1 36 aml
48 mk. respectively) compared to those fed control chaw
(2226 me Sdl and 134 £ 7 mig/dl e 36 and 48 ok, respec-
tively ). Alier 16, 36, and 48 wk of exposure, WT female mice
cxdubited significantly highor fasting blood glcese than WT
male mice (Tab%k §3), This dilfewence was obscrved in both
mice that wete fed pesticide chow and these fed control chow
Ne sipnaficant differences 1o insnlin lovels wore ohserved in WT'
mndes (Figure S6A) or females (Figure SEB) fed pasticide chow
compared ta those fed coatral chaw. Farther binchemical analy-
sei ol serum reévealed significantly higher ALT activity i
WT oades led pestacide chow tian in those Ted conmal chaw
(Fagure 3A),

Elfect af Eating Pesttcide Chow ou Liver Metabalism

We further invesrigated pesticidesinduced metabolde permicha-
Goas in the bver, Hematoxylin and cosin siniming revealed it
the Hivers from pesticide-exposed male mice presented hepstoca!-
Inlar vacnolizations localized prodoninantly in the cenoilot s
zone, chamctenisti of an emerging stessoms (Figure 343 The
steainsis soore, calenluad using the Kleiner mathoul as descnhed
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10 the “Mazerial and Morhods™ soctian (Kleiner et . 2008), was
0474032 I WT males fed contmil chow and 2.56 +0.71
w exposed WL make mice. lportantly, expored malo mice
bl significaurly igher Jevels of hepatic ['Gs than unexposed
maole mice (4457 +90R v, 1959+ 166 pg /'mg liver) (Fgure
3AL This difference v hepatic IGs horween exposed and
unexposed males (Figure 3A) comelated with weak bur signifi-
eunl differences in serum FEAs amd 10 Jevels (Figore STA)
hetweoen the two groups without sipnificant impact on the
lusing metabolome (Figure SBAL. Plasims analysis revealed
no sbemficant differcoees in izl or HDL sod LDL cholesterol
{Figure 878) between male miee fad pesticide and those fed
coatol chow.

By contrass, fomales fed the pesticide chow did oot exhibir
obstrvable ditferences m liver hisalogy, with steatosis soores of
2534038 compured to 223+ 049 for mice fod control chow
{Figare 3C). Moreaver, female mice fod pesticide chow did nor
exhibit higher hepotic TGs o ALT rhan those fed conerol chow,
Plasoma analysis revealed na significant dilferences in FFA or
TG (Figure STC) or total or HDL cholestern] (Figure STD)
between temale mice fed pestcide and those fed wontrol chow,
and "H.NMR showed no significant differences in plasma
metabolomics ( Fipare S8B). Lxposed femnles exhibited o slight
decreqse of LDL cholestern] compured 1o atimals fad coneral
cliow (Figure STD)

Extengve lipid profiling revealed distmer hepaeic bpid pro-
files tor WT male anl fensde nice dial were fed control aod pes-
tvide chow for 32 wk (Figure S9AL Claster 5 showed lipid
species specifically down-regulatsd in WT mades exposasd 0 pes-
icnides, Exposure to pesucide mixture led m W paakes to shght
bat significant changes i the relative PS3IZ0. PS3M0. ad
PS3A 1 whundomee {Figure S9B). Cluster 4 showad Iipil species
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Figere 2. Fasting Wood glucoss b mle (A sad C)and frule (8 aod 20 mice wfier ohodeimiion of an coperiossl 11 p /0 hody weight JEWY 16 w1 o
an anl (2 g kg BW, 36wl &8 whi glucose boad. (A wed B Live gapls oo dfood glocose 15 nig tefoae wnd o 120 e alles sdmioistradon ot glucese
TIoad. Teset chosa The josx adaley e Sonve for mdce Gl onatinl Shiw (0 s o ) pesticide du (19 (C aad 0 Bar prapha stiw Dhod phicoe héfeep
scmindention of alicoes kol and sfier & 6-5 Busting, poriod 2 muloe Mot coatrol coow (O aud i Quse In peaticale chiow (7). Reddis s prescuind
meat: = waniasd eror of the mean, *p< 046 *Pp O] ** %0 < U0, p-Valaes repoesent 1he doforemces hetwesn mose fed pusnoxis coow md thuw Sed con-

trod cluow e dejsadead whity A studert's s, n- 18 mdoe por gnuup.

up-regulated in WT males amd fommales exposed o pesiscades. It is
notewortbry bt pestiade exposune Jod in both WT onades and
females to increased abundance of SMI81/6:0, PCIND, and
PCI20 (Fignare $9C), Lipkd species down-regulured in WT males
and femnles expased 1o pesticides (cluster 2§ were C18:206, Cor
181261, soxd SMIS:E24: 1 {Fagare SYDL The relstive TGS1,
1G53, PI56:0 sbundance {Clister 1) was up-regulated in WT
males expased to pesticides, while exposed WT females exhib.
Hed bigher PE6D (Rguee SSF),

L1 NMR Setabolomicy

We nsed ' H-NMRbaved meenhakimics of agueoas liver extracs
o evaluate the metabolic profiles of WT made (Figure 38) and
lenuale (Figure 300 mice fet conerol or pesticide chow for 52 wk.
Whezens there was oo sigmficant diffaece detected m ok
muce {Figure 3B), weo observed a clear dscomunaton between
the metabalic prafiles of foemale mice fed controd and pesticide
chow {see ulso partially assigoed 600 MHz 102 NMR specra of
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aquouns liver extraxt io Figure S10A and 'H md 13C msasipne
meenty foe wleniified metabolates in Table S4), Analvsss of the dis-
crimivant metabolites reveaked higher levels of famarste i
osibized glutsehoone (GSSG) and lovwer kevels o nicotinamibe
aderane dinuckotde phoapliate sad reduced glutsloone (GSEH)
in Wbe Hvers of pesticide-eaposed fensades (Figures 38 and 3F).
Is, the GSHAGSSG nux was significaly lower lo the livers
of expeacd femnles {Figure 3F).

TH-NMR tnetsboloenics of urinary sanplis was perfonued after
6 Wi 24 wh, and 48 wk of exposure (Figure d, Figure STOB, wnl
Dable 551, We did not sheerve say signficans difference in the codog-
enous traney metahalx profiles of expased and panexposed males
{Fagare dAL In comtrsl, and confinnang owr previous meabolonmcs
abservalams i liver exnacts, pesticide exposire inxluced sagnifican
urinary metabolic chnges in emales, After aoly 6 ok of expasume,
an O-PLS-DA seatisticn] model was Gtted e couldd signaficantly dis-
crinnate exposedd femakes fram e nooexposed coanterparts (pa-
raenetors of the O-PLS-DA model: FY =0.23; p=004; Fipnre
=B, The memhobc profits wers differsatined mainly by the leveld of
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Titopathology, woansis soore, Depatic triglyoersion (T0s), 20d aluise vansaoiaass CAUTL levels in mads (A and feomle (€) suce. Scale tor TepsACE
100 jm (B wed ) urthngoral projesticn un latart drice-dismmisast amdyris $O0-PLS-DA) scoms plots danves from the liver sxoms FH-NME- e gpec-
tr of ks (85 und fermale () mige. Q7Y mprescets (oe gooduca of i for the FLS-DA mosials, aned peviduiss ware cGarmved um; LINR) pammmratactions of Sha Y
s, (F] Copflionarre phots velived o e OPLS-DA molels dscnminaning boeeon wildtype (YWT covorol and WT exposal forales, Fopurs shows the dis
Srmiensy weabolres that e lighar or Wwer i WT fad pasticide Chow (F) congrared fo WT fad ccatrod chow. Mesiolires are coloe.codad aocording 3o Dy
cormelason. voslficen.. val indicating » vory srurg pusitive ‘.mcb inn (B > 065). The dwearion of the metabolite indicates e gruap with wlnch it is pusis
tivaly assoctated us lbdad ou the diagram. (F) Aves ander due curve of e "HNMR sectra was firfogrsed for e phiowlinoos stigmsbs (GSSG. vasdiued foem
iplet 5t 475 pye, OSHL yeduced form. noadviglet ar 4. S6ppmi, Data soe presexied as e meun = standad cooor of the meas, *p < D05 S&4p <)
pValoes regraseat tha differencan hrweon mine fisd pesncide shwrw and thoss fod conto] chow’ ax iletenivined using o stadest's prest. = 18 o per grosm

Lkenadipic acad | 22KAA ), the dentificmicn of which was coofirmed
by adifitional two dimeswional sequences amd spike in NMR espen-
s (Figues STIA mod B This iessbolie was undetectsble o
urine sampks Trom esde ooce (both toee fed eontrol aod @wee fed
pesticle chow), wherens females mice (hath those fed contral and
ilxse fed pesticide chiow | exbibitad bigh Jevel of 2-KAA o the begin-
wmg of the experitmed (cg,, woek 6 Figure S125 . This mctabolite
decremsed 2 y upon pesticxde expossare, with a 10-fuld d@lierence
in 2-KAA levels berwesn exposed s ponexposed female e a1 48
wh (Figare S12) Arthe end of the expersnent. the metabolas profiles
of WT females fed oomral ind pescide chow wene didtinet (prracne-

ters of the PLSDA model: Q'Y =D.7E; p=0001; Fague 4C) WT-
exposad fernakss cloarly exhibaad hagher urinary levols of bemctwed-
chun keto acads {x-ketoasovalemase, o-ketn- ﬂ-«uahyl-N-valam:. and
we-kesaisocaprose ) ot kower levels ol sscrose, hioase, anil creatinine
1loes WT Fernades fexl coutny] chow (Table S5), We alsa ohwserved in
W exposed femsdes lower choBoe bevels soxd it mnin metabolies, -
methylamine and nimethyiamine axide, which ane bath derved from
daetary choline fommentanon by comenensal haclerds than m WT
lernades tad control dnd (Craciun and Balskus X1 Z) Oter metsio-
Uines levels in the udne of pesticile-weated W feenales, oeluading e
indale dedvative 3-indoxy] sulphme and pheny! derivatves phvla.
cetylghicane and ponesad glucuromice, whiach bave bea danoustrared
o he derivesd from hoet g microbdots co-meshalism, were higher
thsan in W fenmle fod cowrol clow {Wakofl et al, 2009), These gut
microhiot-relaed pctabolites were significantly diffcrent bavween
W females fod pesticide and WT females fied control chaw after only
A8 wh of pesticide exposme.
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Naclear Receptor Activation in Female and Male Mice

