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Résumé

La ménopause est un facteur de risques associ¢ au développement des maladies métaboliques.
Du fait de ce déficit hormonal, les femmes ménopausées pourraient présenter des risques
particuliers une fois exposées a des agents chimiques capables de perturber le systéme

endocrinien.

Pour en savoir plus, nous avons mis au point un modele de souris ovariectomisées
supplémentées ou non en cestradiol (E2), et exposées de manicre chronique a un mélange de
polluants (TCDD, PCB153, DEHP et BPA) ajoutés a une alimentation obésogéne. Chaque
polluant est utilis¢é a une dose équivalente a la Dose Journaliere Tolérable, et I’exposition
recouvre différents stades de développement, incluant ou non la période maternelle (gestation

+ lactation).

Nos résultats indiquent qu’en condition d’obésité induite par le régime, 1’ovariectomie
accentue la prise de poids, I’intolérance au glucose et I’insulino-résistance chez les souris
femelles adultes. Ce phénotype est associ¢ a une diminution de la signalisation cestrogénique
dans le foie et une dérégulation de 1’adipogenése et de 1’inflammation dans le tissu adipeux.
De maniere intéressante, le mélange de polluants réduit I’impact délétére de I’ovariectomie
sur le phénotype métabolique, possiblement par une amélioration de la signalisation
cestrogénique dans le foie et le tissu adipeux. Nos résultats suggeérent fortement que ces effets

dépendent d’une exposition maternelle.

En conclusion, nous montrons que notre mélange de polluants posséde une activité
cestrogéno-mimétique. Ceci pourrait avoir une implication dans la compréhension du role des
polluants environnementaux dans le développement des maladies métaboliques chez la

femme en transition ménopausique.

Mots-clés : troubles métaboliques, régime obésogene, perturbateurs endocriniens, exposition

maternelle, ovariectomie, supplémentation en cestradiol.



2 Anglais

Characterization of the metabolic effects of a low-dose mixture of

pollutants in a mouse model of estrogen deficiency

Menopause is a risk factor associated with the development of metabolic diseases. Because of
this hormonal deficiency, postmenopausal women may be at particular risk when exposed to

chemical agents that can disrupt the endocrine system.

To get more insights, we have developed a model of ovariectomized mice supplemented or
not with cestradiol (E2), and chronically exposed to a mixture of pollutants (TCDD, PCB153,
DEHP and BPA) added to an obesogenic diet. Each pollutant was used at a dose close to its
Tolerable Daily Intake dose, and the exposure covers different stages of development,

including or not the maternal period (gestation + lactation).

Our results indicate that in diet-induced obesity, ovariectomy increases weight gain, glucose
intolerance, and insulin resistance in adult female mice. This phenotype is associated with a
decreased estrogenic signaling in the liver and a deregulation of adipogenesis and
inflammation in adipose tissue. Interestingly, the mixture of pollutants reduces the deleterious
impact of ovariectomy on the metabolic phenotype, possibly through an improvement in
estrogenic signaling in the liver and adipose tissue. Our results strongly suggest that these

effects depend on maternal exposure.

In conclusion, we show that our pollutant mixture has an estrogeno-mimetic activity. This
could have implications in understanding the role of environmental pollutants in the

development of metabolic diseases in women in menopausal transition.

Keywords: metabolic disorders, high-fat high-sucrose diet, endocrine disruptors, maternal

exposure, ovariectomy, cestradiol replacement.



Avant-propos

1,9 milliard! Ce chiffre alarmant correspond au nombre de personnes adultes dans le monde
en surpoids, et parmi eux 650 millions sont obeéses. Depuis 1975, le nombre de cas d’obésité a
presque triplé a 1’échelle mondiale, et en France, la prévalence de 1’obésité était de 15% en
2012, ce qui représente une augmentation de 75% par rapport a 1997. Cette pathologie
connait une forte incidence, tout comme le diabéte. En 2000, 1I’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) prévoyait que 330 millions de personnes seraient atteintes de diabete de type 2

en 2030. En 2014, elles étaient déja 422 millions, soit une prévalence totale de 8,5 % (1).

L’obésité représente, a 1’échelle de la planéte, une menace pour la santé publique. Ainsi,
I’OMS a déclar¢ qu’environ 2,8 millions de personnes meurent chaque année des
conséquences de 1’obésité. L obésité est un enjeu sociétal pour la santé mais également pour
la qualité de vie. En 2015, I’équipe du docteur Grover avait publié¢ dans The Lancet qu’un
adulte séveérement obése peut perdre jusqu’a 8 années de vie en bonne santé (2). Ces maladies
métaboliques ont également un colit sanitaire et social important. L’augmentation de la charge
pondérale est un facteur de risque pour de nombreuses maladies chroniques comme les
maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, les troubles respiratoires et musculo-
squelettiques ainsi que certains cancers. Par ailleurs, rien que pour le diabéte de type 2, les
dépenses annuelles mondiales s’élevaient a 825 milliards de dollars en 2014 (3). La
stigmatisation, les difficultés d’insertion sociale et professionnelle et les difficultés
psychologiques vécues par les personnes obeses participent également au coit social élevé de

ce probléme de santé.

Tout le monde n’est pas égal face a 1’obésité. En effet, 1’age, le sexe, la catégorie socio-
professionnelle, la zone géographique ou encore le niveau de revenu sont autant de facteurs
engendrant des disparités entre les populations. Par exemple, en 2014, la proportion de
femmes obeses (14.9%) était supérieure a celle des hommes (10.8%) dans la population
mondiale. Par ailleurs, ’augmentation de la disponibilité alimentaire, 1’industrialisation,
I’augmentation de la densité calorique des produits alimentaires de plus en plus transformés,
’utilisation réguliére de la voiture et des transports en communs et 1’augmentation du temps
passé devant les écrans et les loisirs sédentaires sont autant de facteurs qui contribuent au

déséquilibre de la balance énergétique en faveur de I’apparition des maladies métaboliques.



Depuis plusieurs années, le paradigme de ’obésité¢ a été de considérer cette pathologie
simplement par la fonction reliant 1’énergie ingérée a celle dépensée. En conséquence, les
stratégies de prévention de 1’obésité visaient essentiellement au contrdle de I’alimentation et a
I’augmentation de 1’exercice. Or, de nombreux autres facteurs de risques existent.
Classiquement, on retrouve la génétique, le sommeil, le stress ou encore le moment du repas.
Mais plus récemment, 1’intérét s’est porté¢ sur d’autres éléments comme 1’environnement
maternel ayant une influence majeure sur le développement, mais aussi la communauté
bactérienne intestinale dont 1’équilibre participe a 1’homéostasie de 1’hdte, ou encore
I’exposition environnementale aux polluants chimiques, capables de moduler le métabolisme
glucido-lipidique en interférant avec le systtme hormonal. Dans ce manuscrit de these, nous
allons nous intéresser a la perturbation endocrinienne du métabolisme énergétique par les
agents chimiques de I’environnement en décrivant, tout d’abord, les mécanismes a I’origine
de IDinsulino-résistance dans les maladies métaboliques, puis leur modulation par les
cestrogeénes et, enfin, a I'implication possible des perturbateurs endocriniens dans 1’initiation
et le développement des troubles du métabolisme, en particulier dans un modele expérimental

de souris femelles.
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Liste des abreéviations

A

ABC : ATP Binding Cassette

ACC : Acetyl CoA Carboxylase
Acly : ATP citrate lyase

Acoxl : Acyl-coenzyme A oxidase 1
AdipoR : Adiponectin Receptor 1/2
ADME : Absorption, Distribution,
Metabolism, Excretion

ADN : Acide désoxyribonucléique
ADP : Adénosine Diphosphate

AF : Activation Function 1/2

AGL : Acides Gras Libres

Agrp : Agouti-related peptide

AhR : Aryl hydrocarbon Receptor
Akt : Protein Kinase B

AMP : Adénosine MonoPhosphate
AMPc : Adénosine MonoPhosphate
cyclique

AMPK : Adenosine Monophosphate-
activated Protein Kinase

ANSES : Agence Nationale de Sécurité
Sanitaire de 1’alimentation, de
I’Environnement et du travail

AP-1 : Activator Protein 1

ApoE : Apolipoprotein E

ARC : Noyau Arqué

Arom-KO : Aromatase-KO

ARNm : Acide ribonucléique messager
ARNT : Aryl hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator

AS160 : Akt Substrate of 160 kDa
ATGL : Adipose Triglyceride Lipase
ATP : Adénosine Triphosphate

B

BBzP : Benzyl butyl phthalate
bHLH : Basic helix-loop-helix
BPA : Bisphénol A

BSEP : Bile Salt Export Pump

C

CAR : Constitutive Androstane Receptor
CCR2 : C-C chemokine receptor type 2
CD : Chow Diet

CD36 : Cluster of differentiation 36
CDRNM : Courbe dose-réponse
nonmonotone

CEBPa : CCAAT/enhancer-binding protein
alpha

COMT : Catechol-O-methyltransferase
Cptl : Carnitine palmitoyltransferase 1
CYP : Cytochrome P450

D

DAG : Diacylglycérol

DBD : DNA Binding Domain

DDE : Dichlorodiphenyldichloroethylene
DDT : Dichlorodiphényltrichloroéthane
DEHP : Phtalate di(2-ethylhexyl) phtalate
DES : Diéthylstilbestrol

DGAT : Diacylglycerol OAcyltransferase
DHEA : Dehydroepiandrosterone
DHEA-S : Dehydroepiandrosterone-sulfate
DiDP : Diisodecyl phthalate

DiNP : Diisononyl phthalate

DJA : Dose Journaliére Admissible

DJT : Dose Journaliere Tolérable

DnBP : Di- n -butyl phthalate

DOHaD : Developmental Origin of
Health and Disease

DT2 : Diabete de Type 2

DPN : 2,3-bis(4-Hydroxyphenyl)-
propionitrile

E

E1/2/3/4 :
Estriol/Estradiol/Estrone/Estetrol
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E1/2/3/4-S :
Estriol/(Estradiol/Estrone/Estetrol-sulfate
EE2 : Ethinylcestradiol

EFSA : European Food Safety Authority
EGFR : Epidermal growth factor receptor
EPA : Environmental protection agency
ER : Estrogen Receptor

ERE : Estrogen Response Element

EST : Estrogen sulfotransferase

F

Fatp5 : Fatty Acid Transport Protein 5
FABP4 : Fatty acid binding protein 4
FAS : Fatty acid synthase

FDA : Food and drug administration
FFA : Free Fatty Acids

Fgf21 : Fibroblast growth factor 21
FOXO01 : Forkhead box O1

G

G6P : Glucose-6-phosphate

G6Pase : Glucose-6-phosphatase

Gas : protéine G a stimulatrice

Ghsr : Growth hormone secretagogue
receptor

GIP : Gastric inhibitory polypeptide
GIR : Glucose Infusion Rate

GK : Glucokinase

GLP-1 : Glucagon-like peptide-1
GLUT : Glucose Transporter

GP : Glycogen Phosphorylase

GPER : G protein-coupled estrogen
receptor 1

GPR30 : G protein-coupled receptor 30
GS : Glycogen Synthase

GSIS : Glucose-stimulated insulin secretion
GSK3 : Glycogen Synthase Kinase 3
GST : Glutathion S-transférase

H

H2AX : H2A histone family member X

HFD : High-Fat Diet

HFHC : High-Fat High-Cholesterol
HK 1II : Hexokinase II

HOMA-IR : Homeostasis Model
Assessmnent of Insulin Resistance
HSD : Hydroxysteroid dehydrogenase
HSL : Hormone Sensitive Lipase

icv : intracerebroventricular

IL-6 : Interleukine-6

IMC : Indice de Masse Corporelle
Insr : Insulin receptor

IRS : Insulin Receptor Substrate

K

Kd : Constante de Dissociation
kDa : Kilodalton
KO : Knockout

L

LB : Lymphocytes B

LBD : Ligand Binding Domain
LDH : Lactate dehydrogenase
Lepr : Leptin receptor

LFD : Low-Fat Diet

LPL : Lipoprotein Lipase

LT : Lymphocytes T

LTovx : Long Term ovariectomy
LTreg : Lymphocytes T régulateurs

M

M1/2 : Macrophage de type 1/2

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
MBZzP : Methylbenzylpiperazine

MCP-1 : Monocyte chemoattractant
protein-1

M-CSF : Macrophage colony-stimulating
factor

MDRI1 : Multidrug Resistant 1
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MEHP : Mono(2-éthylhexyl)-phtalate
MEOPH : Mono(2-¢éthyl-5-oxohexyl)
Phthalate

MG : Masse Grasse

MGL : Monoacylglycerol lipase
MHO : Metabolically healthy obese
MISS : Membrane-initiated steroid
signaling

MM : Masse Maigre

MONW : Metabolically obese normal
weight

MRP2 : Multidrug resistance-associated
protein 2

mTORCI : Mammalian target of
rapamycin complex 1

N

NA : Noradrenaline

NAFLD : Non-alcoholic fatty liver disease
NCEP-ATP III : National Cholesterol
Education Program — Adult Treatment
Panel III

NHANES : National Health and Nutrition
Examination Survey NHS :

NHS: Nurse Health Study

NK :Natural Killer

NKT : Natural Killer T

NOAEL : No Observable Adverse Effect
Level

NPV : Noyau paraventriculaire

NR : Nuclear Receptor

0]

OGTT : Oral Glucose Tolerance Test

OH : Hydroxyle

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OR : Odds Ratio

P
P450SCC : P450 side-chain cleaving

enzyme
PAI-1 : Plasminogen activator inhibitor-1

PAS : Per-Arnt-Sim

PC : Pyruvate carboxylase

PCB : Polychlorobiphényles

PDE3B : Phosphodiesterase 3B
PDK1/2 : Phosphoinositol dependant
Kinase 1/2

PE : Perturbateur Endocrinien

PEPCK : Phosphoénolpyruvate
carboxykinase

PFK : Phosphofructokinase

PI3K : Phosphoinositol 3 kinase

PiP2 : Phosphatidylinositol 2 phosphate
PiP3 : Phosphatidylinositol 3 phosphate
PK : Pyruvate kinase

PKA : Protein Kinase A

PKB : Protein Kinase B

PKC : Protein Kinase C

POMC : Proopiomélanocortine

POP : Polluant organique persistant
PPAR : Peroxisome proliferator activated
receptor

PPRE : PPAR response elements

PPT : Propyl pyrazol triol

PTB : Phosphotyrosine binding

PXR : Pregnane X receptor

R

RCPG : Récepteurs couplés aux protéines
G

REACh : Registration, Evaluation,
Authorisation and restriction of Chemicals
RNA-seq : RNA sequencing

ROS : Reactive Oxygen Species

RXR : Retinoid X receptor

S

sc. : sous-cutané

SERM : Selective estrogen receptor
modulator

SH2 : Src homology 2

SHBG : Sex hormone-binding globulin
SIN : Substitue It Now
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SLC : Solute carrier \4
SNC : Systeme Nerveux Central

SP-1 : Specificity protein-1 VLDL : Very Low Density Lipoprotein
SREBP-1c¢ : Sterol Regulatory element VMH : Ventromedial hypothalamus
binding protein-1c VTR : Valeurs toxicologiques de référence

Sry : Sex-determining region of Y
chromosom

STovx : Short Term ovariectomy

STS : Steroid sulfatase

STZ : Streptozotocine

SULT : : Sulfotransferase

SWHS : Seveso Women’s Health Study

T

T3 : Triiodothyronine

T4 : Thyroxine

TA : Tissu Adipeux

TAbrun : Tissu Adipeux brun
TAsc : Tissu Adipeux sous-cutané
TAv : Tissu Adipeux viscéral
TBBPA : Tetrabromobisphénol A
TBT : Tributylétain

Tc : Température corporelle
TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-
dioxine

TEDX : The Endocrine Disruption
Exchange

TEF : Toxic Equivalent Factor
TEQ : Toxic Equivalent Quotient
TG : Triglycérides

TNC : Trans-nonachlore

TNF-a : Tumor Necrosis Factor-a
U

Ucp2 : Uncoupling protein 2

UDP : Uridine diphosphate

UE : Union Européenne

UGT : UDP-glucuronosyltransferase
UNERP : United Nations Environment
Program
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Introduction

1 Obésité et diabetes : perturbation du métabolisme énergétique
1.1 Généralités

1.1.1  Obésité

L’obésité est définie par ’OMS comme étant une accumulation anormale et excessive de
masse grasse qui peut nuire a la santé (4). C’est la maladie de la nutrition la plus fréquente au
monde, les personnes souffrant d’obésité étant plus nombreuses que celles en dénutrition. Elle
est due a une balance énergétique positive sur le long terme (Figure 1). D un c6té les apports
énergétiques augmentent; de 1’autre, la dépense énergétique totale, composée principalement
du métabolisme de base (70%), de I’activité physique et du métabolisme des aliments ou

thermogenese postprandiale, tend a diminuer.