To futher mvestigate e mechanmms involved in ihe sexually
duporpluc response o pesteides, we examioed 1bhe bepatic wan-
scriptome tirough mxrorray sonlysis of six samples per groap,
Differentinlly expressed geoes were classafied using haeraechical
clustesing, which ilhistrated distinet gene regulation in response w
pesticides benween the oo sexes (Figare SA). One hondred sd
twa probes were selecnad a5 differentislly regulaisd in response
W pestivide exposurs m males and Teostles {p< 0001 and
Hold chiange! > 1.5). Six clusters of penes weee idenified (Figure
SA): chusters 1 and 4 cleawly highlglt geoes downsregulnted upon
pesticxde esposare in WT males axl females, nespectively
Chisters 5 in WT lemales and clisrers 3 and 6 0 WT males show
genes whose espression was ipregulaed In response o pesti-
cides, The Venn diogram in Figure SB represents the numbers of
Tepatic genes specifically upregulsted in responses (0 pesticides m
eale amd female mice selected with s p-value <0.0% kn order o get
2 larger regulated gene sampling. A tomal af 536 genes (425} were
sigmificantly upaeguised m females and 670 (54%) in males npon
pesticile exposire. anong which only 43 were cmuwnn besween
1he two sexes {Figire SBY. For the down-reguwlaied penes. 511
(36 A%) were sagnificanly altered m [emsles. 853 {60.8%) signifi-
cantly alserend in mades, mnd 38 were common (Figure $13).
Pathway ennichment analyss adeabfied the top hologaenl
funcrions sssociated with the peves ideontified &s np-vegulated in
response 10 pestickte expasure for WT male and female mice
(Figure SC), In WT pesticide-expassd male mice, we ohserved
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thrn (A% = 0,680 Thse dlretioe of fie metbolite ladicetss the growgp

weh whach it is
348, Tanboog! solplate; NAC, Nacept grougs, PAG, puaylicetylplydee, pOG, paoyesol pgucuroaide; PU,

tvedy issoctined as labslod oo e disgram Nt 204, Daoxoadipes;
o dine. SCEAs: sbhoetohuin luyma:a,

TOMA, crimerbySanse s, TMAD, trineiyamice caiils: oKX, a-latuiiocapmaie 5-KIV. a-kovdnvalerats - KMV a-kero-fS-meily 1N- vilenoe,

increased expression of genea linked to DNA replacatian (19
genes), extracel lular matrix {25 geaes), cytoskederom (10 geoes |,
endoplasmic veticulum membrane (35 penesh, oaidoreductse
activity (30 genes), anid nucleoiidle binding (74 genes) com-
paredd to WT males tod control chow {Figure 5C). Amcap the
genes myvadved in the oxidoreductase sctivity pathway, Cyp2h?
A Cyp2b 0 exhibined the langest differences in MRNA expres-
siom hetween WT male mice fed conoro) chow and those Fed
pesuexle chaw (3.2-fokl apd 2.5-fold increases, respectively)
(Figure SD).

Tn WT femsde mice, the penes up-regulared by pesticide expo-
sure were associated primarily with the pemxispane (23 genes),
mitochandrion 183 genes ) farty neid pxidxion and acylcoA met-
abolc processes (20 genes), isomerase aclivity (8 genes), and
trandsion posesses (14 genes) (Figure 3C), The wpregudaton
of Ehkadh and Acors, wo genes nvolved an fafy seid oxids-
tices, was canfimned by Quantimtive Reverse Transcription -
Polytense Cham Reaction (RT-QPCR) of the 18 liver ssmples
(Figure SE). Additional compaeison of oor regulgad penes wpon
expesie W pesticide witl previcasly published lsts af PPAR tir-
get genes show that 7.6% ol geares regulated n response o pests
clikes in femaks are woll-describod target pones of FPAR e (Figure
S14A), Analysis of the expression profile for the 41 hepatas penes
idennfied m oowr sudy and reponad os releed 10 PPARR-
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dependent pmhways revealed that pesicide expesure changed sev-
enl gene exprexsions, oninly i WT Fenles (Figure S14B),

Evaluation of the Pesticide-Detoxifving Capacilies
of Male and Female Mice

Next we focusex) the analysis of the hepatic mivmseray o genes
imvolyed in xenohiock: membolisn m malss compunsd 10 females,
Anshvsis of 82 penos present 10 the microscryy ad mvolved m iy
patlway revealed tat pestecxde exposure sumficantdy aflected 14
xenobiotk metabolism enzyrmes 1 W males compared o only three
0 W Semeales{Fignre 6A ) Thvese dats show ligher xenohion: st
bolic zctivity in tho livers of exposed W' males compoeed o WT
feonales.

Thus, we used s wmargeted LO-MS-basd expasinmics
approdeh Caenin ezl 2014) w conpare the arinoey end produces
of pesticide metabolism after 52 wk of exposure (Figures 68-D).
Anway the six assayed pesticides. only memboliies of boasealsd,
captary, and chborparifes were clearly idestsfied (Pigure S2)
Pesticides were confirmed to be abseot i controls. Only voo sus-
pected metabaline of thsschlopride sod tev metabolites of thiopha-
nate wene deteoted acoonding ra their exact mass (oxs@ole devivare
of thinchbopexle, iydraxylaced and oxalized desivates of thiopha-
nate), e could nie be comfimmend by MSMS e (0 thelir weuk
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» diffscorcially smouboed m ospomse 0 pesticids exposare i edes and, fomedss (o< 1001 and $oM chunge] > 1 51 n= & por proup (41 Bt map howing
averapad peon exprovson valoes por concition, with hienrchocal clissening obosine from wdividial expecssion vadues wang Peoor comelation cocfioe ! a
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R2ne expeessioe profiles F) Vean diisnon represemeg the sumess of Lepwle geass spacilically upsegulaied in respouss 10 pesachdss i wale and remals
mice (p <L 05 (O Gene oroboy patiieay acalveis of the 670 and 535 dauifcatly indaced gends i male acd tamals xdce, respactively. Histogroes diow
the emmiviumect voore for mch Wontiied pachway. Goos xumbo and e comesponciny poval e are indicsd w due gt of the hesograms. The rebitive geae
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sigmals. Three suspected metabolites of zimm were detected
Llatsocarbaonie acid comjugated or not o sulfave or gluowomic
acidy, i these nomspectfic stmciimes were alzo detected in uning
of panexposed mice, Thevefore, metabolites of thiachlopode, hio-
phanane, sod aram oere nos fuether considersd for tlie cxposemic
dacoanalysis. The metsbolism of clloepyrfos, boscalid, and ceplan
dilfered batween WL male and lomale mice fed pesticide chaw lor
2 wk (Figures 68-D1 Exposad WT females axhibvived highor lev-
¢ls tham expased WT males of 3.5 G-iichlovo-2-paridine | (TCPy),
A membalile resulting from either the dearvlation of chilamyrifas

Environmental Health Perspectives

057007-10

ool wiow s datsnuiead asiag o Welest™s oy

oxon or its oxidation by Cypdail (Crocen et ol 20105, WT
Females also presenied Ingher Jevels of sultyted capran amxl
boscalid-ghicuronle meisbolies tom esposed WT mules.
Ioeretore, despiw dess transeripuonsl regulathon of hepatic xeoo-
bioele metabolizing enzymes In the lver, W females wppeared
10 elliciently metabolize these irce pesticides, suggestiug that
the metabolista ol pesicides did not only ocvur 1 the liver
Inferessimgly. the mercaprune aokl metababite of boscalld was
only found In WT males and was almost undescotable tn WT
females.
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Figure & Expresson peodiles of tepatic gores ol bighpofoemacce ligel cianmatogmpny (HPLC-togcresolution mess specanmey (HRMS) teatoes of
peatisce mendolies idvalied ln b arice samples faoow seposnl male and ferale mice fad pesticide ow fir 43 o 52 sk, recpectively, (4) Exprexiva
profles of epesc genes involved tm deitmitying patiresys 10 femmdes and moles w0 1eapore Yo pestanices afar 52wk A li= of 14 azc 7 probes was sedacted 2
difearartially togalied i sespoase to pestiide expovine fe malos and Mool respeatively 1o < O A 6 poc groap]. (B8] Konmuliae! mroasities of <8y
one faature of oge wendalis of chlorpyrifon dapectonared molecular sox (M.EL] of 3,5.6-mciloro. 2 pyrstical CTOPY L (C1 oo faaiues of too metsbalites
of captan: [M-H of whabhydbmptinbimids (THPD congugatnd tn solplete (captan S0 and [(MAHeA-HE of THPL conjogatal o gvimns aox) dagtas Gle
ach a1 Berees fstioos of Sowe musabelites of bogealid: M- ol 2echboneNod srineShydroxy Npeoyd 2 ylmiconmmids curjugatod o ghiomic
3céd [ Bowalld Gle ac (a0, BM-GhAckH |- of 2-cldoro-N-(4"-cldore -3 tydresybipleayl - 2y]) micotitamsde comjupated to phucurcais add [Buuedid Gle ac
150}, wad e (MR- Festure of e mescaptune canjugation of heealid metslite (Bowlid massgturis aeh in male and Femde e o pedizics dumw fin
AR wh <005 "o <00k ***p <0001 o Vilaes sepresom: dffeccoces berwoen male anl female mice fod pestionle chow f 52 sk x o S mie per grosp.

Role of Constitutive Androstane Receptor in
Pesticide-Induced Metabalic Perturbationy

We lnvestipared the invalvenvent of 2 key player in the manscop.
tisal regulation of senohiotic metabolizing enzyimes, U nucles
recepiar CAR, We wilized & consiaiive CAR knochoul numisz
mode] W evalugte the role of CAR in pcsm-uxluud mtaboly
permarbutions. We compared male and female CAR™ ™ mice fod
pesiscide chiow for 52 wk with male and female CAR™ ™ oixce
fed coutral chow for $2 wk (18 mice per group), Male CAR™
mice fixl pesticide chow did not have significantly di fferent BWs
than those fed comtrul chow (Figee 7A). Moreover, CAR
male mice led conuol ciow and those fed pesticide chow exiab-
ted szoiler blood glucose levels tollowing a ghacose belus 1 16,
36, and 48 wk (Flgure S1SA). To the lver of CAR Y moales. pest-
cidke exposure decreased the expression of Cyp2i® anel Bid et uler
the expression of Cyp2bJ@ (Figure 8C). Tt ix notewoalyy that pests.
cidke exprsure significamly decreased the prowtypscal PPAR« tie-
geL geve (Cypdell) in the CAR '~ male mice. which was not
vbscrved 1o W pwle mixe (Figure 5D), Fioally, i male mie,
knack mn of CAR dsd nor result in significant differences in i
urmnary levels of pesticide metabaliess (Figume 8A), "HNMR anal.
yxis of plason saaples dhowed no signilicans Qilferssces o Senam
metsbolomics betwees CAR™ make mice fod coutrol ehow and
those feid pesticide chow (Figure SKC),

In comtrest, leanale CAR™ ™ moce Yod pesticide chow bsd sig-
nificantly arger BWs than CAR * mice fod control chow begin-
ning ar 4 wk sad lasting rhrovgh 48 wic (Figare TA), At week 12,
the weight gam of exposed CAR Y females was 749+ 114 3
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compared 10 335 + 0.65 » 1 unexposed females. This sigmificaet
difference in BW was mammcd aver 40 wk (Figure TA),
However, die BW of CAR ' mice fad comtrl chow graduatly
increased aver the dirstion of the exper ent s was 1ot signifi-
cantly differont from that of CAR™ ™ mace fed pesticide chow
from week 44 trrongh week 52, As abserved in male CAR
mrice led pesticide chow, female CAR 7 mive did not exhibit 6g-
nificaarly higher serun glocose levels ceither tastiog or aftera glu-
cose bolus), as was pbserved foc WT anamals fed pesticido chow
{Figure §1581. Moreaver, pesteide osposure bod 1o a high dearh
rale in CAR 7 lemales (Figure TB). After 52 wh of pesticide ex-
posuee, only 0% of CAR™  female mice survived, whereass the
survival mie was neacly 88.8% m unexposed CAR™' ™ females. In
female WT mace, the siervival rate was similar hetween mice fod
ol chow und those Tesd pesticide chaw (Figare S16), Knockoa
of CAR m fenale mice modifed the levels of alisost all mseasured
winary pesticide mewsbolins (Figure 8B); CAR™ ™ females find
lower levels of clllarpyrifos, eapuan {captan SO3) and boscalid
metaholites compansd to their WT countemants, and higher lovels of
bosvalid mercapeuric sl 'HNMR smalysis of plastno samples
showed 0o sigificant diffaences i plasma mewbolomics berween
CAR™~ femsale mice fed control chow and these fed pesticide
chow | Figure S8,

It conteast o WT fenade nuce, (o which we idenified several
PPARx-associsted genes ns up-regulaled in mice fed pesticide
chow comsprred 1o those led control chow (Figure 5B, we detected
sagnificantly bower mRN A expression levels of FPAR @ taeget genes
in fermale CAR ' mice fed pestickde chow (C5pdal Acovd, sod
Cpel; Figure 800, Finally, "11-NMR-basal metsholic profiling of
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liver extracts of male CAR / mice dkd nix show any significan
differenoe between auimals fed coatrel chow and those fed pesticide
chow (Figure 8E), Similardy, we cbserved no diffence
in the metsbolle profikes of Liver extrades for femak CAR ' e
fod cantrol chow comgared fo these fd pesticide chaw (Pignee 8F),
incomtrast 1o the resudes in WT mice {Pigure 301

Discussion

Merabolac diseases Tave mulifactoral origms, oflen resulimg
(roen & combination of sedenmry llcstyles and ligh-covrgy Jicts
The involvetnent of sndocrine-disnplive envinuunental contaa-
naats in the oaset of dinhetes and obesity 35 of growing inrerest.
Vanaus epidemialogical {Evangelon e al. 2016), animal {(Grtin
and Blumberg 2000), and mechansuc daea (Grile and Blumberg
2000; Kioy er al 20131 suppoer the hypothesis tar exposure 1o
severu] classss of pessicides, inchuling organophasphorus sand
Oy, may he considered a risk fuctar for abesity and diabetes.
However, mn previous womumal stodies, metabolic dixruptivas
were observed] with specific mdividosl compounds, such as
DDT, DDE, dadkdnn, ghvphosate, mancozeb, mudackopad, or
chiorpyrifos (Androansopolos e al. 2013 Bhaskar and Mobsoty
2014; De Loog sod Holloway 2017), 40 olien @ dosss tha are
oo ligh w be relevant for human expesure | Wang of al. 2114}
Moreaver. mast snxlies investipme the ohesogenic ffect of pest-
cites in & comrext of lagh-fun Gers (Adigun et 8. 20100; Hlowell
e 3l 2015; Lasrao et al, 2014, Lassiter et al. 2010; Maghoal et al,
2016} or vsing @ genetcally indoced model of obesity (Oh'Ob
mice) (Molligan et al. 2017, Peris-Sunpedo ex &, 2015 1o owr
study, we ammed 10 use o pesticide expasure protocel relevont to
comumers’ eaposure. A micfure of six pesticides wis mearpemted
ot o standand rodoyt dir 1o minde the expagae of onstners
(EFSA), which ocows mainly &5 & mixnare of seversl chemicals
through food muke, We chose to assess a reference dose, the TDI,
an estimeted amount ol & suhstance i food or drmkimy water tha
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< be consned over a Lifetiome without presenting an sppreciable
risk (o healih {EFSA)

Obesogenic Impact of the Pesticide Mixture in
Wild-Type Males

We observed that chrooie dictary exposare of WT male mice toa
mixmee of pestiekles 2t levels thar s below 1he TN resulied 1n a
greater BW zain and adiposity than in WT mnles fod cootrol
chow. This supgests that adipose tissne might he a possible target
of pesticides in male mice, ua observed previcusly with several
compoimds {Chagados et al. 201 2), The proadipogenic properties
of pestivides has been corvelated with thelr capaciy 10 dnduce
oxddative stress b 31°3-L1 adipocytes dw vigro (Shen et al, 2017}
and in mice (Armstroag et al. 2013). Impartantly. adipose
PPARy, = major player in WAT hameostasis, bas been repocted
10 he activated by several enviponmental pollusanss, weoding
monn-¢ 2-ethyhexyliphtalare an COS7, €212, and FT3L1 cell
lines (Peige et al, 20075 ad miflumizole in maouse 3T3-1.1 preadi-
pocytes and human mudtpotent mesenchymal stromal stem cells
iLietal 2012).

Hepatic lipid aconmudstion has also been reporsed In mice npon
exposare to perflocecalkyl acids (Des et ad, 2017, perfluseoocta-
neug gedd (Hud et al, 2007), and cadmaun (Zhaoyg et al. 2015), w0d
this mises the question whether the hepatac alterations abserved in
aar stixly are specific 10 pesticide expasize. In our stdy, pesticide
enpasare Jed nol only 10 sTeakss glucose infsolerance and elevaliind
hlood glucose, bur also nesudied m grearer WAT mass amd BW anil
meore caeubating FFAs m W made mice compared 1o mexpas
W male mace. Previous stodies showed thae steatasis indueed In
mice by perfluoranikyl acids (Das =t al. 2017) and perflucroocta-
noic wid § Yan et al, 2015) coarelates with an increased expeession
of lipogenic gencs in the Hver, In the present wok, we did ot
derece significant differences in the mRNA oxpression of hepaic
genes imvolved in de sove fany acid symibesis beiwesn mice fed
conmal wd pessicides chow. It is terefure passible tht TGs
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Figure 8, (A aod 1 Leveds of lighpenommanoy liguid chromatogmphy (HTPLC-high-resolution mass speciompty (HIRMS] featwres of peatcide avesibie
lires Ideatified in urie samples from male (A) and female (8) widdtype (WT) sl ooastimusive sadrosne recepion [CAR)Y T~ mice fad pesticide chiow for
ST wk. *Sp<00l; **p 0001 comparal B0 WT a6 ditcrmined using & amden’s M (C sl 1) Relaive hepatic exprodsins of CAR ot
peroxisonie peodifersor-sctivared yecepor (PPAR | target geaes o detcrmipad by RISgPCR 10 male (O ool fomade (1) CAR™  immice Led coauol (O o
pasticide chow (1% for ST wh (£ cad F) Onboguoed profecton oo Lsent stuctie-discrimuan anslyss (O-PLS.OA) soore plots denved from ihe liver
extract ' HANME- bavad spectes of mesde (B and female (F) CAR™ 7 micwe fod contrald o pestionde el e 52wl Q7Y siprasamts the goodmis of fil
for the MLS-DA models, sad p-valoes were derived using 1 000 permastations of the Y setres. Anca ander the carve of the "H-NMR specrm wars inwegroted
e the gutsthione sigals (GSSG, oudeced torm, medtiples ut 4,75 pean. GSEL seducod Turm, muolopdes o 50 ppaml. Duts are presented oo mean 4 soomdand
crnue of the mcus, *pCODS; **pcBU1. **% 0001, pValuss teprescul dilferesoss betwess mice led costsal chow sad thase fod pesticade Chow 2
detormuped using 2 sudent’s 1oest. Noat C, conuel; P, pesvcide misunes, n= |8 mo per group
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secunmidatang 1o the Yver of WT malo muce exposed 1o pesticales
engmate from adipose tssue Upolysis rather than from hepatc de
nen synthesis, Therefone, the molecular mechansm kading o
stemosis i o model might be distinet from those deseribed in
other stucics. However, whether bepatic sexivsis is 3 genecic
adaptive respomse of (s crgam 10 clironic expasure o polhnants
remsins an open question, These resulls demonstae il chirons
law«lase pesticxde exposure beads 10 sexapecific hepatic meta-
balic dixnohances; WT male mice present with sigmficantly
incresied Depati TGx whereas WT females present with ety
bola chisoges relaed to oxxlative stiess,

Make WT mice fed pesticide chew exhibited higher mRNA
expression of genes myvolved b bepuie deloxifying pathivays
enoopared 10 those fed control chow, supgestmp thar pesticide me-
Eholist oconrs madnky in the liver. This metabolism was inde-
pendent of CAR, as male CAR™Y " mice exhibited the similar
unnuy pestiade metabolife profiles ss WT males, Lives CAR acty-
varion may be linked to the observed increasad expression of te-
patic genes involved in DNA replicasion, exeracedlular maeris, and
eytoskeletan comsisteents, ntracellnbe events tun could predise
pase en individual w hepatocellndar adencont or carcinpons
(Husng of al 20051 The orgaoopbos phates, pyrethrokls, razole,
and curbamate pesticides have been shown to activate CAR in i
{Baldwin and Roling 20049: Tamwra et al, 2013) or in vive | Taniura
elal, 2013), Thos, 3tis Hkely thae, a1 least s our pesticide cocktal,
ehlorpyrifos {OF) andior thiophanate {(cartanite) may be lnvolved
in the activaman of CAR in male mice, though one cannat nule omt
he fnveraction of the aibes compounds with CAR,

Diabetagenic Effect of Pesticide Exposwre in Females
In (enale WT mike, there were not sgnificimt differences in BW
01 WAT mass betwesn WT mice fed comrol chaw imd these fed
pestxide chaw, Marcover, lernsbo WL mice led pestoide chow
did not experience hepatic seatosls as determaned by histolopy
and hepatic TG quansification, However, trunseripiomics snd
metthalomics profiling revealed o sigmficant inpact of pesticiles
in lemade livers, including a markad oxidacve stans and ativa-
ueo of PPARs signaling paliways, o tmascription fedor crucial
for lver farry ocid depmdation [NMontagner et al 2016c Répmer
et al (In press)). Therefore, pesdcide-mduced activation of
PPARY is i gooel agreeenent will  redoced hepatic lpd scounm-
laioo i the livers of fomale mice. PPARX is also invoved m con-
tralling the expression of antoxidant defense enzymes (Anderson
ot al. XI4), such as diose deading to the conjugstion of GSH,
wihtich conld explain at keast gt of e diop in reduead plaratioos
liver content in esposed femals mice. f-oklaton also lemds w the
productsan of free radicals, which could abse induco significan
onadative stress (Pessayre 2007), Therelore, we can bypothessze
that some of the pesticides or thelr metabolites may loteract with
PPARx i WT females, lexding 1o inorensed hepaic 1gnid catabo-
lium, Prevaows stodies densonstraned that some pesticides cuo acte
vie PPARz Pynethon amd diclofop-nwthyl, oo oxnmple, las
been shown o nduce PPAR2-mwdinted trunscriptionnl scivitics
in i yaro separted pene nssays uxing CV-1 monkey kidney oclls
atd in mice (Takewchi et ol 2006). The pesticides methiocarh qmd
Cirhioy] exhibated PPAR= agomist activites in in vitro reporter
geos assnys wsing COS) eells (Aless ad Pelkonen 2013, Fugmo
et al. 2016). The pesticade adjuvant Toximu!™ (Stepan Company)
was reparted G moddlae hepals meabobism tirough the act va-
on of PPARY (Upham et ol 2007). However, oo dac ane yel
nvailahle reganting a passible miernction of ane of the six pesi-
cidex of our study with thas nuclear receptor,