DEPENSES
APPORTS Meétabolisme
de base
Glucides \}‘\
, "‘I‘ Activité physique
\ ) Thermogenése
Lipides
Protéines

Figure 1 : Schéma de la balance énergétique dans un contexte d'obésité.

L’outil diagnostic le plus utilis¢ pour évaluer la charge pondérale dans les populations est
I’indice de masse corporelle (IMC) représenté par le rapport entre le poids et la taille. Il est

exprimé en kg/m? (Figure 2).
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Figure 2 : Classification du poids selon I'indice de masse corporelle (IMC)

Lorsque cet indice est égal ou supérieur a 25, on parle de surpoids. A partir de 30 on parle
d’obésité, divisée en plusieurs sous-catégories : modérée, séveére et morbide. Si I'IMC
représente un indicateur intéressant pour 1’étude de I’évolution de la charge pondérale dans la
population générale, cette mesure de 1’obésité est imparfaite. Si 1’on reprend la définition de
I’OMS, il est question d’accumulation de « masse grasse ». Or lorsqu’on regarde de plus pres
I’équation mathématique de I’'IMC, le numérateur (le poids du sujet) ne distingue pas la masse
musculaire et la masse grasse. Prenons le cas d’un bodybuilder : I’hypertrophie des muscles
squelettiques associée aux exercices physiques entraine un développement accru de la masse
musculaire et une fonte de la masse grasse. Pourtant il peut avoir le méme IMC qu’une
personne obése, car son poids sera élevé. L’age affecte également 'IMC puisque les
personnes agées ont tendance a avoir plus de masse grasse et une fonte de la masse
musculaire, en comparaison des individus plus jeunes. On parle dans ce cas d’obésité
sarcopénique. L’ IMC ne prend pas non plus en compte la répartition de la masse grasse, qui
est différente en fonction du sexe. Méme si en termes quantitatifs, les femmes ont plus de
masse grasse que les hommes (20-25% vs 10-15%), elles I’accumulent préférentiellement au
niveau du bas du corps (fesses, hanche) tandis que chez les hommes, le tissu adipeux va se
concentrer plutoét au niveau du ventre. Cette répartition de la masse grasse a une importance
fondamentale dans le développement des maladies métaboliques puisque la localisation sous-
cutanée du tissu adipeux est plutot protectrice tandis que la localisation viscérale du tissu
adipeux est associée au diabéte de type 2 (DT2), a I’hypertension artérielle, a une

dyslipidémie et un risque cardiovasculaire.
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Par ailleurs, un individu catégoris¢ comme obése d’aprés son IMC peut ne présenter aucune
complication de santé, ce qui est le cas pour les obeéses en bonne santé métabolique traduit du
concept anglais MHO (Metabolically Healthy Obese). De méme, des individus non obéses
selon 'IMC peuvent présenter des caractéristiques métaboliques associées habituellement a
I’obésité¢ (Figure 3). Ces sujets métaboliquement obéses de poids normal sont appelés

MONW (Metabolically Obese Normal Weight).

Phénotype MONW Phénotype MHO
. L Sujets non obéses Sujets obeses « métaboliquement
Particularité . .
« métaboliquement anormaux » Nnormaux »
Prévalence 5-10% des sujets non obéses 20-30% des sujets obéses
. . Adiposité intra-abdominale + Adiposité sous-cutané périphérique
Physiopathologie |. . L. L
insulino-résistance principalement
= " Risque accrude DT2 et de Risque faible de DT2 et de
ronostie maladies cardiovasculaires maladies cardiovasculaires

Figure 3 : Comparatif des phénotypes MONW et MHO (adapté de Beck E., 2009 (5)).

D’autres méthodes simples comme la mesure du tour de taille permettent ainsi de mieux se
rendre compte de 1’adiposit¢ abdominale. En clinique, les valeurs de la circonférence
abdominale dans la population caucasienne sont < 80 cm chez la femme et < 94 cm chez
I’homme (6). L’obésité viscérale, mais €galement 1’intolérance au glucose, I’insulino-
résistance, la dyslipidémie et I’hypertension artérielle font partie des facteurs de risque
associés au développement du syndrome métabolique. Ce concept de syndrome métabolique
se définit selon les criteres du National Cholesterol Education Program — Adult Treatment

Panel III (NCEP-ATP III) par la présence d’au moins 3 des 5 critéres présents dans ce tableau
(6):

Critéres Femmes | Hommes
Tour de taille (cm) > 88 > 102
Pression artérielle (mmHg) > 130/85
Glycémie a jeun (mg/dL) > 100
Triglycérides plasmatiques (mg/dL) > 150
Cholestérol HDL (mg/dL) <50 <40

Figure 4 : Critéres du NCEP-ATP III associés au syndrome métabolique.
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Cette définition a été revue par 1’ International Diabetes Federation. Un tour de taille > 80 cm
chez les femmes et > 94 cm chez les hommes devient un parameétre obligatoire auquel doit
s’ajouter la présence d’au moins 2 des autres criteéres indiqués par le NCEP-ATP III, et

détaillés dans le tableau précédent (6).

1.1.2 Diabétes

Le diabete est un groupe de maladies métaboliques dont le point commun est I’augmentation

du taux de glucose dans le sang. On distingue principalement 2 types de diabéte :

Le diabéte de type 1 (insulino-dépendant) : Maladie auto-immune responsable de la

destruction partielle ou totale des cellules béta du pancréas, sécrétrices de I’insuline. Il
survient généralement chez le sujet jeune et le seul traitement existant est I’insuline par

injection pour abaisser la glycémie.

Le diabete de type 2 (DT2) ou diabéte sucré (non insulino-dépendant) : Le plus fréquent (90%

des diabétes). Contrairement au diabéte de type 1, I’insuline est toujours produite par le
pancréas, mais en quantité moindre (insulinopénie). Par ailleurs, les cellules répondent moins
bien a I’action de I’insuline. On dit qu’elles sont insulino-résistantes. Cet état contribue a
augmenter le taux de glucose dans le sang (7). Le DT2 survient généralement chez les adultes
approchant la quarantaine et s’accompagne rarement de symptomes, a ses débuts. Il peut alors
passer inapercu pendant plusieurs années avant d’étre découvert lors d’un simple dosage du
glucose sanguin. Compte tenu du caractere silencieux de la maladie, on estime que 20 a 30%
des adultes diabétiques ne sont pas diagnostiqués. Aujourd’hui, 1’augmentation de la
prévalence du DT2 est liée non seulement au vieillissement de la population, mais également
en raison des déséquilibres nutritionnels et d’une plus grande sédentarité, au développement

pandémique du DT2 chez les enfants et les adolescents (8).
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Les valeurs physiologiques et physiopathologiques de la glycémie

La glycémie est le taux de glucose dans le sang. Elle est considérée
comme « normale » lorsqu’elle est proche de 1 g/L (5,5 mM) a jeun.
Elle varie de +/- 30% au cours de la journée, augmentant durant
plusieurs heures apres les repas (€tat post-prandial), d’ou la nécessité de
réaliser cette mesure a jeun le matin. Lorsque la glycémie est < 0,7 g/L
(4 mM), on parle d’hypoglycémie. A I’inverse lorsqu’elle dépasse 1,3
g/L (7 mM) on parle d’hyperglycémie.

Le diabéte sucré est une maladie évolutive qui peut étre diagnostiquée par une glycémie
supérieure a 1,26 g/L (7 mmol/L) apres 8 heures de jeline et réalisée a 2 périodes ¢loignées
dans le temps. A un stade précoce, la montée de la résistance périphérique a I’insuline est
compensée par une ¢lévation de la sécrétion de I’insuline par le pancréas, permettant un
maintien de la glycémie a des valeurs normales (normoglycémie). Cependant, et
progressivement, le pancréas s’épuise et va sécréter de moins en moins d’insuline. L’individu
rentre alors dans une phase de prédiabéte également appelée intolérance au glucose, qui
correspond a une glycémie modérée a jeun supérieure aux valeurs considérées comme
normales (> 1,10 g/L ou 6,0 mmol/L) mais inférieure au seuil défini pour le DT2 (< 1,26 g/LL
ou 7 mmol/L). A long terme, I’installation d’une intolérance au glucose et d’une

hyperglycémie représente des facteurs de risque favorisant I’apparition du DT2.

1.1.3 M¢étabolisme énergétique

Une variable physiologique comme la glycémie est maintenue relativement stable malgré des
conditions environnementales changeantes. On sait par exemple que la concentration
plasmatique moyenne de glucose est d’environ 1 g/L, mais elle varie tout au long de la
journée : elle augmente aprés un repas pour ensuite revenir au niveau basal au bout de 2 h par
des mécanismes régulateurs sous contrdle hormonal et regroupés sous le terme de
métabolisme. Celui-ci comprend la synthése (anabolisme) et la dégradation (catabolisme) de
molécules organiques nécessaires au maintien de la fonction et de la structure des cellules,
générant de 1’énergie chimique sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) utilisée pour le
fonctionnement cellulaire. Dans le cas du métabolisme énergétique, les macromolécules
présentes dans 1’alimentation (glucides, lipides et protides) vont étre scindées en plus petites

molécules (glucose, acides gras et acides aminés) capables de traverser la paroi intestinale et
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rejoindre leurs cellules cibles via la circulation sanguine et lymphatique pour étre utilisées
directement par la cellule et produire I’énergie nécessaire a son fonctionnement, ou étre
stockées en cas d’exces. Chez ’homme, ce sont principalement le glucose et les acides gras
qui fournissent 1’énergie nécessaire au bon fonctionnement des cellules. Le métabolisme

protidique ne sera pas traité dans ce manuscrit de these.

Tout au long de la journée, I’organisme alterne entre des phases anaboliques et cataboliques

rythmées par les repas, appelées respectivement phases absorptives et post-absorptives.

1.1.3.1 Phase absorptive

Les phases absorptives suivent immédiatement le repas et durent environ 4 heures. Le glucose
absorbé par les cellules permet dans un premier temps de produire de I’énergie via la
glycolyse et le cycle de Krebs (Figure 5). L’excédent est stocké sous forme de glycogene
dans le muscle et le foie par glycogénogenése. Les acides gras constituent une source
énergétique importante pour 1’organisme puisqu’a quantité équivalente, ils stockent 2 fois
plus d’énergie que le glucose (9 kcal par gramme de lipides contre 4 kcal par gramme de
glucides). Ces acides gras majoritairement présents sous la forme de triglycérides (TG) sont
transportés dans la circulation sanguine par des lipoprotéines comme les chylomicrons formés
au niveau de I’intestin ou les very low density lipoproteins (VLDL) produites par le foie. Les
TG circulants sont ensuite hydrolysés en acides gras non estérifiés par 1’action de la
lipoprotein lipase (LPL). Apres étre rentrés dans la cellule via leur transporteur, les acides
gras vont subir une estérification par fixation d’une molécule de glycérol pour reformer des
TG, forme finale de stockage énergétique. Chez la souris, et, dans une moindre mesure, chez
I’homme, les acides gras peuvent directement étre synthétisés dans les adipocytes et les

hépatocytes a partir du glucose. On parle alors de lipogenése de novo.

L’insuline joue un rdle essentiel dans les événements associés a la phase absorptive.
L’insuline est une hormone anabolisante produite par les cellules B des ilots pancréatiques en
réponse a des concentrations plasmatiques ¢€levées de glucose, par exemple a la suite d’un
repas (glycémie postprandiale). Aprés ingestion d’un repas, 1’insuline va avoir une action
hypoglycémiante stimulant par exemple la captation du glucose dans le muscle ainsi que son

utilisation.
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Figure 5 : Régulation du métabolisme énergétique en phase absorptive. Les transporteurs du glucose et des acides gras
sont représentés en rouge. Les enzymes principales contrdlant les voies métaboliques sont notées en italique (bleu). ACC :
Acetyl-CoA carboxylase, CD36 : Cluster of differentiation 36, DGAT : Diglyceride acyltransferase, FAS : Fatty acid
synthase, GK : Glucokinase, GLUT : Glucose transporter, GS : Glycogen synthase, LPL : Lipoprotein lipase, PFK :
Phosphofructokinase, PK : Pyruvate kinase.

1.1.3.2 Phase post-absorptive

Les phases post-absorptives permettent d’assurer, dans un premier temps, le maintien de la
glycémie par des réactions enzymatiques produisant du glucose soit directement a partir de
glycogene dans le foie (glycogénolyse) ; soit indirectement dans le muscle par la formation de
molécules intermédiaires comme le lactate et le pyruvate (Figure 6). Dans le tissu adipeux la
lipolyse permet 1’hydrolyse des TG en acides gras et glycérol. Ce dernier peut ensuite €tre
transporté¢ avec le lactate et le pyruvate dans le foie pour produire du glucose par
néoglucogenése. Lorsque 1’organisme n’arrive plus a fournir du glucose aux cellules par ces
différentes voies métaboliques, le maintien de la glycémie passe par la conversion des acides
gras en acétyl-CoA (p-oxydation) puis en corps cétoniques utilisables par les tissus gluco-
dépendants comme le cerveau. L’un des acteurs clés de cette phase catabolique est le

glucagon produit par les cellules a des ilots pancréatiques. Hormone antagoniste de 1’insuline,
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le glucagon tend a élever la glycémie vers sa valeur physiologique par ses propriétés

hyperglycémiantes.
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Figure 6 : Régulation du métabolisme énergétique en phase post-absorptive. Les transporteurs du glucose et des acides
gras sont représentés en rouge. Les enzymes principales contrélant les voies métaboliques sont notées en italique (bleu).
Acox : Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase, ATGL : Adipose triglyceride lipase, Cptl : Carnitine palmitoyltransferase I,
G6Pase : Glucose-6-phosphatase, GP : Glycogen Phosphorylase, HSL : Hormone Sensitive Lipase, LDH : Lactate
dehydrogenase, LPL : Lipoprotein lipase, MGL : Monoacylglycerol lipase, PEPCK : Phosphoenolpyruvate Carboxykinase.

1.1.3.3 Régulation hormonale du métabolisme énergétique

Le systéme endocrinien joue un role central dans la communication interne entre les tissus. 1l
comprend I’ensemble des glandes internes dites endocrines qui sécretent directement des
hormones. Les hormones sont des messagers chimiques qui gagnent le sang pour étre
véhiculés jusqu’aux cellules cibles qui expriment des récepteurs spécifiques aux hormones.
La liaison aux récepteurs va initier des voies de signalisation conduisant aux différents effets

métaboliques indiqués dans la Figure 7.
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Tissus endocrines |Hormones |Effets métaboliques
. | Néoglucogenese / | Glycogénolyse / T Glycogénogenéese
Insuline
) | Lipolyse/ 1 Lipogenese
Pancréas
1 Néoglucogenese / 1 Glycogénolyse / | Glycogénogenése
Glucagon
1 Lipolyse/ | Lipogenése
_ _ |1 Utilisation du glucose / | Néoglucogenéese
. ) Adiponectine
Tissu adipeux 1 B-oxydation /| Lipogencse
Leptine 1 Dépense énergétique
) Incretmes 1 Insuline / | Glucagon
Intestin (GLP-1/
GIP) 1 Prolifération / | Apoptose (cellules )
1 Thermogenese / T Dépense énergétique
Hormones . .
-oxydation /1 Lipolyse
Thyroide thyroidiennes 1 B-oxy 1 Lipoly
(Ty/T,) 1 Prolifération (cellules )
1 Néoglucogenese
Adropine | Lipogenese
Foie FGF21 1 Absorption + stockage du glucose
1 Thermogenése / 1 Dépense énergétique

Figure 7 : Liste non exhaustive des hormones régulant le métabolisme énergétique.

1.2 L’insuline

1.2.1 La sécrétion de I’insuline

Au niveau du pancréas, le glucose entre dans la cellule B par la protéine GLUT2 de la famille
des transporteurs membranaires au glucose (Figure 8). GLUT2 étant sensible aux variations
de glycémie, il joue le role de détecteur ou « senseur » du glucose. Une fois dans la cellule, le
glucose est utilis€¢ pour produire de 1’énergie au niveau des mitochondries, ce qui a pour
conséquence 1’augmentation du ratio ATP/ADP. Ceci entraine la fermeture de canaux
potassiques, qui empéche les ions K" de sortir de la cellule. L’accumulation d’ions positifs sur
la face interne de la membrane plasmique engendre une dépolarisation membranaire
favorisant 1’ouverture de canaux calciques. L’entrée massive d’ions Ca®" déclenche la
libération d’insuline dans la circulation sanguine, qui était stockée dans des granules du

cytoplasme.
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Figure 8 : Mécanisme de sécrétion de l'insuline par les cellules § pancréatiques.

Lorsque la glycémie baisse, la cellule sensible a I’insuline va internaliser les transporteurs
GLUT par endocytose pour les stocker dans des compartiments intracellulaires afin de limiter
I’absorption du glucose. Au contraire en cas d’hyperglycémie, les vésicules contenant les
GLUT vont fusionner avec la membrane, les rendant accessibles pour favoriser 1’absorption

du glucose en exces (Figure 9).