Blood metaboloméc assay on samples from WT expgosed and
nemexposad male snd fermale mice displayed sandlar mershodine
profiles However, urinary membolic pmfiling sy "H-NMR
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wentifid 2-KAA 2x s cwly biomagker that Jdiscrnmunmtes
pesticxlestreated] WT fenmales from WT fomalos fed conirol chow
sl that may be linked 1o the observed increase in blood glucose
in WT female exposed 1o pestickles. There was a oend of kwer
2.KAA levels in pestaide-cxposed W females after andy 6 wk
of exposere and  significast difference afler 36 and 48 wk of
pesticide exposare, A product of lysioe and nypophan Jegrda-
tion, 2-KAA is further degraded in thoe mitochondria via the
DHTKDI enzyme, and 2-aminoadipic and 2-KAA sciduria bave
been Hnked o mwitatzns m DHTKD (Hagen et al. 20155, Wang
etal, (2U53) kentifed 2-aminoadipiv scad. the immxliate precue-
sar of 2.KAA, m 2 pedictor af dizbetes development in normo-
glycemic indivaluals n observational sidy i buman asd
dempastragedd In dva in mace (hat it modduliees glocase liomensta-
s15, wherens fn ving snxdies in muring and Tuman islets sapporn
an effect of Z-anuncadipic xox! on msulm secretion (Wang et al
20133 Using 40 strains of & well-charaoterized munne gemetic
reference popalation and & malilayersd vmacs sppeoasch, Wu
et ul (2014) idemified Dhidail as & primary regulator of plus-
matic 2-aminondipic aoxd, eaplanmg vanance m fasted glucose
and dabetes statns. Changes o 2-amincadipate levels were
highly conelated withh changes in the Homeostatic Model
Assessment {HOMA ) index axd therefore with insalin sensitive
iy, Fiusadly, in a cohort of 835 Caucasian adulis in the Colaus
stody, inchading 43 diabetics snd 792 nondisbetics mnles s
femalex, 2-aminondipic acxd Jevels were also lower in the nrine
of diabetic patients compared 1o healthy patemts (Wu er al
2014d). In this oontext, our fimbmgs saggest that 2-KAN may ke
an early bxonarker of aMeced glocose harmeastasss in W female
mice, axd poant oul the pancreas as a posssble carly tuget of pes-
tiides | Kamath and Rajani 2007).

We also observid significant differences in concerarataon of
g mivrobiois-relned metabolites in the urine of WT female
mice fed pesticide chow comparnsd 1o those fed control dhow, We
found tower levels of metabalies from the methylamine poeh-
way: trimethylaring Is decived fram divtary choline fermentation
by comumensal hacteria and metsholized imo tamethylanine ox-
ide i (e Jiver (Craciun and Balskus 2002), We also observed
higher Jevels of S-imdonybsulfare, s metabolite derived from the
canversian of dictary typtophan to mdale by coteric bacteria and
further conversion of indale i the liver {Wiknff ee al 2009).
Finally, the plenyl derd vati ves p-crese] glacamonide and phenyla-
ceiylglycioe, which were also Jower in e urine of pesticide-
weated WT females, are well-described host pmt micrabiota
conmetabolites (Wikoff o al. 2009). The gut microbiota pos-
sesses pxtenstvi senobitic metabalizing capacities (Claus eral
2016 anik muy be involved in pesicide meshalism i Nemides,
hereby modifying their toxscity. A recent stucdy demonsirated
1kt thre gur mocrobrofa is amvelved in ocganopbosplote nelabo-
Lism. theveby inducing bepatic gluconcogenesis and glicose
intolerance (Velmurugan et al, 20175 Ow results sugyest tha
pesticade Ueatment tnpacted the gut microbiota of W lemale
mice. However, these perurbanons were observed oaly after
48 wh of pestelde exposwre, after metsbolic perurbanions
{such ns hypergiycemia) were set up, which could Imply that
perturhations i the gut mécrohiats are 3 consequence of (e
pestieide-indoced metpbolic disonders and not dthe  cuuse,
Complemeriary  expenments woukl be oecessary 10 fully
understand the role of the gut microbioty in the dinbetogenic
impact of our pesticide mistare in females.

The Role of Constliutive Androstane Receplor in the
Dimorphic Response to Pesticide Exposnre

Ooe of the main Aodings of our experdment was thar the respons
0 pesticxde expusare was sexually  dimorphiv. This sexuul
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dumorplism agpeared to be related to CAR sctzvity. Campared 1o
WT male mace led control chow. those fed pesiicide chow oxhib.
1ted higher expression levels of xenohintic metahalizing enzymes
in the hiver, particalurly thase reflecting increased CAR acivity
(Cyp28Q ] Cyplb10) (Maglich ot al. 2002, As expecied. this
difference in the expression CAR<lependent senobsoiic metabo-
Lizing ¢nzymes was nof seen with CAR™ = miales fed conwol o1
pesticide chow. Marsaver, pesticide-expased CAR™ = males did
not exhihic grearer BW gains o chamges in glucase metshotism
compared o Those (el control chow, As urin:‘y prafiles of pesti-
cide metabolites were simike between CAR™ ™ and W1 males,
we hypothesize that CAR was likely not mvalved in pesticide
metabalsm in males and ol CAR-dependent clhianges i pest-
cide metahalsm cannot acconne for the observed profective
effects mCAR ™ mnles upom pesticide exposure.

Unlike males, CAR activity and other xenobiotic detaxifymg
enzymws were oot induced in livers fooos WT fomakes apoa pests
clde exposure, tereforn suggesting extrahepatic pesticide metaly-
olism, Ilmcva. the urinury pesticxle metnbalite profile of
femmale CAR * mice was iiferent from that of theis W1 coun-
terparts, suggesiing that CAR played o role m pesticade detoxafi-
caroa m fenmales. CAR™ ™ females fod pesticide chow akso
exhibited larger BWs throughous most of the experiment and
exhibiled higher martaliry tum those fed control chow. Reshuced
metabalic capacities in female CAR ' mice may Jead 10 acco-
mudstion of the parest compounds pad may be mors wie tian
their metsholites or may necumulote In vital organs, explainng
the high rate of mortality. Given our observatsan that gui micro-
bicia-related metsboliies are clanped in uine of pestcide-
exposad WT (emakss and die fact that CAR is highly expressed
in the intestine (Bookout et al. ZU06), we speculate that CAR-
dependent metsbalison et in the pot We additonslly found
no considerable differences  GSHGSSG rothos hetween
CAR " mice fod comtrol und pesticide cliow, suggesting va sig-
nilican! orcase in oxiclative stress. This may be attmbured Lo tiee
1ack of PPAR~ activation, as descrmined by e samilar patrem of
Wotmmmmgmhm 7= e fod
coatrel and pesticide chaw. Moreover, activation of PPAR2 has
beva shown 10 be myolved i the control of e espression of
antionddan delerse emayines, sauch #s ose leading 10 the cogje-
gation of GSH (Anderson et wl. 2004). More expetimacats woukd
be necessnry m confinm these Mmmvur, the findings
of alteresl PPARA Goge! genes mthe CAR™ mice after pesti-
vide exposuge mny reflect cross-talks between these two nockse
receptan as prevxnisly repomed by others (Amderson et al, 2004;
Rosen et al. 2017), The dinwphic effect of pesucides may abo
b finked 10 estrogonic protection. A growise body of ovideoos
demomstrates o protective wle of estrogenic signalmyg i the de-
velopment of metabolic syndrome (Mate et al. 2013 Riant et al.
2009; Zm e al 2013, 2019), lhos, we postulate that o owr
model, females pay be prosected fram pesticide-induced obesary
and hepatic fa accumwlazion through estmoyenic signaling,

A Cockwil Effect of Pesticides

We observed signilicat metabolic dysregulation m ammals fed &
pesticide mixtire ot Gases st which each indivilsal pesiicide is sup-
peesed 10 ot exert gy healts impact. The observal disturbaoces
may be linked 1o a cocktail effect resulting from dase additon or
A Symergnhlic intersction between WO ar g compoimids.
frieractions hbetween the pesacides in (he mixiune sy ocour o var-
ions levels or an varioes wrgets sndfor cell signaling mthwuys
(Dellosse et al. 2005; Rizzat et al. 2016).

well known endocrme-merabolic dismipeoes { Adigum et al, :mm,
acting on liver adenyhwe cychse, oxldative stans, ond proanfiam-
matory mirkers (Adigun e al. 2000w Lasam ot al. 2015).
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Nevawcotnoxdes bave been shown Lo distupt the thyron {Blaskar
and Moty 2014). Carboanstte sy aller liver glucose, fat, md
ocidative bolanoe (Wang et al, 2013), and dicarboximide (capran)
Tias been shown o reduce liver reduced gluthione (Dells More
et al, 1994). Comparzsom of the metsholic eflects of 1he pestxcide
mixTire vs, tiose of sach of Use single pesticides requires furher
lovestigatlons, Such compurisons wre meedad 10 understod
whether u syoergisie daegulaton of metsbole pathways or w
additive effect of pesticides on the mduction of oxidative stress
conlid explain e observed metabolic dauptions.

Conclusions

We demoastrwed that 2 pesicide cocktall o wlixh consumers
may be exposed through food 1ntake, nduce! 3l o nontoxee dose
(T level as defined for buman exposure b adjrsted to the BW
of mice) in o maise mixlel, caused metabolic disnyption consist-
ent with disbetic stunss, Morsuver, the séxunl dimpephic Impact
of this posticide vocktad may be governed by distinet xenobictic
membolic capacities and distiner mxclear receptor activation. Ouy
resuits thus qoestion the rekevance of TDIE kevels for indivichal
pesticikles when present i o misnre.
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Supplemental Material

Metabolic effects of a chronic dietary exposure to a low-dose pesticide cocktail in mice: sexual

dimorphism and role of the Constitutive Androstane Receptor.

Céline Lukowicz, Sandrine Ellero-Simatos, Marion Régnier, Arnaud Polizzi, Frédéric Lasserre,
Alexandra Montagner, Yannick Lippi, Emilien L. Jamin, Jean-Frangois Martin, Claire Naylies,
Cécile Canlet, Laurent Debrauwer, Justine Bertrand-Michel, Talal Al Saati, Vassilia Théodorou,
Nicolas Loiseau, Laila Mselli-Lakhal, Hervé Guillou, Laurence Gamet-Payrastre.
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(expected product =315bp)
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Figure S1. Diagram of the murine CAR gene. (A) Boxes represent exons 1 and 2 and arrows
the foward and reverse primers CAR 2H3S and CAR R2 in WT animal, CAR 2H3S and CARR3in
CAR”" mice. Homologous recombination resulted in replacement of exon 1 and 2 with the £
gal and neo resistance genes. (B) Primer Sequences for the 5’ strand mCAR 2H3S, and for the
3’ strand mCAR R2 in WT and mCAR-R3 in CAR” animals. (C) The sizes of the generated DNA
sequences using PCR were 315 and 500 bp in WT and CAR”" mice respectively.
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Figure S2. Pesticide metabolites identified in urine samples from male and female mice
exposed for 48 weeks. (A) An example MS/MS spectrum of m/z 230 corresponding to [M-H]
of THPI conjugated to sulphate (Captan SO3). (B) Chemical structures of pesticide metabolites
identified in urine samples. Position of glucuronide. Boscalid Glc ac (a and b) and mercapturic
conjugation of boscalid are undetermined.

190



Chapitre llI

A Ziram Thinfanabe
r 30 11
E i s 1] 12' T
M = Male
-ni-l' & E ? # Femala
Y 4 % §
= ¥ An
By W 24
=4 Wt Ry~ §
10 i
o Rt L LT ] o - - e
04 31216 20 24 38 33 36 40 44 48 52 0 & A3 BT830 34 385X 8 Sf 44 4E 82 0 4 B 1263342800 3 A0 &4 48 82
Exprirlacrin Ditiin el bd b Enpomors lims |weshs) Expusuns frmp [wasts)
Captan Chimmpyning Bacenca il
110 o
122 . 1= ................................ e e - TFOi
Em H - Male
E :E i 2 -+ Fimaia
e
a0 W
2 ap i i T e -y
s b 3
2 e g T L I Ty '
"0 1
04 3121820 4512640424850  p 4 B AZ162024Z632 I6A0S4ANET O 4 B 121630243037 36 67 44 153
[E ngunta Lavin Birki (el Erpoxars lims fwsse Expems s bme sk |
B Iﬂirrl Thizchoprid
Ey= LT
3
" B
T
4
.E B
3 5
4
82 3
: ]
¥ .
0 o
THM F TEHM F

Figure S3. Quantity of ingested pesticides per gram of WT mouse. (A) Level of exposure based
on pesticide levels in pellets as determined by GC/MS LC/MS/MS and measured food
consumption as a function of exposure duration; (B) Mean % standard error of the mean
pesticide exposure in male (M) and female (F) mice over the 52-week exposure period. ***
P<0.001 compared to respective TDI as determined using the Student’s t-test. n=18 mice per
group. TDI, Tolerable Daily Intake; BW body weight.
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Figure S4. Food and water intake in WT male (M) and female (F) mice who were fed pesticide
chow (P) or control chow (C). Data are presented as mean % standard error of the mean.
*P<0.05 compared to mice fed control chow as determined using a two-way ANOVA .
***P<0.001 between male and female mice fed control chow as determined using a two-way
ANOVA.
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Figure S5. Body weight of WT males (A) fed control and pesticide chow and of females (B) fed
control and pesticide chow after 16, 36 and 48 weeks of exposure. Results are the mean +
standard error of the mean with n=5 (cages 1 and 2) and n=4 (cages 3 and 4).
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Figure S6. Blood glucose and blood insulin measured in WT male (A) and female (B) mice after
52 weeks of control (C) or pesticide (P) chow. Data are presented as mean # standard error of
the mean. n= 18 mice per group.
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Figure S7. Analysis of plasma from WT male (A, B) and female (C, D) mice fed control (C) or
pesticide (P) for 52 weeks. Data are presented as the mean + standard error of the mean.
*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. P-values represent the difference between mice fed control
chow and those fed pesticide chow as determined using a Student’s t-test; n=18 mice per
group. FFA, free fatty acid; TG, triglyceride; LDL, low density lipoprotein; HDL, high density

lipoprotein
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Figure S8. O-PLS-DA score plots derived from the plasma spectra of WT males (A), WT females (B), CAR
- males (C) and CAR” females (D) after 48 weeks of either control (C) or pesticide (P) chow. Plasmatic
biomarkers of pesticide exposure were investigated using H-NMR based metabolomics.Q2Y
represents the goodness of fit for the PLS-DA models and p-values were derived using 1000

permutations of the Y matrix.
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Figure S9. Hepatic lipid analysis of WT male (M) and female (F) mice after 52 weeks of eating

either control (C) or pesticide (P) chow. (A) Heat map with hierarchical clustering, allowing the
definition of 6 lipid clusters, as labeled on the left side of the map. (B) The relative PS32:0,
PS34:0, PS36:1 abundances for cluster 5 (lipid species specifically down-regulated in males
exposed to pesticides. (C) The relative SM18:1/16:0, PC30:0, PC 32:0 abundances for cluster 4
(lipid species up-regulated in males and females exposed to pesticides). (D) The relative
C18:2n-6, Cerd18:1/C26:1, SM18:1/24:1 abundances for cluster 2 (lipid species down-
regulated in males and females exposed to pesticides). (E) The relative TG51, TG53, PI36:0
abundances for cluster 1 (lipid species specifically up-regulated either in males or in females
exposed to pesticides). Data are presented as the mean of relative abundance in each lipid
species + standard error of the mean. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. P-values represent
the difference between mice fed control chow and those fed pesticide chow as determined
using a Student’s t-test; n=18 mice per group. PS, Phosphatidylserin; SM Sphingomyelin; PC,
Phosphatidlcholine; FAME, Fatty acid methyl ester, TG triglycerides; Pl, phosphatidylinositols,
PE, phosphatidylethanolamine.
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Figure S10. Partially assigned 600 MHz 1D NMR spectra of (A) aqueous liver extract and (B)
urine from mice. Numerical keys are described in Table S4.
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Figure S11. Identification of 2-ketoadipate in urine from WT female fed pesticide chow. (A) *H-'H
800MHz TOCSY spectra of a representative female urine sample showing the cross-peaks between the
different signals of 2-oxoadipate (multiplet at 1.84 ppm, triplet at 2.22 ppm, and triplet at 2.79 ppm).
(B) A spike-in experiment was performed in a representative urine sample using the standard of 2-
oxoadipate and confirmed an increase of the three above-described signals (as pointed by black
arrows) in the spiked-in sample.
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Figure S12.Area under the curve integrated for the 1.81-1.84 ppm (triplet) signal of 2-ketoadipate
obtained from *H NMR urine samples analysis of WT female mice fed control (C) or pesticide (P) chow

for 6, 36, or 48 weeks
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Figure S14. Comparison of genes identified as upregulated in response to pesticide exposure
in female mice with PPARa-sensitive genes as identified from Montagner et al. (2016) and
Regnier et al. (2017). (A) Venn diagram showing the numbers of hepatic genes specifically up-
regulated in response to pesticides in female mice (p<0.05) in this study, the number PPARa-
sensitive genes, and the number of genes shared between them. Genes were considered
PPARa-sensitive when up-regulated (p<0.05) in response to pharmacological agonist
(fenofibrate) in the liver of PPARahep*/* but not in PPARcthep” mice (Montagner et al., 2016)
and down-regulated (p<0.05) in the liver of fed PPARathep”- mice when compared to fed
PPARahep** mice (Régnier et al, 2017). (B) Expression profile for the 41 hepatic genes
identified in our study and reported as related to PPARa —dependent pathways by Montagner
et al. (2016) and Regnier et al. (2017) in females and males fed pesticide chow for 52 weeks.
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chow for 52 weeks.
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Table S1:

Gene
TBP
Cyp2b10
Cyp2b9
Cyp4al0
Ehhadh
Acot5
Cpt1
Acox1

Chapitre llI

Oligonucleotide sequences used in real-time PCR

NCBI Refseq Forward primer (5' 3')

NM_013684
NM_009999
NM_010000
NM_010011
NM_023737
NM_145444
NM_013495
NM_015729

ACTTCGTGCAAGAAATGCTGAA
TTTCTGCCCTTCTCAACAGGAA
CTTTGCTGGAACTGAGACCACA
TCCAGCAGTTCCCATCACCT
CGTCTCCTCGGTTGGTGTTC
CATGGCTCTGGCTTATTATAAATATGAT
GAAGAAGAAGTTCATCCGATTCAAG
CAGACCCTGAAGAAATCATGTGG

Reverse primer (5' 3')
GCAGTTGTCCGTGGCTCTCT
ATGGACGTGAAGAAAAGGAACAAC
GATCTGAAAATCTCTGAATCTCATGG
TTGCTTCCCCAGAACCATCT
ATTATCTTCTTTGCAGTATCTAGCTGCTT
CCTTTGGAAATCCCTAGCAGG
GATATCACACCCACCACCACG
CAGGAACATGCCCAAGTGAAG
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Table S2. List of the metabolites of pesticides screened by UHPL-HRMS