Récepteur a I'insuline
e Récepteur a I'insuline

. GLUT4

Figure 9 : Effet de l'insuline sur le transport du glucose dans le muscle squelettique et le tissu adipeux.
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1.2.2 La signalisation moléculaire de 1’insuline

Apres fixation de I'insuline a son récepteur (Figure 10), une cascade de signalisation
intracellulaire est initiée. Celle-ci débute par 1’autophosphorylation du récepteur sur des
résidus tyrosine intracellulaires. Ces résidus phosphorylés sont ensuite reconnus par le
domaine phosphotyrosine binding (PTB) du substrat du récepteur a I’insuline (IRS), protéine
fixée a la face interne de la membrane plasmique par son domaine pleckstrin homology (PH).
I1 existe 3 isoformes d’IRS : IRS1 exprimé dans le muscle et le tissu adipeux, IRS2 dans le
foie et IRS3 dans le tissu adipeux. Les protéines IRS phosphorylées sont a leur tour reconnues
par les domaines src homology 2 (SH2) de la phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K). Une fois
activée, PI3K wva entrainer la phosphorylation des phosphoinositides membranaires en
position 3 (conversion PIP2 en PIP3), créant ainsi des sites de reconnaissance pour d’autres
kinases comme la protéine kinase B (PKB/Akt) et la 3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 1/2 (PDK1/2). La phosphorylation d’Akt sur la tyrosine T308 et la sérine S473
respectivement par PDK1 et PDK2 aboutit a la translocation membranaire de vésicules
contenant les transporteurs du glucose (GLUT4 dans le muscle et le tissu adipeux, GLUT2

dans le foie et le pancréas) facilitant son absorption.

Insuline

Figure 10 : Mécanismes moléculaires d'action de I'insuline au niveau des tissus cibles impliqués dans 1’absorption du

glucose.

1.2.2.1 Meécanismes d’action de [’insuline dans le muscle

Le muscle squelettique est un contributeur majeur de la dépense énergétique totale.
Représentant environ 45% de la masse corporelle d’un homme moyen, il est responsable de
pres de 80% de 1’absorption du glucose induite par 1’insuline (9). Par conséquent, la réponse a

l'insuline dans ce tissu est importante pour la régulation de la sensibilité a l'insuline du corps
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entier. Dans le muscle, le glucose traverse la membrane (sarcolemme) via GLUT4. 1l est
ensuite converti en G6P par I’hexokinase 11 (HK 1I), puis en UDP-glucose. La conversion de
I’UDP-glucose en glycogene est régie par I’activation de la Glycogen synthase (GS). A 1’état
basal, GS est inactivée par D’activité kinase de la Glycogen synthase kinase 3 (GSK3).
Lorsque I’insuline se fixe sur son récepteur, I’activation d’Akt permet la phosphorylation de
GSK3 qui ne peut plus alors phosphoryler GS. La forme non phosphorylée de GS est la forme
active, ce qui permet la synthése de glycogene (Figure 11). L’activation d’Akt permet
¢galement la phosphorylation d’Akt Substrate of 160 kDa (AS160) qui déclenche la
translocation de GLUT4 depuis les vésicules intracellulaires jusqu’a la membrane plasmique,

permettant 1’absorption du glucose.

. insuline

Extracellulaire

Translocation =
i Glycogen
GLUT4 ala
synthase
membrane =

T Absorption glucose 1 Glycogénogenése

Figure 11 : Mécanismes moléculaires de régulation du métabolisme glucidique par l'insuline dans le muscle.

1.2.2.2 Meécanismes d’action de l’insuline dans le foie

Dans le foie, I'insuline s’oppose a la néoglucogenése. Les mécanismes impliquent la
phosphorylation du facteur de transcription Forkhead box O1 (FOXO1), qui se retrouve alors
séquestré dans le cytoplasme, et qui va subir une série d’ubiquitinations conduisant a sa
dégradation par la voie du protéasome (Figure 12). Cette étape de phosphorylation bloque la
translocation nucléaire de FOXO1 et D’activation des genes de la néoglucogenese (PEPCK,

G6Pase) qui possedent des éléments de réponse a FOXO1 dans leur promoteur (10).

29



L’insuline stimule en parallele la synthése de glycogeéne par activation d’Akt, entrainant
I’inhibition de GSK3 et I’activation de GS. L’activation d’Akt permet aussi ’activation du
facteur de transcription sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) impliqué
dans I’expression des genes clés de la lipogenése de novo (fatty acid synthase codant FAS et
acetyl-CoA carboxylase alpha ou Acaca codant ACC). Ce mécanisme moléculaire
impliquerait 1’activation d’un complexe de protéines kinases nommé mammalian target of
rapamycin complex 1 (mTORC1) en amont de SREBP-1c, puisque I’inhibition de mTORCI
par la rapamycine bloque 1’action d’Akt sur SREBP-1¢ (11).

© insuline

Extracellulaire

Intracellulaire

Cmoret ) e—

v

v
- o=
=S

¥

Glycogen
synthase

1 Lipogenése | Néoglucogenése 1 Glycogénogenése

.

PEPCK
G6Pase

FAS
ACC

Figure 12 : Mécanismes moléculaires de régulation du métabolisme glucidique par l'insuline dans le foie (adapté de Kim

OK., 2015 (12)).

1.2.2.3 Meécanismes d’action de [’insuline dans le tissu adipeux

Dans le tissu adipeux, I’insuline stimule 1’absorption du glucose par recrutement des
transporteurs GLUT4 & la membrane. L’insuline a également une action antilipolytique. La
lipolyse est stimulée par les catécholamines qui activent les récepteur f1/2-adrénergiques. Ces
récepteurs de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont associés a une

protéine Gas a I’origine d’une activation en cascade de seconds messagers dont I’adénylate
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cyclase, I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) puis la Protéine Kinase A (PKA). La
PKA activée stimule 1’activité de deux lipases - la lipase hormono-sensible (HSL) et I’adipose
triglyceride lipase (ATGL) - qui dégradent respectivement les diglycérides et TG en acides
gras. L’insuline, par activation d’Akt, active la phosphodiestérase 3B (PDE3B) qui convertit
I’AMPc en 5°’AMP, empéchant I’activation de la PKA et donc la lipolyse (Figure 13).
L’insuline stimule également la lipogenése via 1’expression de la lipoprotéine lipase (LPL).
Cette enzyme permet I’hydrolyse des TG circulants en acides gras libres qui sont ensuite
absorbés par les adipocytes pour reformer des TG par estérification avec une molécule de

glycérol.

© insuline

Extracellulaire

FAS, ACC, LPL ATGL
HSL

1 Lipogenése } Lipolyse

Figure 13 : Mécanismes moléculaires de régulation du métabolisme glucidique par l'insuline dans le tissu adipeux.

1.3 L’insulino-résistance

1.3.1 Qu’est-ce que I’insulino-résistance ?

Une caractéristique des maladies métaboliques et, en particulier au DT2, est la perte de
sensibilit¢ des tissus a I’insuline et le dysfonctionnement de la cellule B pancréatique
produisant I’insuline nécessaire au maintien de la glycémie. Cette incapacité des tissus
métaboliques a répondre a des niveaux physiologiques d’insuline plasmatique définit

I’insulino-résistance. L’obésité est I’un des facteurs de risque les plus connus d’apparition de
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I’insulino-résistance et du DT2 puisqu’environ 80% des individus obeses sont insulino-

résistants.

1.3.2 Les outils de mesure de I’insulino-résistance

Il existe un certain nombre d’outils permettant de mesurer la sensibilité a I’insuline in vitro et

in vivo dans un organisme entier. Voici quelques exemples couramment utilisés en routine en

laboratoire et en clinique :

On peut mesurer I’insulino-résistance in vitro en utilisant des lignées d’hépatocytes, de
cellules pancréatiques, d’adipocytes ou d’autres cellules sensibles a 1’insuline. Ceci
permet d’analyser la cascade de signalisation apreés une stimulation par 1’insuline.
Ainsi, le ratio d’expression entre la forme phosphorylée et la forme totale d’Akt
(Figure 13) représente un bon indicateur de la sensibilité des cellules a I’insuline.

En clinique, la mesure qualifiée de « gold standard » est la technique du clamp
euglycémique hyperinsulinémique. Son principe repose sur la perfusion d’insuline a
débit constant pour induire un hyperinsulinisme couplé a une perfusion obligatoire de
glucose dans le but de maintenir une glycémie constante. Si la production hépatique de
glucose est inhibée par la dose d’insuline administrée, le débit de glucose est
proportionnel a la sensibilité a I’insuline. Cette méthode est cependant lourde a mettre
en place, coliteuse, et par conséquent non pratique pour une manipulation de routine.
Elle est aussi utilisée en expérimentation animale.

D’autres outils de mesure ont été développés pour estimer la sensibilité a 1’insuline in
vivo avec 'utilisation d’index dont le plus utilisé et le mieux validé est I’ Homeostasis
Model Assessmnent of Insulin Resistance (HOMA-IR). Il permet, par la mesure de la
concentration de glucose et d’insuline a jeun, d’évaluer I’insulino-résistance au travers

de I’équation :

_ insuline (mU/L) x glucose(mmol/L)

"HOMA — IR"
0 22,5

Cette méthode de mesure a 1’avantage d’étre rapide et simple a mettre en place en plus d’étre

peu colteuse, ce qui en fait une méthode utilisée fréquemment en clinique pour évaluer

I’insulino-résistance.
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1.3.3 Les conséquences de I’insulino-résistance sur les tissus

1.3.3.1 Tissu adipeux et insulino-résistance

La lipolyse basale du tissu adipeux est ¢levée dans I’obésité (13) et étroitement associée a
I’insulino-résistance (14). En effet, le tissu adipeux viscéral communiquant avec le foie par la
veine porte, la libération des acides gras libres dans le sang va contribuer directement a la
stéatose hépatique. Par ailleurs, I’augmentation de la lipolyse favorise la résistance hépatique
a I’insuline en augmentant la néoglucogen¢se (Figure 14). Dans un premier temps, la lipolyse
augmente la distribution d’acides gras au foie, conduisant a I’augmentation de 1’acétyl-CoA
qui active la pyruvate carboxylase (PC). Cette enzyme est responsable de la conversion du
pyruvate en oxaloacétate qui sera converti in fine en glucose par 1’action d’autres enzymes
clés comme la PEPCK et la G6Pase. Dans un second temps, la lipolyse augmente la

distribution hépatique du glycérol, qui favorise la production de glucose.
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Figure 14 : Dérégulation de la signalisation de 1'insuline dans le foie en état d'insulino-résistance (d'aprés Samuel VT., 2016

(15)).

Il a été observé qu’apreés une perte de poids induite par une chirurgie bariatrique, les
personnes obeses ayant la meilleure récupération de leur sensibilité a I’insuline sont celles qui
présentent la plus forte baisse de la lipolyse basale (14). Ceci suggere que le déreglement de la
lipolyse basale des adipocytes pourrait étre un évenement primaire dans I’émergence de

I’insulino-résistance. D’autres événements ont été décrits :

Accumulation ectopique de lipides

La lipotoxicité correspond aux effets déléteres induits par une accumulation ectopique de

lipides. Par exemple, I’infusion de lipides chez des personnes saines minces provoque une
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augmentation transitoire du contenu en diglycérides dans le muscle squelettique, ce qui active
la Protéine Kinase C theta (PKCO) qui vient inhiber I’expression d’IRS-1, participant au
développement de 1’insulino-résistance (16). Cette relation entre accumulation de diglycérides
et activation de PKCO est également suggérée dans une ¢tude analysant le foie de patients
insulino-résistants souffrant de stéatose hépatique non alcoolique (17). De plus,
I’augmentation des acides gras non estérifiés et du glycérol circulants peuvent aussi servir de
précurseurs pour la néoglucogenese et aggraver I’hyperglycémie chez la souris (18). Par
ailleurs, dans de nombreux modéles de déficience en lipase, il a été rapporté qu’une réduction
du contenu en lipides dans le foie et le muscle est contemporaine d’une amélioration de la

sensibilité a 'insuline (14,18,19).

Profil sécrétoire des adipocytes

La lipolyse peut également moduler le sécrétome, c’est-a-dire 1’ensemble des protéines
sécrétées par les adipocytes. Jusqu'a la découverte de la leptine en 1994, le tissu adipeux était
considéré comme un organe passif de stockage de 1’énergie sous forme de TG. Depuis, il a été
démontré que le tissu adipeux est un organe endocrine libérant des adipokines (20) capables
d’agir a distance sur d’autres organes tels que le muscle et le foie. Dans ce contexte, Ertunc et
al. ont récemment démontré une relation directe entre la lipolyse et la sécrétion de fatty acid
binding protein 4 (FABP4) par I’adipocyte, une adipokine dont la surexpression favorise la
néoglucogeneése et I’insulino-résistance (21). La dérégulation de I’expression d’autres
adipokines telles que la leptine et 1’adiponectine participe également a la physiopathologie de

I’insulino-résistance.

La leptine est une adipokine essentielle dans la régulation de ’homéostasie énergétique par
son action de régulation centrale de la prise alimentaire au niveau du noyau arqué de
I’hypothalamus. Ses concentrations dans le tissu adipeux et le plasma sont corrélées aux
stocks énergétiques, de sorte qu’elle augmente dans le cas de 1’obésité et diminue pendant un
jetine. Les niveaux ¢élevés de leptine sont également associés a une insulino-résistance et un
DT2. En effet, une étude clinique de 2005 montre des niveaux de leptine plus élevés chez des
personnes diabétiques en comparaison des non-diabétiques, corrélés a 1’index d’insulino-
résistance (HOMA-IR), au ratio taille/hanche et a DI’inflammation (22). La déficience
congénitale en leptine chez les modeles animaux (souris ob/ob) est associée a une obésité

généralement accompagnée d’une insulino-résistance, d’une hyperphagie, d’une altération de
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la thermogenése, d’une hyperlipidémie et d’un hypogonadisme central, qui peuvent étre

corrigés par I’administration de leptine exogene (23).

L’adiponectine est une hormone dont la concentration plasmatique est inversement
proportionnelle a l'importance de la masse grasse, et positivement corrélée a la sensibilité a
l'insuline (24-26). Ses niveaux sériques sont plus importants chez les femmes. L’adiponectine
exerce ses effets par fixation a deux récepteurs : AdipoR1 et AdipoR2 (Figure 15). AdipoR1
s’exprime plutdt dans le muscle et AdipoR2 dans le foie. La fixation de 1’adiponectine sur
AdipoR1 dans le muscle squelettique initie I’augmentation de 1’expression de I’AMPK qui
permet 'utilisation du glucose et I’oxydation des acides gras (27,28). Elle réduit également
I’expression des génes codant pour des enzymes de la néoglucogenese (PEPCK et G6Pase) et
I’expression de génes codant pour des molécules impliquées dans la lipogenese dont le facteur
de transcription SREBP-1c. La fixation de I’adiponectine a AdipoR2 dans le foie conduit a
I’augmentation de 1’expression du gene codant PPARa et ses genes cibles, au nombre
desquels Acox!I et Ucp2 qui possedent des ¢léments de réponse aux PPAR dans leur région
promotrice, I’ensemble contribuant a I’augmentation de la combustion des acides gras et de la

consommation énergétique.
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Figure 15 : Signalisation intracellulaire de 1'adiponectine au niveau du foie. In fine, la fixation de I’adiponectine sur ses

récepteurs réduit la stéatose hépatique, contribuant a améliorer la sensibilité périphérique a I’insuline.
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De nombreuses études cliniques montrent une corrélation inverse entre les niveaux

d’adiponectine et I’insulino-résistance (29-33).

Afin de mieux comprendre 1I’importance des récepteurs a 1’adiponectine dans la régulation de
I’insulino-résistance, Bjursel et ses collaborateurs ont développé des modéles de souris
déficientes pour les récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 (34). Les souris déficientes pour
AdipoR1 (AdipoR17") présentent une adiposité accrue associée a une diminution de la
tolérance au glucose, de I’activité locomotrice spontanée et de la dépense énergétique. A
I’inverse, les souris AdipoR2™", en plus d’étre maigres et résistantes a 1'obésité induite par un
régime alimentaire riche en graisses, présentent une amélioration de la tolérance au glucose,
de P’activité locomotrice spontanée et de la dépense énergétique, avec en plus une réduction

du taux de cholestérol plasmatique.

AdipoR1 et AdipoR2 sont également moins exprimés in vivo dans le muscle et le tissu
adipeux de souris insulino-résistantes (35), mais aussi in vitro dans des hépatocytes et des

myocytes cultivés en présence d’insuline (modéle d’hyperinsulinémie).

Dans un modele génétique d’obésité chez la souris n’exprimant pas le récepteur a la leptine
(souris db/db ou LR ), I’expression des récepteurs AdipoR1 et AdipoR2 diminue dans le foie
(36). L’introduction d’adénovirus exprimant ces récepteurs chez ces souris réduit la
production hépatique de glucose et augmente le taux d’infusion du glucose au cours du clamp

euglycémique hyperinsulinémique, indiquant une amélioration de la sensibilité a I’insuline.