Pesticide Metabolite Raw formula
Boscalid parent CisH12CI;N,0
Boscalid glucuronide conjugate C24H20CI2N,04
Boscalid sulfate conjugate CisH12ClaN,04S
Boscalid glutathione conjugate CasH27ClaNsO4S
Boscalid Cys-Gly conjugate C23H20Cl2N404S
Boscalid mercapturate conjugate Ca3H19ClaN304S
Boscalid cysteine conjugate C21H17ClaN303S
Boscalid hydroxy C18H12ClHN, 0,
Boscalid hydroxyglucuronide C24H20CI;N, 05
Boscalid hydroxysulfate CisH12Cl2N,05S
Boscalid hydroxydiglucuronide C30H23ClaN2014
Boscalid hydroxydisulfate C24H20CI3N,011S
Boscalid hydrolyzed CsH4NOCI
Boscalid hydrolyzed and glucuronide conjugate C12H10NOgCl
Boscalid hydrolyzed and sulfate conjugate CsH4NOsCIS
Boscalid dihydroxy CisH12Cl2N,05
Captan parent CsHsCIsNO,S
Captan Glucuronide conjugate Ci5H16CIsNOsS
Captan Sulfate conjugate CoHsClsNOsS;
Captan THPI CsHoNO,
Captan THPI glucuronide conjugate C14H17NOg
Captan THPI sulfate conjugate CsHsNOsS
Captan 5-OH THPI CsHoNO3
Captan 5-OH THPI glucuronide conjugate C14H17NOg
Captan 5-OH THPI sulfate conjugate CsHoNOgS
Captan 3-OH THPI CsHoNO3
Captan 3-0OH THPI glucuronide conjugate C14H17NOg
Captan 3-0OH THPI sulfate conjugate CsHoNOgS
Captan THPAM CsHuNO;
Captan THPAM glucuronide conjugate C14H19NOg
Captan THPAM sulfate conjugate CsH11NOgS
Captan THPI epoxide CsHoNO3
Captan THPI epoxide glucuronide conjugate C14H17NOg
Captan THPI epoxide sulfate conjugate CsHoNOgS
Captan 5-OH THPAM CsH11NO,
Captan 5-OH THPAM glucuronide conjugate C14H10NO1o
Captan 5-OH THPAM sulfate conjugate CsH11NO-S
Captan 3-OH THPAM CsH11NO4
Captan 3-OH THPAM glucuronide conjugate C14H10NO1o
Captan 3-OH THPAM sulfate conjugate CsH11NO-S
Captan diOH HHPAM CsH11NOs
Captan diOH HHPAM glucuronide conjugate C14H19NO1;
Captan diOH HHPAM sulfate conjugate CsH11NOsS
Captan 4,5-diOH HHPI CsH11NO,
Captan diOH HHPI glucuronide conjugate C14H10NO1o
Captan 4,5-diOH HHPI sulfateconjugate CsH11NO-S
ChlorpyrifosEt parent CoH11CIsNO3sPS
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ChlorpyrifosEt TCPy CsH,CIsNO
ChlorpyrifosEt TCPy glucuronide conjugate C11H10CIsNO>
ChlorpyrifosEt TCPy sulfate conjugate CsH,CIsNO4S
Thiacloprid parent C10H9CIN4S
Thiacloprid 4-OH C10H9CIN4OS
Thiacloprid 4-OH glucuronide conjugate Ci6H17CIN4O+S
Thiacloprid 4-OH sulfate conjugate C10HsCIN4O4S
Thiacloprid 6-CN-glycine conjugate CsH7CIN,O3
Thiacloprid 6-CN-glycine glucuronide conjugate C14H15CIN2Oq
Thiacloprid 6-CN-glycine sulfate conjugate CsH7CIN4OgS
Thiacloprid hydroxylamide C10H11CIN4O,S
Thiacloprid hydroxylamide glucuronide conjugate C16H19CIN4Os
Thiacloprid hydroxylamide sulfate conjugate C10H11CIN4OsS;
Thiacloprid O-analogue C10HsCIN4O
Thiacloprid hydrolyzed CsH4CINO,
Thiacloprid Hydrolyzed and glucuronide conjugate C12H12CINOg
Thiacloprid Hydrolyzed and sulfate conjugate CsH4CINOsS
Thiophanate-Me parent C12H14N404S;
Thiophanate-Me glucuronide conjugate C1sH22N4010S;
Thiophanate-Me sulfate conjugate C12H14N405S;
Thiophanate-Me carbendazime CoHoN30;
Thiophanate-Me carbendazime glucuronide conjugate CisH17N3Og
Thiophanate-Me carbendazime sulfate conjugate CoHgoN30sS
Thiophanate-Me 5-OH-carbendazime CoHoN303
Thiophanate-Me 5-OH-carbendazime glucuronide C15H17N30q
conjugate
Thiophanate-Me 5-OH-carbendazime sulfate conjugate CoHoN306S
Ziram dithiocarbamic acid C4HsS;
Ziram dithiocarbamic glucuronide conjugate C10H1606S:
Ziram dithiocarbamic glutathione conjugate C14H23N306S;
Ziram dithiocarbamic Cys-Gly conjugate CoH16N203S;
Ziram dithiocarbamic mercapturate CoH1sNOsS;
conjugate
Ziram dithiocarbamic cysteine conjugate C;H13NO,S;
Ziram carbamic acid C4Hs0,
Ziram carbamic acid glucuronide conjugate C10H160s
Ziram carbamic acid sulfate conjugate C4Hs0sS
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Table S3. Fasting blood glucose (mg/dL) in male and female mice fed either pesticide or

Chapitre llI

control chow after 16, 36, and 48 weeks.

Exposure Male mice Female mice | P-value®
Control chow

16 weeks 131.5 170.1 0.001
36 weeks 124.0 142.7 0.019
48 weeks 118.1 144.3 0.035
Pesticide chow

16 weeks 145.8 182.6 0.002
36 weeks 145.4 182.8 0.003
48 weeks 163.0 172.2 0.045

Note: n=9 mice per group.
2P values represent difference between male and female mice as determined using a Student’s t-test.
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Table S4. H and partial 13C assignments for identified metabolites. U, urine; L, liver.

Number Metabolite

Metabolic pathway

3 "H (ppm) Multiplicity &*°c (ppmj Matrix

1

2

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19
20
21

22

23

24

25

26

Bile acids (mixed)

Bile acids (tauroconjugated)

Bile component

Bile component

Short and Medium Chain Fatty ac Energy metabolism

Leucine

Valine

Isoleucine

a-keto-B-methyl-N-valerate

2-ketoisocaproate

a-ketoisovalerate

3-hydroxybutyrate

B-hydroxyisovalerate

Lactate

Threonine
a-hydroxyisobutyrate
Alanine

Ornithine

Putrescine

2-oxoadipate

Acetate
N-acetyl groups
L-glutamate

L-glutamine

Methionine

Glutathion (oxidized)

Glutathion (reduced)

Ureidopropionate

Amino acid

Amino acid metabolism

Amino acid

a-keto acids

a-keto acids

a-keto acids

Ketone body

Amino acid metabolism

Organic acids - Energy
metabolism

Amino acid metabolism
Amino acid metabolism
Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Organic acids - Energy
metabolism

N-acetylated glycoproteins

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Glutathion metabolism

Glutathion metabolism

Nucleotide metabolism

0.6-0.75
0,92
0,72
0,92
3,08
0,87
1,3
1,59
2,3
0,96
1,72
3,74
0,99
1,05
2,29
3,62
0,94
1,01
1,26
1,48
2
3,65
0,88
1,1
1,71
2,94
0,94
2,12
2,62
1,13
3,03
1,19
2,32
2,4
4,14
1,21
2,6

1,33
4,11
1,33
3,61
4,23
1,36
1,49
3,79
1,72
1,93
3,03
3,77
1,78
3,07
1,84
2,22
2,79

1,93
2,06
2,06
2,35
3,76
2,13
2,45
3,77
2,14
3,79
2,17
2,53
2,98
3,31
3,76
4,75
2,17
2,56
2,95
3,76
4,56
2,38
3,31

)

nQ3I3A+33IIAA0OO

o 23332-"

Q9 a U)B%%D_EQQ o

Qn

w~3383300 ~3~3~~33

©9~*23333333§83"

16

31,8
28,4
23,6

19,5
20,8

24,6

51
19,3

24,4

30,4

22,8

22,3

29,4
19,1

41,9
25,2
22,5

22,5
41,6

25,2
29,8
36,4

29,3

17,15

29,1
34,2

41,6

40,3

L
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27

28

29
30

31
32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42
43
44

45

46

47

48

49

50
51
52

53

54
55

Succinate

a-ketoglutarate

Methylamine
L-aspartic acid

Dimethylamine
Unknown 1

Trimethylamine

Dimethylglycine

Creatine

Creatinine

Choline

O-phosphocholine

Carnitine

Betaine

Taurine

Trimethylamine N-oxide
Methanol
Sucrose

B-glucose

AMP

N-methylnicotinamide

B-arabinose

a-glucose

Glycine
Allantoin
UDP-glucose

UDP-glucuronate

Urea
Uridine
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Organic acids - Energy
metabolism
Organic acids - Energy
metabolism

Choline metabolism - Host-

gut microbiota cometabolism
Amino acid metabolism

Choline metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Choline metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism
Choline-betaine metabolism -
One carbon metabolism
Muscle energy metabolism

Muscle energy metabolism -
renal fonction marker

Choline-betaine metabolism -
One carbon metabolism

Choline-betaine metabolism -
One carbon metabolism
Energy metabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism

Choline metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism

Nicotinate - nicotinamide
metabolism

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism

Amino acid metabolism
Nucleotide metabolism
Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism

Amino acid metabolism

2,42

2,45
3,02

2,61
2,66
2,8
3,89

2,72
2,84
3,62

2,93
3,04
3,94

3,05
4,07

3,2
3,55

3,21
3,58
4,13
3,23
3,27
3,88
3,28
3,44

3,28
3,36
3,49
3,61
3,7
5,4
3,81
4,05
4,23
3,51
3,75
4,66
4,01
4,36
4,5
6,14
8,27
8,62

4,48
8,19
8,97
9,28
3,52
3,77
3,95
4,53
3,45
3,56
3,72
3,84
3,97
5,25
3,56
5,4
5,6
5,95
7,93
5,6
5,98
7,96
5,8
5,89
5,9
7,89

dd
dd
dd

A" 0 0p0n330

n n

Qo

36,8

33,4

26,7

37,6
60,4
47,6
46,5
39,9
56,6

33,1
59,2

56,7

56,6

56,8

55,9

50,4
38,5

62,3
51,7

95,1

98,7

89,6

51,5

94,8
44,4
66,2

UL

U,L
uU,L

uU,L

UL

uU,L

—Ccr

-
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56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72
73

NADP+

NAD+

Inosine

3-hydroxycinnamate

Fumarate

Chapitre llI

Coenzyme

Coenzyme

Purine metabolism

Amino acid metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Energy metabolism
Nicotinate - nicotinamide

N-methyl-2-pyridone-5-carboxan metabolism

Nicotinate - nicotinamide

N-methyl-4-pyridone-5-carboxan metabolism

p-cresol glucuronide

Tyrosine

3-indoxylsulfate

Phenylalanine

Phenylacetylglycine

Hippurate

Nicotinurate

Nicotinamide

Pseudouridine

Formate
Isovalerate

Amino acid metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Amino acid metabolism

Amino acid metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Amino acid metabolism - Host-
gut microbiota cometabolism

Nicotinate - nicotinamide
metabolism

Nicotinate - nicotinamide
metabolism

Nucleotide metabolism
Organic acids - One-carbon
metabolism

Energy metabolism

6,03
6,1
8,15
8,42
8,584
8,82
9,12
9,3
6,04
6,09
8,18
8,2
8,44
8,84
9,15
9,34
6,11
8,23
8,34

6,43
6,9
7,16
7,31
6,52

6,67
7,96
8,33

6,7
7,83
8,54

6,84
7,05
7,22
6,87
7,19

7,2
7,27
7,5
7,7
3,12
3,26
7,33
7,38
7,43

3,68
7,36
7,42

7,56
7,65
7,88

3,99
7,6
8,25
8,72
8,94

7,61
8,23
8,7

8,95
7,68

8,45
0,9

1,94
2,02

&Ul Qo unwaoannwnaaon

wpnpanaan

dd

0w ~+

dd

Q

[oR= e RS

3338g8°a""
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dd

dd

dd

dd

dd
dd

n n
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89,5
102,6

91,1

118,4

120,9
132,8
145,3

122,9

119,5

132,5

124,3

120,1

131
131,8

135

144,5
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Table S5. OPLS correlation coefficients determined for discriminate treatment models
constructed from *H-NMR spectra for urine obtained from untreated mice and mice treated
with pesticides at 6 weeks, 24 weeks, and 48 weeks. Metabolites with correlation coefficients
greater than Rcrit at the 5% (p=0.05) level were selected as the discriminant biomarkers. A
positive correlation coefficient corresponds to a relative increase in the concentration of
metabolite in the pesticide-treated group and a corresponding decrease in the control group.
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DISCUSSION

Les hormones sexuelles des femelles sont impliquées dans cette protection contre ces perturbations

métaboliques.