Les niveaux sériques de leptine et d’adiponectine servent de biomarqueurs de 1’insulino-
résistance (37,38). Par ailleurs, 1’étude de cohorte menée par Mirza et ses collaborateurs a
montré une forte corrélation entre le ratio adiponectine/leptine et le syndrome métabolique.
Cette corrélation, bien que plus faible, était également présente lorsque les 2 adipokines

¢taient considérées séparément.

Inflammation a bas bruit

L’obésité est considérée comme un état inflammatoire chronique évoluant a bas bruit. Ce
concept propose que le tissu adipeux sécréte des médiateurs de 1’inflammation, dont font
partie les cytokines, dans la circulation sanguine de mani¢re modérée mais chronique. Ces
cytokines joueraient un role central dans le développement de I’insulino-résistance (39).

Ainsi, Hotamisligil ef al. ont démontré dans leur étude princeps que le traitement d’adipocytes
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murins par la cytokine tumor necrosis factor-a (TNF-a) peut aggraver 1’insulino-résistance
(40). A l’inverse, une déficience pour TNF-a chez des souris rendues obéses génétiquement

(ob/ob) ou par I’alimentation améliore significativement la sensibilité a I'insuline (41).

Dans le tissu adipeux insulino-résistant, TNF-a perturbe la signalisation de I’insuline en
inactivant IRS-1, soit par inhibition de la phosphorylation des résidus tyrosines présents sur
IRS-1, soit en diminuant 1’expression d’IRS-1 dans les adipocytes (42). De plus, TNF-a
augmente la lipolyse basale par réduction de 1’expression des périlipines, protéines localisées
a la surface des gouttelettes lipidiques des adipocytes et protégeant les TG de I’hydrolyse par

HSL (42). Ensemble, ces événements vont exacerber 1’accumulation ectopique de lipides.

Cet état inflammatoire entretenu par 1’obésité favorise le recrutement de cellules immunitaires
dans le tissu adipeux viscéral. Parmi elles, on retrouve les macrophages. Ces cellules
immunitaires sont capables de se regrouper autour des adipocytes morts afin de former des
structures en forme de couronne (crown-like structure) permettant leur élimination par
phagocytose. De plus, les macrophages sont des cellules ayant une forte plasticité. En effet,
selon les stimuli qu’ils recoivent, ils peuvent aussi bien présenter un phénotype pro-
inflammatoire qu’anti-inflammatoire, qualifiés respectivement de phénotype M1 et M2.
L’obésité, via I’abondance d’acides gras libres et de facteurs inflammatoires dans le tissu
adipeux, favorise la polarisation des macrophages vers le type M1 (43), qui sécretent TNF-a,
IL-6 et monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). Ces molécules inflammatoires vont a
leur tour exacerber I’inflammation en activant le recrutement et la polarisation d’autres
macrophages M2 vers le phénotype MI1, créant un cercle vicieux d’amplification de
I’inflammation. Dans le tissu adipeux, les deux types de macrophages sont présents (44) mais
c’est le déséquilibre entre ces deux populations en faveur du type M1 qui caractérise

I’inflammation médiée par I’obésité.

Dans le tissu adipeux de souris génétiquement obeses et soumises a un régime gras, Xu et al.
ont remarqué une augmentation de I’expression de génes spécifiques aux macrophages dont
MCP-1 (45). Dans I’obésité, les adipocytes hypertrophiés sécrétent MCP-1 qui attire des
cellules immunitaires présentant son récepteur (CCR2) dans le tissu adipeux, amplifiant
I’inflammation. De plus, la surexpression de MCP-1 dans le tissu adipeux augmente le
recrutement de macrophages et contribue a exacerber I’insulino-résistance induite par

I’obésité (46,47).
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1.3.3.2 Foie et insulino-résistance

Un foie insulino-résistant est un foie qui ne régule plus la néoglucogenése et qui continue a
avoir une action lipogénique via SREBP-1C (Figure 16). Dans des mod¢les de rongeurs
insulino-résistants, les niveaux nucléaires de SREBP-1C sont extrémement ¢levés, ce qui
accélere la syntheése d’acides gras et ’accumulation de TG dans le foie. Les TG en exces sont
ensuite sécrétés par les VLDL, augmentant leurs niveaux plasmatiques. Les acides gras
dérivés de ces TG empirent 1’état d’insulino-résistance en s’accumulant dans le muscle et le

tissu adipeux, ce qui participe a la triade hyperglycémie, hyperinsulinémie et

hypertriglycéridémie (10).
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Figure 16 : Mécanismes mis en jeu dans I'insulino-résistance hépatique lors du diabéte de type 2 (d’aprés Brown MS., 2008

(10)).

Chez des rats nourris au régime gras, 1’accumulation de lipides, en particulier de diglycérides,
active I’expression de la Protéine Kinase C epsilon (PKCg). Ces changements sont associés a

la diminution de ’activité tyrosine kinase du récepteur a I’insuline.

L’inhibition de I’expression de PKCe proteége les rats de la résistance a I’insuline induite par
I’alimentation grasse en préservant 1’activité tyrosine kinase du récepteur a I’insuline, sans

changement du contenu en diglycérides et triglycérides (48).

Les souris KO pour PKCe sont également protégées de 1’insulino-résistance induite par une
alimentation hypercalorique fournie pendant 1 semaine, ceci malgré 1’augmentation du

contenu en lipides (49).
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Ce paradigme a été transposé¢ chez I’homme. Dans une cohorte de patients obeses non
diabétiques, 1’insulino-résistance mesurée par ’HOMA-IR est corrélée avec le taux de
diglycérides hépatiques et I’activation de PKCe (17). Magkos et al. ont aussi démontré que le
contenu en diglycérides hépatiques est un trés bon indicateur de I’insulino-résistance
hépatique chez les hommes obeses (50). Cependant, analyser le contenu en diglycérides

hépatique nécessite d’effectuer au préalable une biopsie, qui reste un acte trés invasif.

1.3.3.3 Intestin et insulino-résistance

Les hormones dites incrétines sont principalement représentées par glucagon-like peptide-1
(GLP-1) et gastric inhibitory polypeptide (GIP), deux peptides intestinaux sécrétés par les
cellules L entéro-endocrines en réponse aux nutriments ingérés lors d’un repas. Une fois dans
la circulation sanguine, les incrétines stimulent rapidement la sécrétion de 1’insuline par les
cellules B pancréatiques afin de contrdler I’hyperglycémie postprandiale. La particularité des
incrétines est qu’a quantité équivalente, une charge orale en glucose induit une réponse a
l'insuline beaucoup plus grande que celle obtenue apres une perfusion de glucose par voie
intraveineuse. C’est ce qu’on appelle I’effet incrétine. On estime que [’effet incrétine est
responsable de preés de 65% de la sécrétion de ’insuline en réponse au glucose oral chez

I’individu sain.

Chez les individus obéses et atteints de DT2, la production d’incrétines est nettement altérée
par rapport aux individus en bonne santé. Une étude danoise portant sur 1462 participants a
montré que des individus prédiabétiques et DT2 ont une réduction de la sécrétion de GLP-1
en réponse a un test de tolérance orale au glucose (OGTT) par rapport aux individus ayant une
tolérance au glucose normale (51). De méme, les participants obeéses et en surpoids
présentaient une réponse incrétine réduite par rapport aux personnes minces. Les résultats de
cette étude indiquent que les défauts de sécrétion de GLP-1 surviennent avant I’apparition de
I’obésité et du DT2, ce qui pourrait avoir des conséquences sur les stratégies de prévention

précoce du diabéte.

GLP-1 controle également I’homéostasie glucidique par une action au niveau du systéme
nerveux central (52). Dans cette étude, 1’équipe de Postic et al. a observé que durant une
phase d’hyperglycémie a la suite d’un OGTT, I’action de GLP-1 au niveau central déclenche
une inhibition de 'utilisation du glucose par le muscle et augmente la sécrétion d'insuline et le

stockage hépatique de glycogene. Reconstituer les réserves de glycogeéne hépatique est un
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processus adaptatif garantissant que la quantité¢ de glucose stockée sera suffisante pour étre

libérée lors de la prochaine période de jetne.

La coordination de la réponse a I’insuline dépend donc de la communication entre les tissus

métaboliques, résumée dans la Figure 17.

Insulino-résistance
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Figure 17 : Les conséquences métaboliques principales de l'insulino-résistance dans le DT2. La baisse de la sécrétion
et/ou de I’action de I’insuline entraine une augmentation de la lipolyse dans le tissu adipeux, qui a pour conséquence une
libération d’acides gras libres dans le plasma. Parallélement, le foie produit plus de glucose (par glycogénolyse et
néoglucogenése), augmentant de fait la glycémie. La dyslipidémie résultant de la libération des acides gras libres dans le
plasma provoque un état de lipotoxicité favorisant ’accumulation de lipides dans le foie (stéatose) et dans le muscle. En plus
de 1la lipolyse, le tissu adipeux insulino-résistant est marqué par une inflammation a bas bruit puisqu’il va sécréter plus de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) réduisant les niveaux plasmatiques d’adiponectine. Méme si le pancréas tente
de s’adapter dans un premier temps a I’hyperglycémie en produisant plus d’insuline (hyperinsulinémie), cette hyperactivité
épuise les cellules B qui a la longue ne vont plus étre capable de synthétiser de I’insuline en réponse au glucose. La baisse de
I’insulinémie est également favorisée par la diminution de la production de GLP-1 par les cellules entéro-endocrines de
I’intestin, qui ne stimule plus suffisamment la sécrétion d’insuline par le pancréas en réponse a I’hyperglycémie. Ceci va
entretenir la résistance a I’insuline et I’augmentation des taux plasmatiques d’acides gras libres par des mécanismes d’auto-

amplification qui vont conduire au DT2.
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2 Régulation du métabolisme énergétique

Dans I’étude des maladies métaboliques, 1’utilisation des individus males est souvent
préférée a celle des femelles parce que les phénotypes métaboliques sont plus marqués a
cause du cycle ovarien, notamment dans le cas de 1’obésité induite pharmacologiquement ou

par I’alimentation (53).

Comme évoqué dans le chapitre précédent, les femmes ont non seulement un pourcentage de
masse grasse plus important, mais surtout accumulent le gras principalement en sous-cutanée
avant la ménopause, une caractéristique associée a une protection par les cestrogeénes contre
les conséquences négatives de I’obésité et du syndrome métabolique. Apres la ménopause, les
dépots adipeux vont se localiser préférentiellement dans la zone viscérale. Parallélement,
I’incidence des troubles métaboliques chez les femmes rejoint celle des hommes. Ainsi,
connaitre les différences entre les deux sexes représente une opportunit¢é de mieux

comprendre les facteurs impactant les maladies métaboliques.

2.1 Dimorphisme sexuel et métabolisme

Les différences sexuelles résultent de la combinaison d’événements génétiques et hormonaux
survenant tout au long de la vie (croissance et développement, puberté, vieillissement,

ménopause/andropause). Trois processus majeurs interviennent (Figure 18).

2.1.1 Le sexe génétique

Les chromosomes sexuels influent sur le métabolisme énergétique. Ainsi, les génes portés par
les chromosomes X et Y ont des effets directs sur la fonction cellulaire chez les femelles XX
et les males XY. La présence du chromosome Y accélere le développement et le métabolisme
des feetus males XY par rapport aux feetus femelles XX (54). Ces différences sont
dépendantes du gene Sex-determining region of Y chromosome (Sry) porté par le chromosome
Y, qui est le géne du déterminisme sexuel chez les mammifeéres. En effet, des souris femelles
XX portant une copie du gene Sry sur un de leur autosome (chromosome non sexuel)
présentent a I’age adulte une augmentation des dépdts de masse grasse associée a une
augmentation de la prise alimentaire, en comparaison des souris femelles XY ayant une
délétion du gene Sry sur le chromosome Y (55). Chez ces mémes souris, le nombre de
chromosomes X va jouer également un réle dans la détermination de la localisation des dépots

graisseux puisque les souris XX (males et femelles) ont une plus grande expansion du tissu
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adipeux sous-cutané par rapport aux souris XY (males et femelles) qui développent davantage

le gras viscéral.

2.1.2 Le pic de testostérone périnatal

Chez la plupart des mammiferes, le pic de testostérone périnatal survenant chez les males
entraine une modification importante de la structure et de la fonction de I’hypothalamus, ce
qui contribue a la masculinisation des comportements incluant le comportement alimentaire.
Par exemple, les males mangent davantage que les femelles. De manicre intéressante, une
exposition néonatale a la testostérone chez les femelles peut « masculiniser » leur
métabolisme et reprogrammer leur prédisposition génétique a l'obésité et au syndrome
métabolique, sans modifier les niveaux d'hormones sexuelles a I’age adulte (53). En effet, on
observe une augmentation de la prise alimentaire parallelement a une diminution du nombre
de neurones a pro-opiomélanocortine (POMC) dans le noyau arqué de I’hypothalamus. Ces
neurones présentent des propriétés anorexigenes. On observe aussi une augmentation de

I’adiposité viscérale caractérisée par une hypertrophie des adipocytes, une augmentation des

concentrations en adipokines et une baisse de la sensibilité a I’insuline (56).

2.1.3 Au stade adulte

La plupart des tissus métaboliques expriment des récepteurs spécifiques pour un grand
nombre d’hormones incluant les stéroides sexuels (androgenes, cestrogeénes), mais également
I’hormone de croissance, les hormones thyroidiennes et les glucocorticoides. Le dimorphisme
sexuel de I’homéostasie énergétique va donc aussi reposer sur des niveaux d’expression de

ces hormones différents selon le sexe.
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Figure 18 : Les différences sexuelles en physiologie apparaissent pendant le développement et résultent de la combinaison
d’événements génétiques et hormonaux qui continuent apres la puberté (d'aprés Mauvais-Jarvis F., 2017 (57)). Sry : Sex-

determining region of Y chromosome, T : Testostérone
2.2 Les stéroides sexuels

Les stéroides sexuels appartiennent a la grande famille des hormones stéroides dont la
structure chimique dérive du cholestérol, lipide composé d’un noyau de stérane hydrophobe

dont le carbone 3 est porteur d’un groupement hydroxyle (Figure 19).

Figure 19: Structure chimique du cholestérol. Le noyau stérane est représenté en bleu et I’emplacement des atomes de

carbones en rouge.

Les hormones stéroides régulent une grande variété de processus physiologiques de la vie
feetale a 1’age adulte (Figure 20). Elles sont impliquées dans les fonctions de reproduction, la

croissance, I’immunité, I’inflammation et participent a I’homéostasie glucidique, lipidique et
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hydro-sodée. Des anomalies de leur sécrétion se caractérisent par des altérations du
métabolisme énergétique et possiblement une obésité, comme dans le cas du syndrome de
Cushing (glucocorticoides), du syndrome de Conn (aldostérone) ou encore du syndrome des

ovaires polykystiques (androgenes) ou les hormones sont sécrétées en exces.
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Figure 20 : Les 3 catégories d'hormones stéroides dérivées du cholestérol.

Apres D'apparition de la ménopause, les niveaux d’cestrogénes circulants chutent. Or, on sait
qu’a des concentrations physiologiques, les cestrogénes exercent chez la femme un role
protecteur contre le développement des maladies cardiovasculaires, squelettiques et
cérébrales. Dans le cas de la ménopause, la déficience hormonale représente un facteur de
risque pour les maladies métaboliques, prédisposant a I’obésité, au syndrome métabolique, au
DT2 et a certains cancers (58,59). L’implication de 1’absence d’cestrogeénes ovariens dans le
développement des maladies chroniques chez la femme constitue un véritable challenge
thérapeutique de ce siecle. Pour répondre a ce probléme et trouver de nouvelles applications
thérapeutiques, il est nécessaire de comprendre la contribution des cestrogénes dans la balance

énergétique et dans ’homéostasie glucidique et lipidique.

2.2.1  Les cestrogenes

Chez ’adulte il existe trois formes non conjuguées et biologiquement actives des cestrogenes :
I’estrone (E1), le 17p-cestradiol (E2) et V’estriol (E3). Une autre forme existe, mais est
uniquement produite lors de la grossesse par le foie du feetus : I'estétrol (E4) (60). Chez la

femme cyclée, I’E2 constitue 1’cestrogéne majoritaire.
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2.2.1.1 La synthese des aestrogenes

A partir de la puberté jusqu’a la ménopause, les cestrogeénes sont produits majoritairement par
les ovaires apres aromatisation des précurseurs androgéniques comme 1’androstenedione et la
testostérone respectivement en El et en E2. Cette conversion enzymatique est réalisée par

I’aromatase codée par le gene Cypl9al (Figure 21).

Cholestérol
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Figure 21 : Voies de biosynthése des cestrogénes a partir du cholestérol. On retrouve les stéroides de la famille des
progestatifs (en vert), des androgénes (en bleu) et des cestrogenes (en rouge). Les enzymes de conversion sont notées en
italique. CYP : Cytochrome P450, HSD : hydroxysteroid dehydrogenase, P450SCC : P450 side-chain cleaving enzyme, STS

: steroid sulfatase, SULT : sulfotransferase.

Chez I’homme obése et la femme ménopausée dont les niveaux plasmatiques d’cestrogeénes
sont faibles, le tissu adipeux, la peau, 1’os, les surrénales, les muscles et I’endothélium
vasculaire représentent une source de production d’E2 sous I’action de I’aromatase présente
dans ces tissus périphériques (61,62). Cette hormone va alors exercer une action locale et non
plus a distance. Les précurseurs d’E2 sont I’androstenedione, le dehydroepiandrosterone
(DHEA), ainsi que le dehydroepiandrosterone-sulfate (DHEA-S) produit exclusivement par

les glandes surrénales (63).
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Situations Concentrations plasmatiques en E2
physiologiques (pg/mL)
Avant la puberté <35
Phase folliculaire 50
Ovulation 130 - 200
Phase lutéale 100 - 150
Grossesse 200 - 30000
M¢énopause 15-55

Figure 22 : Niveaux plasmatiques d'eestradiol au cours de la vie d'une femme (valeurs adaptées de Chabbert Buffet N., 1998

(64))

2.2.1.2 Le transport et le métabolisme des cestrogenes

Dans le plasma, E2 est transporté par I’albumine et la sex hormone-binding globulin (SHBG).
Une tres faible portion de I’E2 (= 2%) reste libre et correspond a la forme active de cette

hormone.

Le métabolisme des cestrogenes s’effectue principalement par des réactions de conjugaison
dont les 2 principales sont la sulfatation et la glucurono-conjugaison (Figure 23). Ces 2
réactions consistent en [’ajout d’un groupement sulfate ou glucuronide au niveau du
groupement hydroxyle (OH) présent sur le carbone 3 de I’cestrogene. Les enzymes
responsables des réactions de sulfatation et de glucurono-conjugaison sont respectivement
I’estrogen sulfotransferase (EST) de la famille des sulfotransférases (SULT), et 1’UDP-
glucuronosyltransferase (UGT). Les cestrogénes conjugués sont plus hydrophiles et vont étre
¢liminés par excrétion urinaire ou dans la bile. Le plasma humain contient de grandes
quantités d'cestrogeénes conjugués comme le DHEA-S, ’estrone-sulfate (E1-S) et I’cestradiol-
sulfate (E2-S). Avec une demi-vie relativement longue dans le plasma, E1-S et E2-S sont
retrouvées a des concentrations 10 fois supérieures a celles de leurs homologues non

conjugués E1 et E2 (65,66).
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Figure 23 : Voies de métabolisation de I’estrone et du 17p-cestradiol. Les réactions de sulfatation, désulfatation,
glucuronidation et déglucuronidation sont catalysées respectivement par les sulfotransférases (SULTS), la steroid sulfatase,

I’UDP-glucuronosyltransferase (UGT), et la f-glucuronidase (adapté de Raftogianis R., 2000 (67)).

En général, la glucuronidation et la sulfatation sont associées au catabolisme et a I’¢limination
des hormones stéroidiennes. Cela permet ¢galement un recyclage des hormones. Par exemple,
E1-S et E2-S véhiculées jusqu’a leurs cellules cibles par le systéme circulatoire y sont
hydrolysées par la stéroide sulfatase (STS) et peuvent alors se fixer a leurs récepteurs et initier
la cascade de signalisation. EST et STS sont des enzymes importantes respectivement dans la

régulation négative et positive de I’activité cestrogénique (68).

En favorisant I’élimination des cestrogeénes par sulfatation, EST est protecteur contre certains
effets déléteres induits par les cestrogenes. Ainsi, des souris males déficientes pour cette

enzyme (EST™

) présentent des lésions dans leur systéme reproducteur. Le défaut de
sulfatation des cestrogénes provoque un exces d’cestrogénes qui, par stimulation chronique,
conduit au développement d’une stérilité chez les males (69). L’excés d’cestrogénes retrouveé
également chez les souris femelles EST”" entraine une thrombose placentaire et une perte

spontanée du feetus (70).
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L’expression d’EST est fortement induite dans le foie de souris obéses et diabétiques (71,72).
Les travaux de Leiter et al. suggerent que I’inactivation des cestrogénes dans le foie peut
contribuer a I’insulino-résistance. La suppression de 1’expression d’EST dans un modéle de
souris femelles rendues diabétiques génétiquement (ob/ob) ou par 1’alimentation améliore
I’homéostasie du glucose (72). La déficience en EST rétablit I’action des cestrogenes
hépatiques, améliore la sensibilité a I’insuline et la capacit¢ de I’insuline a supprimer la
production hépatique de glucose. De plus, ces souris femelles perdent du poids par diminution
de la masse grasse, ont une augmentation de la dépense énergétique et une diminution de la

stéatose hépatique.

De manicre intéressante, les effets antidiabétiques liés a 1’absence d’EST n’ont pas été
observés chez les souris males. En effet, ’absence d’EST chez les males ob/ob a provoqué
une inflammation du tissu adipeux, qui a aggravé le phénotype diabétique en provoquant une
inflammation des ilots pancréatiques et un défaut de sécrétion de 1’insuline par les cellules 3

en réponse au glucose (72).

L’expression d’EST dans le tissu adipeux jouerait également un réle dans le maintien de
I'homéostasie €nergétique puisque le rétablissement de son expression dans le tissu adipeux
des souris males obéses et déficientes pour EST réduit I'inflammation locale et systémique,

améliore la sensibilité a l'insuline et augmente la dépense énergétique (68).

2.2.2 Les récepteurs aux cestrogenes

Les cestrogénes agissent via des mécanismes génomiques impliquant les récepteurs nucléaires
ERa et ERP, et des mécanismes non génomiques impliquant des récepteurs membranaires tels

que GPER.

2.2.2.1 Généralités

En 1962, Jensen et Jacobsen ont identifi¢ pour la premiere fois une protéine de liaison aux
cestrogenes dans 1’utérus de rate. Il s’agissait du récepteur alpha aux cestrogenes nommé ERa.
Plus tard, un 2™ récepteur est identifié¢ : ERpP. Les protéines ERo et ERB sont codées
respectivement par les génes Esrl et Esr2. Elles appartiennent a la catégorie des récepteurs
aux stéroides de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ces derniers sont composés de 6
régions fonctionnelles notées de A a F (Figure 24). L’cestradiol interagit avec son récepteur
par le domaine de liaison au ligand (LBD) présent dans la région E. La différence de structure

du LBD entre les 2 récepteurs a permis le développement de ligands spécifiques : le propyl
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pyrazol triol (PPT) et le 2,3-bis (4-hydroxyphenyl)-propionitrile (DPN) qui sont fréquemment
utilisés comme agonistes sélectifs d’ERa (PPT) et ERB (DPN). Les différences de structures

suggerent que ces 2 récepteurs peuvent servir des actions différentes.

Domaines de

| transactivation |

AF-1 AF-2

1 180 263 302 595aa

ERa |  A/B c [p] E/F |
Fd y; 7 s
i I” 'I’ ’I,I
I" l,, l’. /"

ERB aB [ c [bp E/F |

1 149 214 248 530 aa

DBD LBD

Figure 24 : Comparaison structurelle des récepteurs ERa et ERp humains. Les pourcentages d'homologie de séquence

des différents domaines sont indiqués au milieu des 2 séquences. (D’aprés Muramatsu M., 2000 (73))

ERa prédomine dans le systéme reproducteur féminin (utérus, ovaires) qui regroupe les
principaux tissus cibles de 1'action des cestrogeénes, mais aussi le sein, le rein, I’os, le foie et le
tissu adipeux. ERB prédomine dans les tissus qui ne sont pas fortement dépendants des
cestrogenes, tels que les organes reproducteurs males et les tissus non reproducteurs (SNC,

poumons, colon, rein). Cependant, dans 1’ovaire, principal site de production d’cestrogenes, le

niveau d’ERJ est égal a celui d’ERa (74).

Par des procédés d’épissage alternatif des ARN messagers (ARNm), il existe plusieurs
isoformes pour ERa et ERB (Figure 25). En plus de la forme compléte d’ERa (ERa 66 kDa)

responsable de la plupart des actions génomiques, 3 autres isoformes sont connues :
- ERa A3 : Perte de I’exon 3, qui code pour une partie du DBD (75).

- ERa 46 kDa : Protéine ne possédant plus le domaine AF-1 en N-terminal. Dans la
lignée cellulaire de cancer du sein MCF-7, ERa 46 kDa antagonise les effets prolifératifs

induits par la forme a 66 kDa (76).

- ERa 36 kDa : Protéine ne possédant plus les domaines AF-1 et AF-2. Exprimé
principalement dans le cytoplasme et la membrane plasmique, il induit des effets

cestrogéniques rapides et inhibent les effets génomiques.

49



Chez I’homme, 4 isoformes d’ERP existent en plus de la forme classique ERB1 (ERp2,
ERB3, ERB4, ERBS). Elles présentent toutes une forme tronquée du LBD dans la partie C-
terminale de leur séquence, empéchant la fixation des cestrogeénes. Actuellement aucune
fonction physiologique n’a été¢ décrite pour ces variants d’épissage, qui semble étre exprimés

seulement dans certains cancers mais pas dans les tissus sains (77).

Des expériences in vitro ont montré que les isoformes humaines ER1-3 sont capables de se
fixer a ’ADN au niveau d’une méme séquence synthétique d’ERE en formant soit des
homodimeéres, soit des hétérodiméres avec ERo mais aussi entre chaque isoformes ERB1-3
(78). ERP4-5 sont également capables de se fixer a I’ADN. De plus, ces deux variants
d’épissage peuvent multiplier par 3 ’activité transcriptionnelle indépendante des cestrogenes

par rapport a ERB1 (79).

ERa et ERP ont des actions qui peuvent étre synergiques ou opposées. Par exemple, une étude
sur des cellules T47D issues de cancer du sein a montré qu’ERp1 inhibait jusqu’a 70 % des
genes régulés par ERa (80). Les travaux de Poola ef al., ont montré qu’ERB4-5 forment des
hétérodiméres avec ERa et inhibent son activité transcriptionnelle en présence d’1 nM
d’cestrogenes. ERa est également capable d’inhiber partiellement 1’activité transcriptionnelle
indépendante des cestrogénes d’ERP5, mais pas d’ERP4, montrant pour la premiére fois

qu’ERa module ERP (79).

AFland NTD DBD AF2 and LBD
NH- T G D INE/EN -COOH  ERa wild type
nH- NS 0 NEEN cooH ERad3
nNH2- D B/} -COOH ERa36

NH2- I D INE/FN -cooH  ERadf

NH2- [ e D INNE/ERNNNNN -COOH  ERP wild type
NH2. SRS 0 IR, -COOH ERP2
NH2- T G D INE/ERNN | -COOH  ERP3
NH2- [EEgmE T D BNEFEN  -cooH ERp4
NH2- D BEEN  -cooH ERBS

Figure 25 : Structure schématique des différentes isoformes d'ERa et ERP (adapté de Jia M., 2015 (81))

En plus des récepteurs nucléaires, E2 peut se fixer sur des récepteurs membranaires comme

GPER. Anciennement nommé GPR30, cette protéine de la famille des récepteurs couplés aux
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protéines G (RCPG) était considérée comme un récepteur orphelin a sa découverte. Ce
récepteur est exprimé dans différents types cellulaires, dont 1’appareil reproducteur mais
¢galement les tissus métaboliques incluant le pancréas, le tissu adipeux, le foie, le muscle

squelettique, le SNC, le cceur, I’intestin et les cellules inflammatoires (82).

2.2.2.2 Les mécanismes d’actions

Les effets cestrogéniques au niveau des cellules cibles passent par des mécanismes
d’actions dits génomiques (ou nucléaires) et non génomiques (ou extranucléaires). Tandis que
les premiers peuvent durer plusieurs heures, les derniers peuvent apparaitre trés rapidement,

parfois dans les secondes suivant I’exposition aux cestrogenes (Figure 26).

génomiques non génomique

@ FC
Extracellulaire @ @ Qf RFC
R R R A R R HR i HEER o] b COSTOR ICPORTRIRIININOE. JINUIIERN U A ¥ A H

Cytoplasme ER . .ER ,l

for) | (]

® \ ® Cascade de
ignalisati
@ &ER R v VER signalisation
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' } VAN
e 2 WV ¥

i g iatyiny ey e A S M BN R R i AR
Novan / \

?

Figure 26 : Mécanismes d'actions génomiques (2 gauche) et non génomiques (2 droite) des récepteurs aux cestrogenes.
Ez : cestradiol, ER : Estrogen receptor, ERm : membrane-associated estrogen receptor, ERc : cytoplasm-associated estrogen
receptor, ERE : Estrogen response element, FC : Facteur de croissance, HSP : Heat shock protein RFC : Récepteur aux

facteurs de croissance, TF : Transcription factor.

. Les mécanismes d’actions génomiques : A 1’¢tat basal, les récepteurs aux cestrogenes

sont cytoplasmiques et fixés a des protéines chaperonnes. La fixation des cestrogénes aux
récepteurs provoque le détachement des chaperonnes aux ER, puis un changement de
conformation des ER permettant la formation d’homodimeres (ERa/ ERa, ERB/ ERB) ou
d’hétérodiméres (ERa/ERP). S’ensuit une translocation des complexes ER/E dans le noyau,
permettant leur interaction avec les régions promotrices des génes cibles soit par association
directe a une région spécifique de I’ADN (appelée estrogen response element ou ERE), soit

indirectement en établissant des complexes avec d’autres facteurs de transcription comme AP-
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1 et SP-1. Les ERE sont des séquences consensus constituées de 2 demi-sites palindromiques

séparés par 3 nucléotides (AGGTCAnnnTGACCT).

Les ER peuvent étre activés au niveau d’ERE indépendamment des cestrogenes. Ce
mécanisme implique des facteurs de croissance qui vont activer les protéines kinases dont la
cascade de signalisation aboutit & la phosphorylation des ER et la transcription de genes

cibles.

. Les mécanismes d’action non génomiques : Les actions membranaires (non

génomiques) sont connues sous le nom de membrane-initiated steroid signaling (MISS). ls
correspondent a I’activation rapide par les hormones stéroidiennes de plusieurs voies de
signalisations cytoplasmiques a travers la modulation du niveau de seconds messagers comme
I’AMPc et le calcium, et du niveau de phosphorylation de protéines via les voies MAPK et
PI3K/AKT. Parmi les récepteurs impliqués dans la voie extranucléaire, on retrouve des
formes cytosoliques et membranaires d’ER, ainsi que GPER (83). Il existe aussi des cross-
talks ou interactions entre ces signalisations impliquant I’activation de la protéine epidermal

growth factor receptor (EGFR) qui viennent complexifier les mécanismes.

2.3 Les effets métaboliques des cestrogénes

La connaissance de la contribution des cestrogénes a I’homéostasie énergétique repose non
seulement sur les modeles d’ovariectomie (Figure 27) mais également sur la génération de
souris n’exprimant pas les récepteurs ERa, ER, GPER et I’aromatase a la fois chez les males
et les femelles (Figure 28). Ainsi on observe que la plupart des modeles de KO total aboutit
dans les deux sexes a des altérations métaboliques importantes impactant la dépense
énergétique et la prise alimentaire, la lipogenese de novo dans le tissu adipeux ainsi que le

foie, et que le pancréas est un organe tres largement régulé par les cestrogenes.

2.3.1 Les modéles d’ovariectomie

L’ovariectomie augmente la prédisposition a 1’obésité chez les femelles. En effet, la
comparaison de souris males et femelles nourries au régime gras montre qu’a age et prise
alimentaire équivalente, les souris males sont plus susceptibles de devenir obéses que les
souris femelles cyclées. Chez les femelles, la déficience hormonale favorise la prise de poids
par accumulation de masse grasse (84), d’autant plus si les souris suivent un régime riche en

graisses (85).
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Cet effet sur le poids est concomitant a une baisse de la dépense énergétique. Dans une étude
Yonezawa et al. ont pu constater qu’une baisse de la consommation d’oxygene et de I’activité
locomotrice est responsable de la réduction de la dépense énergétique chez les souris
ovariectomisées (85). Witte et al. ont ¢galement observé en condition d’ovariectomie une

baisse de I’activité locomotrice aussi bien chez des rates que des souris (84).

Au cours d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique, le débit de glucose nécessaire pour
maintenir 1’euglycémie a été réduit de manicre significative chez les souris ovariectomisées
par rapport aux souris sham (chirurgie sans ablation des ovaires) et aux souris recevant de
I’E2, ce qui démontre une moindre sensibilit¢ a 1’insuline chez les souris ovariectomisées
(86). Pae et al. ont montré que la perte de la fonction ovarienne couplée a un régime gras

favorise I’insulino-résistance (87).