Réle potentiel des hormones stéroidiennes dans l'activité dimorphique du récepteur CAR: la

corticostérone et les oestrogenes des acteurs clés ?

Le rble dimorphique du récepteur CAR pouvait étre envisagé étant donné I’affinité de ce récepteur
pour les androstanes, métabolites de la testostérone et premiers ligands agonistes inverses identifiés
de ce récepteur et par son rbéle majeur dans le catabolisme et linactivation des hormones
stéroidiennes (Chen et al., 2007a; Forman et al., 1998a; Yamamoto et al., 2006; Yu et al., 2005). De
plus, I'activité de ce récepteur présente aussi un dimorphisme sexuel important avec une expression
des genes cibles de CAR plus importante chez les femelles par rapport aux males (Hernandez et al.,
2009a). Cependant, l'influence et I'importance du sexe sur le métabolisme énergétique et sa

dépendance au récepteur CAR n’ont jamais été étudiées ni soulevées.

Pourtant, dans la littérature d’autres récepteurs nucléaires présentent un important dimorphisme
sexuel vis-a-vis du métabolisme énergétique. Ainsi les souris femelles présentant une délétion au
niveau hépatique du récepteur aux androgénes soumises a un régime riche en graisse sont protégées
de la stéatose et de I'insulino-résistance retrouvées chez les males (Lin et al., 2008). Seules les souris
males déficientes pour le récepteur PPARa présentent une sévere stéatose tandis que les femelles
déficientes pour ce récepteur présentent une obésité avec I’adge plus sévere que les males (Costet et
al., 1998). La résistance a la survenue de la stéatose chez ces femelles serait liée a une capacité plus
importante de sécrétion des TG dans les VLDL par rapport aux males (Lewitt and Brismar, 2002). Des
souris déficientes pour la synthése endogéne d’cestrogéne (déficientes pour I'aromatase (ARKO)) dont
les récepteurs ER sont ainsi inactivés présentent un dimorphisme sexuel, avec un développement

d’une stéatose hépatique uniquement chez les males (Hewitt et al., 2004).

Nous proposons comme premiere hypothese que I'effet dimorphique de I'absence de CAR sur le
contrble de I’'homéostasie énergétique est lié a un déséquilibre hormonal. Plus précisément, I’absence
du récepteur CAR conduit a des effets contrastés sur les niveaux d’hormones stéroidiennes avec des
conséquences pathologiques distinctes selon le sexe. Les souris CAR” males et femelles présentent
des niveaux élevés en corticostérone par rapport aux souris de type sauvage. Les glucocorticoides sont
de puissants régulateurs de la différenciation adipocytaire (Pantoja et al., 2008). Sur des souris
présentant une surexpression de I'’enzyme de synthése des glucocorticoides uniqguement au niveau
adipocytaire, la 11p hydroxysteroide déshydrogénase de type 1 (11BHSD1), les niveaux élevés de
corticostérone induisent une obésité viscérale ainsi qu’une insulino-résistance, un diabete et une

hyperlipidémie (Masuzaki et al., 2001). La déxaméthasone, ligand synthétique du récepteur aux

214



DISCUSSION

glucocorticoides (GR) induit la dégradation du transporteur GLUT2 et I'inhibition de la sécrétion
d’insuline dans des cellules B-pancréatiques isolées (Gremlich et al., 1997). L’apparition d’une stéatose
hépatique suite a un traitement chronique aux glucocorticoides est un effet secondaire couramment
observé (Vegiopoulos and Herzig, 2007) et les patients atteints du syndrome de Cushing sont aussi
confrontés a cette pathologie (Pivonello et al., 2016). De facon intéressante, LXRB semble impliqué
dans I'effet pro-stéatogénique des glucocorticoides, les souris déficientes pour LXRB sont protégées
de la stéatose hépatique induite par un traitement aux glucocorticoides (Patel et al., 2011). Dans ce
sens la délétion de CAR induit I'expression des génes cibles de LXR, Abcg5 et Abcg8 uniquement chez

les males et pourrait de ce fait potentialiser I'effet pro-stéatogénique des glucocorticoides (Figure 18).
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Figure 18: Exemple de génes hépatiques différentiellement exprimés entre males et femelles
déficients pour le récepteur CAR. Profil d’expression de 9 génes hépatiques des souris CAR”- 4gées de
16 semaines différentiellement exprimés en fonction du sexe (p-value<0.05, n=6).

L’absence de phénotype métabolique chez les femelles déficientes pour le récepteur CAR peut étre
liée a leur niveau d’cestrogénes. Le réle protecteur des cestrogénes vis-a-vis des perturbations
métaboliques est bien connu (Bryzgalova et al., 2006; Riant et al., 2009b). De plus, une étude récente
a montré une interaction potentielle entre le récepteur GR et les cestrogenes. Notamment, la
déplétion en cestrogenes (E2) par la réalisation d’ovariectomies induit une stéatose hépatique
dépendante du récepteur GR via son activation par I’hormone FSH (Quinn et al., 2018). Ainsi chez les
femelles CAR” les conséquences délétéres de niveaux élevés de corticostérone seraient atténuées par
les niveaux élevés en cestrogenes. Les cestrogenes limiteraient la sécrétion de FSH et donc I'activation

de GR et de ses effets déléteres.

La protection des femelles CAR”" contre les troubles métaboliques observés chez les males CAR”" est

dépendante des hormones sexuelles et semble plus particulierement dépendre des cestrogénes. En
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effet, les ovariectomies réalisées sur ces souris levent cette protection et entrainent les mémes
perturbations métaboliques que celles observées chez les males CAR” (diabéte, obésité, stéatose
hépatique). Il serait intéressant de soumettre ces souris CAR”* & un régime riche en graisse pour savoir
si leurs hormones sexuelles leurs conferent aussi une protection contre I'effet obésogene et

diabétogene de ce régime.

D’autres observations apportent des arguments en faveur d’un niveau élevé en cestrogénes chez les
souris femelles CAR”, notamment au niveau de leur réponse immunologique. En effet, les souris
femelles CAR”" présentent une altération de la réponse immunologique adaptative, la stimulation de
leurs splénocytes mis en culture avec les anticorps anti-CD3/CD28 augmente de facon significative les
niveaux de cytokines IFNy, et ceci n’est pas retrouvé chez les souris males CAR”" (Figure 19). Cette
observation est en accord avec I’hypothése selon laquelle les souris femelles CAR”” présenteraient des
niveaux élevés en oestrogénes, les cestrogenes jouant un role dans la modulation de la réponse

adaptative (Beagley and Gockel, 2003; Fox et al., 1991)
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Figure 19: Etude de la réponse immunologique systémique des souris WT et CAR”". Les splénocytes
issus de souris males (A) et femelles (B) WT et CAR”" sont mis en culture et stimulés au CD3/CD28. Les
concentrations en IFNy dans le milieu de culture sont mesurées par un dosage ELISA.

Ces souris femelles CAR”" présentent également une diminution de la perméabilité paracellulaire au
niveau du jéjunum, or dans la littérature le potentiel réle des cestrogénes comme facteur diminuant la
perméabilité intestinale a été décrit (Braniste et al., 2009). Ceci conforte I’hypothese d’'une implication

des cestrogenes dans I'effet dimorphique de CAR.

Pour poursuivre ces travaux et vérifier 'ensemble des hypothéses, différentes perspectives sont
envisagées. Diminuer les niveaux de corticostérone chez les souris CAR” par une ablation des
surrénales ou en utilisant la thermoneutralité (30°C) (Giles et al., 2017), ou limiter leur production en

utilisant un inhibiteur pharmacologique de I'enzyme la 11BHSD1 (par exemple le Métyrapone) sont
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des stratégies qui permettraient de confirmer ou non le role des corticostérones dans les troubles
métaboliques observés chez les souris CAR”". De plus, il serait intéressant de réaliser un dosage par
spectrométrie de masse de toutes les hormones (Analyse stéroidomique globale) sur les souris dgées
CAR”" méles et femelles afin d’établir le profil précis des dérégulations hormonales engendrées dans
chaque sexe par la déficience de ce récepteur. En effet, des niveaux élevés d’une autre hormone, la
testostérone ont été retrouvés uniquement chez les souris males CAR”, ce résultat est en accord avec
les données de la littérature montrant que des niveaux élevés en testostérone chez les souris CAR”
sont responsables d’une élévation de la densité osseuse chez ses souris (Cho et al., 2014). Il serait
intéressant de ce fait de mesurer chez ces souris CAR”- males les niveaux d’ostéocalcine, hormone
sécrétée par les ostéoblastes et exercant des effets métaboliques importants comme par exemple une
augmentation de la sécrétion et de I’expression de I'insuline dans les cellules B-pancréatiques (Bilotta

et al., 2018; Booth et al., 2013).
Réle de 'autophagie dans I'effet dimorphique du récepteur CAR

L'analyse du transcriptome hépatique par microarray a permis d’établir une autre hypothese
impliquant le processus d’autophagie pour expliquer I'effet stéatogénique de la délétion de CAR chez
les males. L'autophagie est définie comme un processus de recyclage permettant |'autolyse de
composants cytoplasmiques par le lysosome. La dérégulation de I|’autophagie contribue au
développement de troubles métaboliques (Kim and Lee, 2014). Il a en effet été montré, chez la souris,
que des délétions hépatocytaires de genes impliqués dans la régulation de I'autophagie (Atg7 et
Vps34) entrainent une augmentation du contenu lipidique hépatique (Jaber et al., 2012; Singh et al.,
2009b). Une étude récente montre une régulation du processus de I'autophagie impliquant le
récepteur nucléaire FXR et le facteur de transcription CREB (Seok et al., 2014). Un des génes cibles du
facteur de transcription CREBP est le facteur de transcription ATF5 (Impey et al., 2004) et il a été
démontré une coopération entre ATF5 et le récepteur nucléaire CAR pour la transactivation du géne

CYP2B6 (Pascual et al., 2008).