L’insulino-résistance développée dans le modele d’ovariectomie a des conséquences sur les
tissus métaboliques. Au niveau du tissu adipeux, en plus de I’hypertrophie des adipocytes, il a
¢té montré une diminution du métabolisme oxydatif (86), une augmentation du stress oxydant
(88), une augmentation de I’expression des marqueurs de I’inflammation tels que I1-6 et TNFa
(89) avec une infiltration de macrophages de type M1 (pro-inflammatoires) via I’expression
de marqueurs tels que MCP-1 et CD11c (90). Dans le foie, on retrouve une augmentation de
la lipogenése entrainant une stéatose (91) qui peut progresser en fibrose par augmentation des

1ésions hépatiques (92).

De manicre intéressante Benedusi et al. (93) ont remarqué d’une part qu’a age équivalent, les
souris ovariectomisées ont une plus grande probabilit¢ de mort que les souris témoins non
ovariectomisées (sham). D’autre part, [’ovariectomie accéleére la progression de
I’inflammation basale dans le foie, le tissu adipeux et I’aorte par augmentation précoce de
I’expression des marqueurs inflammatoires TNFa, IL-1B, IL-6 et MCP-1. Ce niveau élevé
d’inflammation est maintenu avec le vieillissement, alors que chez les femelles cyclées
I’expression des marqueurs inflammatoires est directement proportionnelle a 1’age. Ces
résultats suggerent que la baisse de la longévité des souris ovariectomisées pourrait étre due a
une accélération du niveau basal d’inflammation dans les tissus métaboliques, probablement
par manque d'activité anti-inflammatoire médiée par les cestrogeénes (93). Ces événements ne
sont pas observés chez les males gonadectomisés, indiquant que la testostérone, contrairement

aux cestrogenes, n’impacte pas 1I’inflammation.
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La plupart des altérations métaboliques sont corrigées par traitement par E2 exogene. Ceci
signifie qu’E2, en agissant sur ses récepteurs, contribue au maintien du poids, de 1’activité
musculaire, de la tolérance au glucose, de la sensibilité a I’insuline et régule I’inflammation et

la fonction hépatique.
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Effets métaboliques de l'ovariectomie sur des modeles murins, avec ou sans administration d'cestradiol.

Figure 27
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2.3.2 Les modeles KO :

Nom Phénotype des souris invalidées pour le géne males femelles références
Hyperplasie e?t hyPenrophie du tissu adipeux, insulino- X X (245)
résistance et intolérance au glucose.
Insulino-résistance hépatique, intolérance au glucose,
1 leptine / | Lepr, lipogenése (1Scdl)

1 poids corporel et de la masse grasse, | stéatose
ERp hépatique, 1 tolérance au glucose et de la sensibilité a - X (107)
l'insuline

Hyperglycémie et intolérance au glucose, 1égére | du
poids corporel sans | de la masse grasse, | libération - X (111)
de l'insuline par le pancréas

ERa
X X (103)

1 poids corporel et de I'adiposité X X (246)

GPER 1 poids corporel sans 1 de la masse grasse, | dépense
énergétique + | thermogenése + | adiponectine +
résistance a l'effet anorexigene de la leptine et de
CCK.

| poids corporel par | masse grasse et de la taille des
adipocytes + | différenciation des adipocytes + 1 - X (230)
tolérance au glucose et sensibilité a I'insuline
Insulino-résistance, intolérance au glucose, 1 adiposité
viscérale associée a une | activité physique, de
l'oxydation du glucose et de la masse maigre. 1
leptine, du cholestérol et de I'insuline

X X (98)

Aromatase X X (247)

Figure 28 : Phénotypes métaboliques associés a des modeles génétiques de déficience en cestrogenes chez la souris (adapté

de Le Magueresse-Battistoni B., 2018 (94)).

2.3.2.1 Prise alimentaire et dépense énergétique

Les cestrogénes exercent une activité de type anorexigéne au niveau du systéme nerveux
central (SNC). Chez des rates intactes, 1’cestradiol amplifie I’action anorexigeéne de la leptine
administrée au niveau de I’hypothalamus (95). De plus, I'infusion d’cestrogeénes dans
certaines zones hypothalamiques comme le noyau arqué (NA) et le noyau paraventriculaire

(NPV) réduit la prise alimentaire et le poids corporel.

L’effet anorexigene de I’E2 est présent chez des souris femelles sauvages mais est perdu suite
a I’inactivation d’ERa, démontrant également que l’activation d’ERa est anorexigéne. La
seule inhibition de I’expression d’ERa dans le noyau ventromédial de 1’hypothalamus (VMH)
suffit chez les souris femelles et les rates au développement d’une obésité, d’une réduction de

la dépense énergétique et d’une hyperphagie (96).

Les souris invalidées pour GPER développent une obésité (Figure 28) dans, au moins, une
des 4 lignées transgéniques existantes (97,98). De facon intéressante, Davis et ses

collaborateurs ont montré que 1’augmentation du poids corporel des souris femelles n’était pas
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associée a une augmentation de la masse grasse, mais a une diminution de la dépense

énergétique (98).

2.3.2.2 Lipogenese dans le foie et le tissu adipeux

Glucose ‘

Glucose

Gy o @
Krebs Pyruvate
Glucose =7 *

Glycérol Acides gras CD36
=

A 4

Triglycérides

Figure 29 : Effets de I’cestradiol sur des acteurs de la lipogenése dans le foie et le tissu adipeux.

Les cestrogénes s’opposent a [’accumulation de tissu adipeux blanc en réduisant la synthése
d’acides gras et de TG. La syntheése de TG est principalement médiée par LPL, I’enzyme
limitante dans I’importation des acides gras libres dans 1’adipocyte a des fins de stockage
(Figure 29). Le gene Lpl présente un ERE dans son promoteur, et I’interaction des
cestrogenes avec ’ERE via ses récepteurs régule négativement 1’expression de ’ARNm Lpl
(99). Des souris femelles déficientes pour le geéne de I’aromatase (Arom-KO) présentent une
augmentation de ’expression de Lpl dans le tissu adipeux gonadique. Ceci signifie que I’E2

inhibe Lpl puisque I’expression de Lpl se normalise apres supplémentation par de I’E2 (100).

De plus, D’Eon et ses collaborateurs ont montré que 1’administration d’E2 in vivo chez la
souris ovariectomisée diminue la taille des adipocytes par réduction de I’absorption des acides
gras (régulation négative de LPL) et de la lipogenése de novo (régulation négative de acetyl-
coA carboxylate ACC et fatty acid synthase FAS). 1l y a également augmentation de la

lipolyse induite par les catécholamines (101).
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La déficience en cestrogenes est également associée a une accumulation de lipides dans le
foie. Ainsi des souris déficientes pour GPER et nourries avec un régime riche en graisses

développent une stéatose hépatique (102).

2.3.2.3 Sensibilité a ['insuline

Bryzgalova et ses collaborateurs ont observé chez des souris ERa-KO une diminution de la
suppression de la production hépatique de glucose par I’insuline lors d’un clamp
euglycémique hyperinsulinémique, sans changement de la sensibilit¢ a I’insuline dans le
muscle squelettique (103). Dans ce mod¢ele, 1’absence d’ERa a entrainé une insulino-
résistance hépatique. En revanche Ribas ef al. ont montré que les souris ERa-KO
accumulaient des lipides pro-inflammatoires dans le muscle squelettique, menant a une
insulino-résistance musculaire, sans forte altération de la sensibilité hépatique a 1’insuline

(104).

L’absorption du glucose par le muscle via les transporteurs GLUT4 constitue un indicateur de
la sensibilité musculaire a I’insuline. En comparaison des souris témoins exprimant ERa et
ERp, les souris déficientes pour ERB et ERa sont caractérisées respectivement par une
augmentation et une diminution des niveaux de GLUT4 dans le muscle squelettique (105).
Ces résultats suggerent que I’insulino-résistance liée a la diminution de la sensibilité a
I’insuline dans le muscle squelettique observée dans les modeles de souris ERa-KO serait liée
a ’activation d’ERP (105). Ceci amene a penser que dans un contexte physiologique, le
déséquilibre du rapport entre ERa et ERB conduisant a une suractivit¢ d’ERP pourrait réguler

négativement GLUT4 et provoquer une résistance a 1'insuline dans le muscle (Figure 30).

e

E2 GLUT4

Nan®

Figure 30 : Mod¢le représentant les mécanismes par lesquels ERa et ERf pourraient moduler I'expression de GLUT4 dans le

muscle (d'aprés Barros RP., 2006 (1006)).
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L’invalidation du récepteur ERpB chez la souris femelle nourrie au régime gras conduit a un
gain de poids par augmentation de la masse grasse concomitante d’une amélioration de la
sensibilit¢ a ’insuline et de la tolérance au glucose (107) (Figure 28). Ces phénomeénes
dépendent de Dl’activation de peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy),
facteur de transcription jouant un role majeur dans la régulation du métabolisme du glucose et
des lipides en modulant I'homéostasie énergétique dans le tissu adipeux, le muscle
squelettique et le foie. Ainsi, I’inhibition de PPARy dans le mode¢le de souris ERB-KO réverse
le phénotype métabolique, montrant une baisse d’expression des génes cibles de PPARYy (Lpl,
PEPCK, CD36 et adiponectine), associée a une insulino-résistance et une intolérance au
glucose. Ceci signifie que chez la femme, ERJ pourrait inhiber la régulation du métabolisme

médiée par PPARY.

2.3.2.4 Cellule béta et survie

L’insulino-résistance expose le pancréas a divers stress comme la glucotoxicité, la lipotoxicité
et le stress oxydatif menant a ’apoptose des cellules B. L’E2, a des concentrations
physiologiques, joue un role antiapoptotique. Il a ét¢ montré in vivo sur des souris que le
traitement par la streptozotocine (STZ), qui est un agent cytotoxique pour le pancréas, induit
I’apoptose des cellules B, et que I’E2 circulant agit comme protecteur, prévenant I’apoptose
des cellules B a des doses physiologiques. Le mécanisme passe par la fixation d’E2 au

récepteur ERa (108).

La perte d’expression de GPER (GPER™") prédispose également a 1’apoptose des ilots induite
par le modele STZ (109), alors que 1’activation pharmacologique de GPER par un agoniste
sélectif (G1) protege du stress oxydatif et de 1’apoptose dans des cultures d’ilots humains et
murins (110). De plus, une autre étude a montré que des souris GPER™" présentent une
altération de la libération d’insuline induite par le glucose (GSIS) dans des ilots isolés
stimulés par une concentration pharmacologique d’E2 (111). L’E2 est aussi capable de
stimuler le GSIS par sa fixation sur ERB qui initie la fermeture des canaux K (revoir Figure

8 pour les mécanismes de sécrétion de 1’insuline par la cellule B).

De plus, il a été montré que 1I’E2 pouvait stimuler la synthese de I’insuline via un mécanisme
dépendant d’ERa. En effet, la synthése d’insuline est fortement réduite chez la souris KO
pour ERa spécifiquement dans le pancréas (112). De manicre intéressante, ces mémes travaux
suggerent que les effets de I’E2 sur le pancréas dépendraient d’un mécanisme d’action non

génomique. En effet, I'utilisation d’une forme mutée d’ERa incapable de se fixer sur
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I’¢lément de réponse aux cestrogénes (ERE) n’empéche pas la stimulation de la synthese

d’insuline par I’E2.

Un apergu global des effets métaboliques de 1'activation des récepteurs aux cestrogénes chez

le sexe féminin est présenté ci-dessous (Figure 31).

Foie
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Tissu adipeux
blanc

Tissu adipeux brun

Muscle
squelettique

v prise alimentaire

/7 dépense énergétique

v obésité
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v production hépatique de
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~ lipogenése

/7 survie cellules béta
7 synthése d’insuline
7 GSIS

~ lipogenése

N INAsse grasse
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v absorption des AGL
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2 GLUT4
/ oxydation des lipides
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Figure 31 : Effets métaboliques de l'activation des récepteurs aux cestrogenes chez le sexe féminin. TG : Triglycérides,

LDL : Low Density Lipoprotein, GSIS : Glucose Stimulated Insulin Secretion, PPAR : peroxisome proliferator-activator.

(adapté de Mauvais-Jarvis F., 2011 (59); Sharma G., 2017 (113))
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3 Le concept de perturbation endocrinienne (PE)

3.1 Historique

Dans les années 1950, I’américaine Rachel Carson - écologiste et biologiste marine —
s’intéresse aux conséquences écologiques de 'utilisation des pesticides. Elle met en évidence
la toxicité reproductive du dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) — insecticide le plus utilisé
a partir de la Seconde Guerre mondiale - chez le pygargue a téte blanche (I’aigle américain).
Cette substance chimique rendait les coquilles d’ceuf plus fines, qui se brisaient au moment de
la couvaison, entrainant un déclin marqué de la population. L’effondrement de la population
de pygargues a conduit Carson a publier en 1962 un livre intitulé Printemps silencieux. Ce
manifeste activiste provoqua une prise de conscience des problémes li€s aux pesticides et a la
pollution de I’environnement, renforgant le mouvement €cologiste naissant dans les années
1960. I a non seulement permis de conduire a la création de /’Environmental Protection
Agency (EPA) en 1970, mais aussi d’interdire la production du DDT en 1972. D’autres
observations d’effets négatifs sur la faune ont été rapportées. Par exemple, Guillette ef al. ont
rapporté qu'un déversement important de produits chimiques (dicofol, DDT et DDE) par la
sociét¢ Tower Chemical Company dans le lac Apopka de Floride était a 1’origine d’effets
« féminisants » chez les alligators vivant dans cette région (114). Les males présentaient un
micropénis associ¢ a une infertilité, tandis que les femelles développaient des anomalies
ovariennes. La chute progressive de la population des alligators dans cette région a pu étre
corrélée a la baisse des naissances combinée a I’augmentation de la mortalité chez les

nouveau-nés (115).

Ces accidents écologiques ont amené zoologistes, biologistes de la reproduction et
autres chercheurs dont Theo Colborn et ses collaborateurs a proposer le concept de PE lors de
la conférence de Wingspread en juillet 1991. En 1997, PEPA définissait dans un rapport
d’évaluation des risques le PE comme : «un agent exogeéne capable d’interférer avec la
synthése, le stockage, la sécrétion, le transport, le métabolisme, la liaison ou 1’¢limination des
hormones endogenes naturellement produites par 1’organisme et responsable du maintien de
I’homéostasie, des phénomenes de reproduction et/ou du développement. ». Sa définition

reste encore débattue, et celle qui est retenue a ce jour est celle définie en 2002 par ’OMS :
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« Un perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange de substances,
qui altere les fonctions du systéme endocrinien et de ce fait induit des effets
néfastes dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)-

populations ».

La prise de conscience des effets négatifs des molécules anthropiques sur I’Homme et
son environnement a conduit I’Union européenne (UE) a établir en 2006 un réglement
concernant I’enregistrement, 1’évaluation et ’autorisation des produits chimiques : REACh
(Registration, Evaluation, Authorisation and restriction of Chemicals). Andreas Kortenkamp
et ses associés ont rédigé a la demande de la Commission européenne un état des lieux sur
I’évaluation des PE. Le rapport a été rendu en 2011 et reprend beaucoup des conclusions du
rapport de ’OMS de 2002. Un an plus tard, ’OMS demande a certains chercheurs dont Ake
Bergman de rédiger un nouveau rapport pour faire un nouvel état des lieux sur I’exposition et

les effets des PE.

En 2009, I’'UE adopte un cadre réglementaire pour la commercialisation et 1’utilisation des
pesticides. A partir de cette réglementation, la Commission européenne avait, jusqu’en
décembre 2013, pour légiférer sur les perturbateurs endocriniens. Entre-temps, les industries
des pesticides et de la Chimie ont réussi a bloquer cette législation en demandant une étude
sur I’impact social et économique de I’interdiction de certaines substances. En réponse aux
industriels, la Suede ainsi que d’autres pays ont traduit devant la justice la Commission
européenne pour inaction. Fin 2015, la Cour européenne de justice a jugé que la Commission
avait enfreint le droit européen. Le 4 juillet 2017, les états membres de I’UE ont adopté une
proposition de la Commission européenne visant a définir 1également les PE, prérequis
indispensable pour en réglementer 'utilisation ou décider de leur interdiction. Mais cette
proposition a ses limites puisqu’elle conditionne 1’identification d’un perturbateur endocrinien
a des effets néfastes « avérés » résultant d’'un « mode d’action endocrinien ». Ceci signifie
qu’il faut attendre de rassembler un niveau élevé de preuves scientifiques avant de pouvoir
limiter ’utilisation de produits chimiques soupgonnés dangereux pour la santé, ce qui va a
I’encontre du principe de précaution et de prévention des risques. En effet, avec cette
réglementation, les perturbateurs « présumés » et « soupgonnés » ne sont pas reconnus, alors

qu’ils constituent aujourd’hui une large majorité des PE.
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3.2 Liste des PE

Il existe plusieurs listes de polluants incluant des PE dont I’EU pesticide database, la SIN
(Substitue It Now !) list ou encore la liste TEDX (116) qui est actuellement la plus longue et
recense pas moins de 1482 molécules susceptibles d’interférer avec les récepteurs aux
hormones, la synthése des hormones ou leur conversion. Cependant seulement une petite
partie d’entre eux ont été testés pour leurs propriétés endocriniennes sur un organisme intact
(117). Selon leur nature chimique, on peut considérer les substances naturelles et les

substances synthétiques.

Des exemples de PE d’origine naturelle incluent la pilule contraceptive, mais aussi les
hormones d’origine végétale appelées phytocestrogénes qui, du fait de leur structure
moléculaire similaire a [’cestradiol, sont capables de produire des effets cestrogéno-

mimétiques.

La plupart des PE sont des molécules d’origine anthropique utilisées dans 1’industrie (agents
de nettoyage, plastifiants, ...), I’agriculture (pesticides) et les produits de consommation
courante (cosmétiques, produits d’entretien, emballages, ...). Dans cette catégorie
apparaissent également les dioxines qui sont des sous-produits des incinérateurs de déchets,
les hormones de croissance données aux animaux d’élevage (interdits dans 1’Union
européenne depuis 1988) et certains additifs utilisés en alimentation animale. En fonction de
leur demi-vie, on pourrait aussi les subdiviser en polluants organiques persistants (POP) et en

polluants chimiques moins persistants (Figure 32).

Les POP possédent une combinaison de propriétés physico-chimiques qui font qu’une fois

libérés dans I’environnement :

- 1IIs sont peu métabolisés. Leur demi-vie varie de plusieurs semaines a plusieurs
dizaines d’années. Par exemple, la demi-vie de la dioxine de Seveso (TCDD) a été
estimée, chez I’Homme, entre 7 et 9 ans (118).

- D’étre distribués tres largement dans les différents compartiments de 1’environnement
(air, sols, eaux).

- De s’accumuler dans le tissu adipeux des organismes vivants. On assiste donc a leur
bioaccumulation au travers de la chaine alimentaire. On va les retrouver

essentiellement dans le lait, le fromage, la viande, les ceufs et les poissons gras.
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La bioaccumulation des polluants dans le tissu adipeux expose I’organisme a une toxicité
chronique interne qui évolue en fonction de plusieurs facteurs dont 1’age et la charge
pondérale. Ainsi, les pertes importantes de poids chez les personnes obéses vont provoquer le
relargage des polluants dans la circulation sanguine et leur redistribution dans les tissus.
L’équipe de Tremblay et al. au Canada a montré qu’une perte de poids modérée chez des
patients obéses ayant suivi un régime amaigrissant était associée a une augmentation des
concentrations dans le plasma et le tissu adipeux sous-cutané de PCB et de pesticides
organochlorés (121). De la méme manieére, ces effets ont été observés en cas de perte de poids
par chirurgie bariatrique (122,123). Par exemple, dans 1’é¢tude de Hue et al., les hommes en
état d’obésité morbide (IMC > 40 kg/m?) ont vu leur concentration plasmatique en pesticides
organochlorés multipliée par 5 suite a la chirurgie, passant de 295,1 pg/kg avant la chirurgie a
1440,8 pg/kg un an apres la chirurgie (122). Ces résultats suggerent que le tissu adipeux
jouerait un role protecteur en servant de réservoir de stockage des polluants lipophiles,

empéchant leur distribution dans d’autres tissus ou ils pourraient exercer des effets déléteres.

Sous I’égide du Programme des Nations Unies pour I’Environnement (UNEP), la convention
de Stockholm signée en 2001 par 151 pays dont la France, visait a réduire voire ¢liminer la
production de certains pesticides, produits chimiques industriels et sous-produits dangereux
pour I’espece humaine mais aussi pour la faune et la flore. La convention visait au départ a
bannir 12 POP, comprenant 9 pesticides, 2 produits chimiques industriels et les sous-produits
non intentionnels issus de I’incinération de PCB (Figure 33). En 2009, de nouvelles

molécules ont été ajoutées.
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Sources Substances Production  Utilisation

Pesticides Aldrine Arrét Insecticide
Chlordane Arrét Insecticide
DDT Restriction  Insecticide
Dieldrine Arrét Insecticide
Endrine Arrét Pesticide
Heptachlore Arrét Pesticide
Hexachlorobenzéne (HCB) Arrét Fongicide
Mirex Arrét Insecticide, retardateur de feu,
additif pour plastique
Toxapheéne Arrét Insecticide
Alpha-hexachlorocyclohexane Arrét Insecticide
Béta-hexachlorocyclohexane Arrét Insecticide
Chlordécone Arrét Pesticide
Hexachlorobutadiene Arrét Insecticide, herbicide
Lindane Arrét Insecticide
Pentachlorobenzene Arrét Fongicide
Produits Hexachlorobenzéne (HCB) Arrét Caoutchoucs synthétiques,
chimiques plastifiant (PVC)
industriels Polychlorobiphényles (PCB) Arrét Isolant électrique
Hexabromobiphényle Arrét Retardateur de flammes dans les
produits plastiques
Hexabromodiphényléther et Arrét Retardateur de flammes dans les
Heptabromodiphényléther produits plastiques
Pentachlorobenzene Arrét Retardateur de flammes dans les
fluides diélectriques
Tétrabromodiphényléther et Arrét Retardateurs de flammes dans les
Pentabromodiphényléther matieres plastiques et les textiles
Sous-produits Polychlorodibenzo-p-dioxines Non Déchet industriel
(PCDD) intentionnelle
Polychlorodibenzofuranes (PCDF) Non Déchet industriel
intentionnelle
Hexachlorobutadiene Non Déchet industriel
intentionnelle
Pentachlorobenzene Non Déchet industriel
intentionnelle

Figure 33 : Liste des POP dont l'utilisation est interdite par la convention de Stockholm depuis 2001, comprenant les 12

premiers visés par la convention (en clair) et ceux ayant fait I'objet d'une évaluation plus récente (en fonc¢).

Contrairement aux POP, certains polluants environnementaux comme les dérivés phénoliques
ont une faible bioaccumulation du fait de leur métabolisation plus rapide. Cependant, ils
représentent un véritable probléme dans la mesure ou I’exposition humaine a ces composés
est continue. La production massive du bisphénol A (BPA) et des phtalates par I’industrie du
plastique rendent compte du caractére omniprésent de ces molécules qui peuvent, sous

I’action de la chaleur par exemple, passer du contenant (I’emballage alimentaire) au contenu
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(I’aliment) et causer des contaminations. Par exemple, le BPA a été retrouvé dans les urines
de 92% d’un échantillon représentatif de la population des Etats Unis (124). Aprés une
exposition orale, le BPA est rapidement métabolisé chez I’Homme par le foie en une forme
conjuguée inactive de demi-vie courte, éliminée dans les urines au bout de 6 heures (125).
Chez le rongeur, la cinétique d’¢élimination du BPA est plus lente parce que la forme
conjuguée peut Etre réabsorbée par le foie en suivant la circulation dite entéro-hépatique,
contribuant a la rétention de plus fortes concentrations de BPA dans le sang au cours du

temps.

Comme les bisphénols, les phtalates sont métabolisés dans le foie (Figure 34) et rapidement
excrétés dans les urines (au bout de 24 heures). La source d'exposition humaine aux phtalates
dépend de leur poids moléculaire. Ainsi I’exposition aux phtalates de haut poids moléculaire
se fait principalement par l'ingestion d'aliments contaminés. En effet, Koch et ses
collaborateurs se sont apercus que les concentrations urinaires en di(2-ethylhexyl) phthalate
(DEHP), di-iso-nonyl phthalate (DiNP) et di-iso-decyl phthalate (DiDP) - phtalates de haut
poids moléculaire - diminuaient au cours d’un jetine de 48 h, puis ré-augmentaient a la suite
de I’ingestion d’un repas (126). Pour les phtalates de faibles poids moléculaire, 1’exposition se

fait essentiellement via les produits d’hygieéne, la poussiére et I’air intérieur.

Molécules parents abbr.  Métabolites abbr.
Di (2-ethylhexyl) phthalate DEHP  Mono-(2-ethylhexyl) phthalate MEHP
Mono-(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) phthalate MEHHP
Mono-(2-ethyl-5-oxohexyl) phthalate MEOHP
Di-n-octyl phthalate DnOP  Mono-n-octyl phthalate MnOP
Di-iso-nonyl phthalate DINP  Mono-iso-nonyl phthalate MiNP
Di-iso-decyl phthalate DiDP  Mono-iso-decyl phthalate MiDP
Dimethyl phthalate DMP  Mono-methyl phthalate MMP
Diethyl phthalate DEP Mono-ethyl phthalate MEP
Di-cyclohexyl phthalate DCHP Mono-cyclohexyl phthalate MCHP
Di-n-pentyl phthalate DNPP  Mono-n-pentyl phthalate MnPP
Butyl-benzyl phthalate BBzP  Mono-benzyl phthalate MBzP
Di-n-hexyl-phthalate DnHP  Mono-hexyl phthalate MHP
Di-iso-butyl phthalate DiBP  Mono-iso-butyl phthalate MiBP
Di-n-butyl phthalate DnBP  Mono-n-butyl phthalate MnBP

Figure 34 : Les phtalates et leurs principaux métabolites. Les molécules listées comme polluants prioritaires par ’'USEPA

sont indiquées en rouge (d’aprés Wang W., 2018 (127)).
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3.3 Les modes d’action des PE

Plusieurs mécanismes d’action des PE ont été décrits.

3.3.1 La perturbation de la synthése, du transport, du métabolisme et de l'excrétion de
I'hormone

e C(Certains PE peuvent perturber la synthése hormonale. Par exemple, le BPA a forte
concentration (100 uM) inhibe 1’aromatase, enzyme indispensable a la conversion des
androgenes en cestrogenes (128).

e Certains PE peuvent altérer la liaison aux protéines de transport des hormones. /n vitro,
certains retardateurs de flammes bromés comme le tetrabromobisphénol A (TBBPA) sont
capables de se fixer sur la protéine de transport de la thyroxine (T4) appelée transthyrétine
avec une affinité supérieure a celle de I’hormone thyroidienne elle-méme (129).

e Certains PE peuvent modifier le métabolisme des hormones. En effet, le TBBPA stimule
I’expression d’UGT1A1, enzyme de phase II inactivant la T4 par glucuronidation et

participant a la diminution de sa concentration plasmatique (130).

3.3.2 L’action dite « agoniste »

En se fixant au récepteur, le PE peut mimer ’action de 1’hormone naturelle et activer ou
inhiber la transcription de genes cibles. On parle alors d’effet agoniste. Ainsi, un grand
nombre de PE miment 1’action des cestrogeénes au niveau de leurs récepteurs. Ce sont des
xénocestrogenes ou cestrogéno-mimétiques (Figure 35). Par exemple le BPA imite 1’action de

I’E2 dans les cellules de cancer de l'ovaire BG-1 (131).
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Molécules Utilisation

Estradiol, estrone, estriol Synthése naturelle

Coumestrol, génistéine Phyto-estrogeénes

Aldrine, Dieldrine, Chlordécone Insecticides

Ethynil-estradiol, DES Pharmacologie

Bisphénol A Plastifiant

Nonylphénol, PCB Industrie

Tamoxifene SERM

Furanes Solvants, déchets industriels
Atrazine Pesticide, herbicide
Z¢aralénone Mycotoxine

Tributylétain Pesticide, antifouling

Figure 35 : Liste de substances aux propriétés cestrogéno-mimétiques. SERM : Selective Estrogen Receptor Modulator.

3.3.3 L’action dite « antagoniste »

En rentrant en compétition avec [’hormone naturelle sur son récepteur, le PE peut bloquer et
empécher I’action de celle-ci. On parle alors d’effet antagoniste. Ainsi, il a ét€ montré que le
BPA pouvait empécher la fixation de la triiodothyronine (T3) sur son récepteur et induire
parallélement le recrutement d’un répresseur de la transcription, résultant en la suppression de

I’expression des génes cibles (132).

3.3.4 Les SERM

Une molécule donnée peut présenter des effets agonistes ou antagonistes selon le tissu dans
lequel elle va agir. Cette propriété présente un intérét clinique puisque cela ouvre la
possibilité de conserver les effets bénéfiques de 1’action de la molécule sur un tissu tout en
minimisant les effets secondaires. Des ligands modulateurs du récepteur des cestrogeénes (de
I’anglais SERM pour Selective Estrogen Receptor Modulator) peuvent étre sélectifs d’un tissu
donné. Un des exemples de SERM le plus couramment utilisé en clinique est probablement le
tamoxiféne. Possédant une action anti-cestrogénique par inhibition compétitive de la liaison au
ligand sur son récepteur, le tamoxiféne présente un intérét dans le cadre du traitement du

cancer du sein hormono-dépendant. En méme temps, il exerce une action procestrogénique sur
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certains tissus dont 1’0os en maintenant la densité osseuse. Cette propriété est utilisée
particulierement chez les femmes ménopausées, dont le déficit en cestrogeénes favorise le

risque d’ostéoporose (133).

3.4 Les caractéristiques des PE

L’origine de la toxicologie moderne provient des observations d’Hippocrate qui a été le
premier a montrer que selon la dose et le mode d’administration, une substance passe du
remede au poison et inversement. Ce principe de la dose a ensuite été repris par le médecin
alchimiste Paracelse au XVe siecle, connu pour sa célebre citation : « Toutes les choses sont
poison, et rien n’est poison ; seule la dose fait qu'une chose n’est pas poison. ». Cette citation
lui a largement survécu, et aujourd’hui le principe de la relation proportionnelle entre la dose
et la toxicité est toujours utilisé pour évaluer les risques liés aux substances chimiques de
synthése. L’Autorit¢é Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) a traduit les propos de
Paracelse ainsi: « Plus la dose absorbée d'un produit chimique est élevée, plus l'effet est
important, ainsi que la probabilit¢ d'un effet indésirable. » En clair, a petites doses, petits

effets, et a fortes doses, effets importants.

Ainsi, I’évaluation des risques repose sur les principes de toxicologie et la linéarité des effets
nocifs des produits chimiques au-dela de valeurs de référence. Ces références sont regroupées
sous le terme de valeurs toxicologiques de référence (VTR). Parmi ces références on retrouve
la dose journaliere admissible ou dose journaliére tolérable (DJA/DIJT) qui correspond a la
quantité de substance qu’un individu peut ingérer quotidiennement sans risque pour sa santé.
Le calcul de la DJT repose sur I’extrapolation de la Dose Sans Effet (DSE) ou No Observable
Adverse Effect Level (NOAEL) déterminée expérimentalement chez I’animal, auquel on
applique un facteur de correction tenant compte des variations inter-individuelles, inter-

especes et des données de la littérature. Ce facteur varie de 100 a 1000.

DSE (ou NOAEL)

DIT = =503 1000

Cependant, avec le concept de PE, ce principe est remis en cause. En effet, la perturbation
endocrinienne se situe a I’interface entre I’endocrinologie et la toxicologie. Analyser ce qu’est
une perturbation endocrinienne nécessite de prendre en considération un certain nombre de
caractéristiques du systéme endocrinien. En particulier, on sait que le systéme endocrinien

répond & des concentrations hormonales trés faibles (10> mol/L) et initie une réponse
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biologique non linéaire entre les niveaux d'hormones et I'occupation des récepteurs. On parle
de courbe dose-réponse non monotone. De plus, on sait que les effets seront d’autant plus
marqués que la fonction endocrine ciblée sera immature au moment de 1’exposition, ¢’est-a-
dire pendant les périodes feetale et néonatale. On sait aussi que les effets seront tres

dépendants du sexe.

3.4.1 Effets a faible dose

Pour comprendre les effets a faible dose des PE, il faut se familiariser avec le concept de base
en endocrinologie qui dit que le principe de 1’effet biologique des hormones repose sur
I’occupation des récepteurs. Welshons et ses collegues (134) décrivent comment la
concentration d'hormones influe sur l'occupation des récepteurs : « Aux concentrations
supérieures au Kd (la constante de dissociation pour laquelle 50% des récepteurs sont occupés
par le ligand), la réponse est saturée en premier, et, ensuite, a des concentrations plus élevées,
on observe une saturation des récepteurs. ». Cela signifie qu’a de faibles doses d’hormones,
une concentration hormonale multipliée par 10 peut multiplier par 9 le taux d’occupation des
récepteurs ; tandis qu’a des doses élevées, une concentration hormonale multipliée par 10
multiplie seulement de 1,1 fois 1'occupation du récepteur (Figure 36). Ainsi, méme des
modifications modérées de la concentration d'hormones dans la plage des faibles doses
peuvent entrainer des modifications substantielles de 1'occupation du récepteur et donc des
modifications importantes des effets biologiques. Ils notent également qu'une réponse
biologique proche du maximum peut étre observée sans taux d'occupation élevé du récepteur.
Cette situation repose sur la théorie spare receptor hypothesis qui dit que le mécanisme de

réponse sature avant que tous les récepteurs ne soient saturés.