Dans notre étude, I'analyse du transcriptome hépatique par microarray des souris males et femelles
WT et CAR”, 4gées de 16 semaines a permis de révéler une régulation différentielle de certains génes
impliqués dans I’autophagie en fonction du sexe des souris CAR”". Par exemple, les génes Atg16/1 et
Atg2b sont surexprimés chez les souris males CAR” par rapport aux WT males alors que, chez les souris
femelles CAR”", I'expression de ces génes est réprimée par rapport aux WT femelles. Des résultats
préliminaires obtenus récemment sont encourageants, et témoignent d’une dérégulation de
I'induction de I'autophagie en réponse a un jeline chez les souris males CAR”" (Figure 20). Ceci
représenterait une possible explication de la stéatose observée uniquement chez les souris males CAR

/_-
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Figure 20: Dérégulation des genes et des protéines LC3 en réponse a un jeline chez les souris males
CAR”" A. Expression relative des ARNm hépatiques impliqués dans la voie de 'autophagie de souris
males WT ou CAR”" sacrifiées a I’état nourri ou mises a jeun 12 heures avant le sacrifice (n=8 par
groupe). B. Protéines hépatiques LC3I et LC3II de souris males WT ou CAR”" sacrifiées a I’état nourri ou
mises a jeun 12 heures avant le sacrifice. (C) Quantification du Western Blot et normalisation par
rapport a I’expression de B-actine pour chaque échantillon (n=2 par groupe). * ; p<0.05, ** ; p<0.01,
*** -n0<0.001

Cytochrome P450 et dimorphisme sexuel

Comme vu dans l'introduction bibliographique, certains cytochromes P450 sont spécifiquement
régulés dans un sexe via I'axe GH/Stat5b/Hnf4a (Clodfelter et al., 2006; Park et al., 2006). Cyp7b1 est
par exemple un géne spécifique des males, pourtant chez les souris males CAR” on observe une
répression de ce géne au niveau hépatique par rapport aux souris WT males. On peut supposer que les
males CAR”" présentent une altération de la « masculinisation » de leur foie. En accord avec cette

hypothése, nos analyses lipidomiques montrent que certaines espéces lipidiques, dont SM18 :1/16 :0
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et P136 :1, présentent des niveaux significativement plus élevés chez les males WT par rapport aux
femelles WT, sont au contraire similaires chez les males et femelles CAR”. Nos analyses
métabolomiques rejoignent cette hypothese selon laquelle la délétion de CAR diminue les différences
dimorphiques hépatiques. Sur I’'analyse en composante principale la séparation entre les males et
femelles WT est plus marquée que la séparation entre males et femelles CAR”". Il serait intéressant
d’étudier I'axe GH/Stat5b/Hnf4a chez ces souris, en réalisant pour commencer un dosage de
I’'hormone de croissance sur différents temps. De plus, plusieurs données sur 'Homme et la souris
suggerent que HNF4a régulerait I’expression de CAR qui régulerait a son tour I'expression des CYPs

(Wiwi et al., 2004; Wortham et al., 2007).

La principale difficulté a laquelle toutes ces hypothéses sont confrontées est de savoir si les
dérégulations de I'expression de certains genes observées sont directement liées a la délétion de CAR
ou sont liées au phénotype engendré par la délétion de CAR. Pour mieux caractériser la succession
d’événements liés a la délétion de CAR et qui conduit aux phénotypes observés, une analyse ChIP séq
peut étre envisagée pour identifier les génes régulés directement ou indirectement au niveau
hépatique par le récepteur CAR. Le récepteur CAR est exprimé dans différents tissus autres que le foie,
notamment dans l'intestin et les reins. Afin de déterminer si son role dans I’apparition des troubles
métaboliques dimorphiques est lié uniquement a son activité hépatique ou a son activité périphérique,
la création d’une lignée présentant une invalidation hépato-spécifique de CAR va étre réalisée. Elle
permettra de préciser la contribution de I'activité hépatocytaire du récepteur au phénotype observé

et a son dimorphisme sexuel.
Effets des pesticides sur le métabolisme énergétique

Méme si le maintien de I'homéostasie énergétique est finement controlé et régulé par
différents facteurs de transcription, ce fragile équilibre peut étre modifié par le mode de vie et
I’exposition a certains polluants environnementaux. Dans une seconde partie de mes travaux de these,
nous avons évalué I'impact d’un facteur environnemental sur I’homéostasie énergétique et I'influence

de CAR dans la réponse a une exposition chronique a un mélange de pesticides a faibles doses.

Mes travaux ont permis de démontrer que I’exposition par I’alimentation de souris a un mélange de
pesticides a des doses supposées non toxiques (doses tolérables journalieres) conduit a des
perturbations métaboliques dépendantes du sexe. Le récepteur nucléaire CAR semble en partie
responsable de ces effets dimorphiques. En effet, nous avons montré que la réponse dimorphique a
I’exposition au mélange de pesticides dépend des capacités de détoxification et métabolisation des

pesticides et d’une activation des récepteurs nucléaires distinctes entre les sexes.
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Des travaux préliminaires effectués dans I’équipe sur une lignée d’hépatocytes humains immortalisés
nous ont permis d’évaluer les effets des pesticides seuls ou en mélange a différentes concentrations
sur I’expression de genes impliqués dans la régulation des voies métaboliques et sur la phosphorylation
de la protéine AKT en réponse a une stimulation a l'insuline (Figure 21). Les résultats indiquent que
chaque pesticide affecte I’expression des genes du métabolisme énergétique et impacte la voie de
signalisation de l'insuline de facon différente. De plus, I'effet du mélange de pesticides sur ces
parametres n’apparait pas attribuable a I'effet d’un seul pesticide ni étre prévisible a partir de I'effet
des pesticides seuls. Ces résultats laissent supposer qu’in vivo il en soit de méme et que les pesticides
interagissent a différents niveaux cellulaire et moléculaire (expression des génes, voie de signalisation,
stress oxydant) ainsi qu’a I’échelle de I'organisme entier (impact sur différents organes) pour conduire

aux perturbations observées dans notre étude in vivo.
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Figure 21: Effet des pesticides seuls ou en mélange sur I’expression des genes du métabolisme et la
voie de signalisation de l'insuline. A. Expression des génes du métabolisme en réponse a une
exposition chronique (3 semaines) aux pesticides seuls ou en mélange (concentration 1,6 uM et 10
UM) B. Phosphorylation de la protéine AKT en réponse a I'insuline dans les cellules exposées pendant
14 jours aux pesticides seuls ou en mélange.

Chez les souris femelles (Figure 22), I'activité du récepteur nucléaire CAR semble essentielle pour la

métabolisation des pesticides. En effet, le profil urinaire des métabolites de pesticides des femelles
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CAR”" exposées est différent de celui des femelles WT exposées. Cependant, au niveau hépatique,
I’expression des genes cibles du récepteur CAR n’est pas induite en réponse aux pesticides. Nous
pouvons supposer que les pesticides ne sont pas métabolisés dans le foie. Nous proposons I’hypothese
selon laquelle ils seraient métabolisés dans I'intestin et/ou par le microbiote intestinal de maniére
dépendante du récepteur CAR. Dans nos études du métabolome urinaire, nous avons observé la
dérégulation d’un nombre important de métabolites issus du métabolisme héte-microbiote chez les
femelles exposées aux pesticides par rapport aux femelles contrbles, synonyme d’une activité du
microbiote modifiée. De nombreuses études récentes montrent une interaction entre polluants
environnementaux et microbiote (Claus et al., 2016). Dans notre étude, on peut alors supposer que les
métabolites des pesticides (issus de I'activité métabolique intestinale ou du microbiote de maniére
dépendante de CAR) activeraient le récepteur PPARa, induisant ainsi la B-oxydation hépatique.
L’activation de PPARa par des polluants environnementaux est décrite dans plusieurs études (LeBaron
et al., 2014; Takeuchi et al., 2006). La qualité du microbiote entre males et femelles ou apres délétion
du récepteur CAR est une question importante pour approfondir ces résultats et fait I'objet d’une

étude en cours dans I’équipe (Barretto S et Elllero-Simatos S).

Par ailleurs I’'hypothése d’un impact des pesticides sur les fonctions pancréatiques peut étre émise. En
effet, les souris femelles présentent une hyperglycémie a jeun et une diminution progressive des taux
de kétoadipate, un produit de dégradation de la lysine et du tryptophane. Son précurseur le 2-
aminoadipate est considéré comme un marqueur de diabete pouvant perturber la sécrétion d’insuline
au niveau pancréatique (Wang et al., 2013). Ainsi nos résultats laissent supposer que le pancréas peut
étre une cible des pesticides chez les souris femelles. Cette hypothése est confortée par différentes
études montrant un impact de certains pesticides sur la fonction pancréatique (Ghafour-Rashidi et al.,

2007; Panahi et al., 2006b; Romero-Navarro et al., 2006).

Au contraire, chez les souris males (Figure 23), les pesticides semblent majoritairement métabolisés
au niveau hépatique. L'expression de nombreux genes impliqués dans la détoxification sont en effet
induits en réponse aux pesticides au niveau hépatique. Parmi les genes induits, on retrouve des génes
cibles du récepteur nucléaire CAR, témoignant de son activation en réponse a une exposition aux
pesticides. Chez les souris males WT exposées aux pesticides, nous avons observé un gain de poids
associé a une accumulation du tissu adipeux blanc. Un impact de certains pesticides sur la régulation
des génes de 'adipogenese via I'activation du récepteur nucléaire PPARy a été montré dans différentes
études (Feige et al., 2007; Li et al., 2012b). L’hypothese d’un impact des pesticides sur I’adipogénése

est envisagée dans les perspectives de ces travaux.
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Dans le cadre de ce projet nous avons voulu mimer I’exposition du consommateur qui est soumis via
son alimentation a une exposition a des mélanges de pesticides a faibles doses. Les pesticides ont donc
été incorporés dans I'aliment et les souris ont été exposées pendant 52 semaines ce qui correspond a

une durée d’exposition de 30 ans chez I’'Homme (Flurkey et al., 2007).

Les questions se posent de la transposition des effets observés a I’'Homme et le role de chacun des
pesticides dans ces effets. Nos résultats sont en accord avec des études épidémiologiques réalisées
chez 'Homme montrant d’'une part que I'exposition professionnelle ou environnementale aux
pesticides est associée a une augmentation du risque de développer des troubles métaboliques et
d’autre part qu’une consommation importante d’aliments issus de I’agriculture biologique est
inversement corrélée a la probabilité de développer un syndrome métabolique (Baudry et al., 2017;
Evangelou et al., 2016; Kesse-Guyot et al., 2017; Mostafalou, 2016). De plus, des expériences in vitro
réalisées au laboratoire permettent de confirmer que les pesticides choisis dans notre étude sont des

composés biologiquement actifs dans des hépatocytes humains (Figure 21).

Ces résultats ouvrent de nombreuses perspectives. |l serait ainsi intéressant de définir quelle est
I'interaction entre le microbiote intestinal et les pesticides en fonction du sexe, de définir si I'effet
obésogéne est dépendant de I'activation de PPARy dans le tissu adipeux blanc. Par ailleurs, I'étude du
dialogue entre le foie, le cerveau et le microbiote dans la réponse dimorphique aux pesticides est aussi
envisagée. Enfin, certaines périodes critiques d’exposition comme la gestation et la lactation seront

considérées dans les futures études.
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