73



w
8

Receptor occuponcy
(% of maximum)

1
0 1x 2x 3x 4x 5x

Hormone concentration [linear scale)

Figure 36 : Exemple schématique de la relation entre I’occupation des récepteurs et la concentration hormonale. Dans
cet exemple, a des concentrations faibles, 1’augmentation de la concentration par “x” (de 0 a 1x) augmente I’occupation des
récepteurs d’environ 50% (de 0 a 50%, encadré jaune). La méme augmentation de la concentration hormonale, a plus forte
dose (de 4x a 5x), augmente 1’occupation des récepteurs de seulement 4% (de 78 a 82%, encadré rouge) (d’aprés Vandenberg

LN., 2012 (135)).

En raison de la similarité des mécanismes médiés par les récepteurs, il a été proposé que les
PE imitant les hormones naturelles suivent les mémes regles et aient donc des effets
biologiques a faible dose. De méme, les PE qui influent sur la production, le métabolisme,
l'absorption ou la libération d'hormones ont également des effets a faibles doses, car méme de
petits changements dans la concentration d'hormones peuvent avoir des conséquences

biologiquement importantes.

Selon les agences sanitaires nationales (ANSES) et européennes (EFSA), les faibles doses
sont considérées comme des doses d’exposition inférieures au seuil réglementaire. En 2002,
un panel d’experts de ’EPA avait défini les faibles doses sur la bases des « changements
biologiques qui interviennent dans la gamme des expositions humaines ou a des doses plus
faibles que celles utilisées typiquement dans le paradigme de tests standards de ’EPA pour
évaluer la toxicité pour la reproduction et le développement » (136). Pour le BPA, Vom Saal

et ses collaborateurs (137) ont défini les faibles doses selon 2 critéres :

e Premic¢rement, les ¢tudes sur 1’animal doivent impliquer 1’administration d’une dose
inférieure a celle utilisée dans les études de toxicologie classique pour 1’évaluation des
risques. Cette dose (LOAEL pour Low Observable Adverse Effect Level) correspond a 50
mg/kg/j pour le BPA dans les études sur rats et souris, et sert de base au calcul de la DJT

chez ’homme fixée par ’EPA a 50 pg/kg/j. Cependant, la mise en évidence d’effets
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indésirables du BPA pour des doses inférieures a la DJT (138) a conduit I’EFSA a baisser
cette DJT a 4 ng/kg/j en Europe.

La démonstration des effets a faible dose des PE (c’est-a-dire en deca des VTR), bien que
largement débattue, a une réelle importance en termes de santé publique puisque
I’exposition a des doses de I’ordre de celles auxquelles est exposée la population générale
peut avoir un impact pathologique. Par exemple, il a ét¢ montré chez le rat que
I’exposition au BPA a des doses environnementales altérait le poids corporel et
I’homéostasie du glucose (139). Dans cette ¢tude, la plus faible dose de BPA administrée
par gavage pendant la gestation et la lactation était de 50 pg/kg/j (soit la DIT), et qu’a
cette dose, il a été observé une augmentation du poids corporel, de I’insuline plasmatique
et de I’intolérance au glucose, alors qu’aucun effet indésirable n'était observé a des doses

plus fortes (250 et 1250 ug/kg/j).

o Le 2° critetre est que la dose doit se trouver dans une gamme d’exposition
environnementale humaine typique. Par exemple, sur la base de la littérature sur les
contaminations environnementales et alimentaires, I’absorption quotidienne de BPA par

I’homme a été estimée a moins de 1 pg/kg/j (140).

3.4.2 Effets non monotones

Un concept reli¢ aux faibles doses est celui de la non monotonicité des effets des PE. Une
réponse monotone (linéaire ou non) se caractérise par une pente qui ne change pas de
direction avec la dose dans une courbe dose-réponse. Ceci signifie que connaitre I’effet a forte
dose permet de prédire I’effet a faible dose par extrapolation. Une courbe dose-réponse est
dite non monotone (CDRNM) lorsque cette pente change de signe dans la gamme de dose
testée. La plupart des CDRNM sont en forme de « U » (avec des réponses maximales a faibles
et fortes doses) ou de « U » inversé (avec une réponse maximale au milieu de la gamme de
concentration). D’autres CDRNM ont des formes plus complexes, impliquant plusieurs
changements de signe de la pente dans la méme gamme de dose (Figure 37). Cette non-
linéarité des effets rend difficile voire impossible 1’extrapolation de la courbe dose-réponse

jusqu’a une dose sans effet.
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Figure 37 : Exemples de courbes effet-dose. A : Réponses
A High High
linéaires positivement ou inversement associées a la dose. Ce
’gi E type de courbe permet I’extrapolation de I’effet des
- - différentes doses. B : Exemple de courbes non linéaires
2 o Taoh e e ot monotoniques. Dans ces exemples, la pente de la courbe ne
Dose Dose . . .
- change pas de signe, mais change de valeur. Connaitre 1’effet
High High
d’une trés forte ou trés faible dose ne permet pas la
%‘L % prédiction de I’effet aux doses intermédiaires. Ces courbes
. . possédent généralement un intervalle de linéarité et permet
Low o les prédictions des effets dans la limite de cet intervalle. C :
Low High Low High
R Dese Trois courbes non-monotones dont une courbe en cloche ou
C High High . . .
en U et une courbe multi-phasique. Ces relations entre 1’effet
3 g et la dose ne permettent pas de prédire 1’effet a partir des
- -
& < doses testées. D : Réponse binaire. Aucun effet n’est observé
low low jusqu’a une dose seuil, a partir de laquelle 1’effet maximum
Low High Llow High
Bces £y est observé (d’aprés Vandenberg LN., 2012 (135)).
High High
R 2
: :
L —— 7 ——
Low High Low High
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Un exemple d’effets non monotones des PE a été¢ mis en évidence par Marmugi ef al. en 2012
(141). Dans cette ¢étude, les auteurs ont testé les effets du BPA in vivo. Pour cela, ils ont
exposé, par voie orale, des souris males pendant 28 jours a différentes concentrations de BPA,
incluant 0 (contrdle), 50 (DJT) et 5000 pg/kg/j (NOAEL). L analyse transcriptomique du foie
de ces souris a révélé que I’expression de génes impliqués dans le métabolisme des lipides
¢tait différente entre les groupes contrdle, DJT et NOAEL. Plus précisément, I’exposition au
BPA ala DJT a eu un impact plus fort sur I’expression hépatique des genes de la lipogenése

de novo qu’a la NOAEL, traduisant la présence d’effets non monotones.

3.4.3 Effets différés par rapport a 1I’exposition

II existe des périodes de vulnérabilité tres forte aux polluants comme le développement feetal,
la puberté, etc... qui sont des périodes caractérisées par des modifications hormonales
importantes. En conséquence, 1’age, a I’exposition, est une notion importante dans 1’é¢tude des
effets des PE. Ceci a introduit la notion de fenétre de vulnérabilité. L’exemple historique du
Distilbeéne ® (DES) est a I’origine de ce concept de fenétre de vulnérabilité cité. Le DES est
un puissant cestrogene de syntheése utilisé jusqu’en 1975 pour prévenir des fausses-couches.

Malheureusement, son utilisation a entrainé chez les filles des méres exposées ’apparition de

malformations du tractus génital, mais aussi des infertilités et des cancers hormono-
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dépendants. Chez la descendance, les garcons présentent aussi des malformations, et des
¢tudes récentes montrent que les générations suivantes sont également affectées, indiquant

I’existence d’un effet transgénérationnel (142,143).

Ces études rappellent les travaux de Barker et al, qui ont montré que des conditions
environnementales délétéres comme un stress, une carence nutritionnelle ou un déséquilibre
métabolique, dans certaines périodes critiques du développement (foetale, périnatale),
favorisent a 1’age adulte la survenue d’une obésité, d’un syndrome métabolique et/ou d’un
diabeéte de type 2. C’est ce que l’on appelle la théorie de programmation fcetale
(Developmental Origin of Health and Disease [DOHaD]), qui suppose I’existence d’une
fenétre de vulnérabilité (144). L exposition prénatale au DES a aussi des conséquences sur le
métabolisme, et une obésité est notée sur des souris adultes exposées en période périnatale.
Certains effets passent les générations et affectent donc des individus non exposés. Les

mécanismes d’action passent alors par des modifications épigénétiques.

3.4.4 Effets cocktails

L’ubiquit¢ des polluants chimiques dans notre environnement ameéne a un scénario
d’exposition multiple dont il est plus difficile de prédire les effets sur notre organisme que
ceux de chacun pris individuellement. On parle d’ « effet cocktail » lorsque les substances
chimiques en mélange entrainent un effet déléteére alors que prises séparément, elles sont sans
effet. Lorsque I’effet global du mélange est équivalent a celui de la somme de chaque
polluant, on parle d’addition de doses (ou addition de concentrations). Si une interaction a lieu
entre les composés du mélange, 1’effet combiné peut étre inférieur a celui attendu de la
somme de chaque dose. On parle alors d’effet antagoniste. Si 1’effet est supérieur a celui

attendu de la somme des composés, on parle de synergisme (145,146).

e [’addition des doses

En 2000, Payne et ses collaborateurs ont voulu tester la prédictibilité des effets d’un mélange
équimolaire de quatre composés cestrogéniques (o,p’ -DDT, génistéine, 4-n-octylphénol et 4-
nonylphénol) sur un modele de levure en se basant sur ’activité de chacun des composés pris
séparément sur ce méme modele (147). Ils ont pu observer que la courbe dose-réponse du
mélange de 2 a 4 de ces composés suivait trés bien celle prédite par le modéle d’addition des
doses. En 2002, Silva et al. d’une part, et Rajapakse ef al. d’autre part, ont étendu cette

approche a I’étude des effets d’un mélange respectivement de 8 et 12 substances chimiques
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(148,149). Dans les 2 cas, la prédiction des effets du mélange suivait bien le modele
d’addition des doses de chacun pris individuellement. De plus cette activit¢é du mélange
s’observe alors que chaque substance chimique est testée a des doses inférieures a la NOAEL.
Plus tard, Ramirez et al. testérent sur le méme modele de levure les effets d’un mélange de 2
composés cestrogéniques (BPA et génistéine) agissant sur la méme cible (150). Ils en
conclurent que I’utilisation du modéle d’additivité des concentrations est un bon modele

prédictif de 1’effet global de la mixture des 2 composés chimiques.

Cette notion d’addition des doses a également été utilisé par I’OMS sous le terme de quantité
équivalente toxique (TEQ) pour faciliter I’évaluation des risques relative a 1’exposition a un
mélange de dioxines et/ou de furanes et de PCB dioxin-like, puisque ces molécules partagent
le méme mode d’action par activation du récepteur a la dioxine (151). La TEQ représente la
somme des concentrations des différents composants du mélange (Ci), multipliée par le
facteur d’équivalence toxique de chaque composant (TEFi). Le TEF indique le degré de
toxicité de chaque congénére par rapport a la dioxine de Seveso (2,3,7,8 TCDD), qui est la
forme la plus toxique des dioxines, a laquelle une valeur de référence de 1 est attribuée. Cette

relation est résumée par 1’équation suivante :

TEQ = X [Ci] x TEFi

e [e synergisme

Il a également été démontré, dans certaines conditions, que les effets d’un mélange de
polluants pouvaient surpasser la simple addition des toxicités de chacun pris séparément. On
peut traduire mathématiquement ce concept par la formule 1 + 1 > 2. Un exemple récent de la
littérature est illustré par 1’étude de Patrick Balaguer er al. (152,153), qui a montré que
certains cestrogénes comme 1’éthinyleestradiol ou EE2 (un des composants actifs des pilules
contraceptives) et des pesticides organochlorés tels que le trans-nonachlor (TNC), bien que
trés faiblement actifs par eux-mémes, ont la capacité de se fixer simultanément a un récepteur
(PXR) situé dans le noyau des cellules et de 1’activer de fagon synergique (Figure 38). Pour
se lier au récepteur aux xénobiotiques PXR, EE2 et TNC doivent étre présents a de tres fortes
concentrations, et n’activent que faiblement ce récepteur. Le domaine de liaison au ligand de
PXR est capable d’interagir avec les 2 composés en méme temps, créant un ligand
« supramoléculaire » possédant une affinité augmentée pour PXR et capable d’induire un

effet toxique a des doses auxquelles chaque composé est inactif individuellement.
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Figure 38: Activation synergique de PXR par un cocktail binaire de composés pharmaceutiques (EE2) et
environnementaux (TNC). A) 3 lignées cellulaires exposées a des doses croissantes de SR12813 (vert), d’EE2 (bleu), de

TNC (orange) et du mélange EE2+TNC (violet). B) Structure quaternaire du domaine de liaison au ligand de PXR avec EE2

(bleu) et TNC (orange) (adapté de Delfosse V., 2015 (152)).
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4 Lien entre PE et perturbations métaboliques

4.1 Le métabolisme des xénobiotiques

Le devenir des polluants dans I’organisme passe par une succession de 4 étapes empruntées a
la pharmacocinétique et regroupées sous 1’acronyme ADME pour : Absorption, Distribution,
Meétabolisme et Elimination. Apres ingestion, ces substances vont étre absorbées au niveau de
I’intestin gréle puis étre distribuées vers le foie par la veine porte. A ce stade, les
xénobiotiques se fixent sur leurs récepteurs pour induire 1I’expression de génes impliqués dans
les processus associés a leur biotransformation, leur absorption et leur élimination (Figure
38). Ces genes codent pour de nombreuses enzymes dites de phase I et de phase II, ainsi que

des transporteurs d'absorption et d'efflux (154).

4.1.1 Les récepteurs aux xénobiotiques et les PPAR

Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), Pregnane X Receptor (PXR) et Constitutive Androstane
Receptor (CAR) sont les trois principaux récepteurs aux xénobiotiques dans le foie. La
découverte de ces récepteurs découle du concept selon lequel I’induction des enzymes de
métabolisation par les xénobiotiques est médiée par un récepteur par le biais d’'une machinerie
de transcription, qui est issu de 1’hypothése dite «induction-receptor». La vraisemblance de
cette hypothése a fait un grand bond en avant avec la découverte du récepteur de la dioxine,

également appelé récepteur AhR (155).

e AhR est un facteur de transcription activé par un ligand appartenant aux protéines de
la famille des basic helix-loop-helix / Per-Arnt-Sim (bHLH / PAS). En absence de
ligand, AhR réside dans le cytoplasme et forme des complexes avec des protéines
chaperonnes et/ou des corépresseurs. Lors de la liaison a ses agonistes, le plus connu
¢tant la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), AhR se dissocie de son
complexe cytoplasmique et se transloque dans le noyau, forme un hétérodimére avec
son partenaire, le translocateur nucléaire AhR (ARNT), se lie aux éléments de réponse
a la dioxine (DRE) situés dans le promoteur de ses genes cibles comme des enzymes
de phase I (CYP1A1) ou de phase II (UGT1AT1) pour activer leur transcription (156).

e Les récepteurs aux xénobiotiques PXR et CAR ont été découverts en tant que
«récepteurs orphelinsy (157). Ils sont exprimés principalement dans le foie et I'intestin
gréle ou se trouvent leurs genes cibles, et sont capables de lier une grande variété de

produits chimiques structurellement variés comme des stéroides endogenes et
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synthétiques et des agents pharmaceutiques. Lors de la liaison du ligand, PXR et CAR
forment des hétérodiméres avec le retinoid X receptor (RXR) et déclenchent la
transcription de leurs génes cibles. PXR et CAR peuvent partager non seulement leurs
ligands, mais €¢galement de nombreux genes cibles, y compris les enzymes de phase I,
de phase II et des transporteurs impliqués dans 1’élimination des xénobiotiques. A titre
d’exemple, les genes Cyp3all et Cyp2bl0 codant pour des enzymes de phase I,
constituent des genes cibles respectivement de PXR (154) et CAR (158). Ces
récepteurs nucléaires ont également été proposés pour réguler les génes impliqués
dans le métabolisme des endobiotiques, y compris la bilirubine, les acides biliaires et
les hormones stéroides (159). En utilisant la technique de séquencage a haut débit de
I’ARN (RNA-seq), Fu et al. ont pu quantifier et comparer I'abondance des ARNm de
304 genes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques dans le foie et diverses
sections de l'intestin chez la souris male adulte C57BL/6J (154). Cette large ¢tude a
permis de montrer que 1’expression de 80% des génes codant pour les enzymes de
phase I, de phase II, les enzymes de synthése de co-substrats de phase II, les
transporteurs de xénobiotiques et les facteurs de transcription liés aux xénobiotiques
dépend du tissu considéré (foie, intestin). De plus, parmi ces génes, plus de la moitié
est exprimée majoritairement dans le foie.

Les Peroxysome Proliferator Activated Receptors (PPAR) appartiennent également a
la grande famille des récepteurs nucléaires. Ce sont des facteurs de transcription
dépendant de ligands comme les récepteurs aux cestrogenes (ER). Les acides gras
endogenes, mais aussi certains ligands exogénes sont connus pour activer les PPAR
(Figure 39). Les récepteurs PPAR sont représentés par 3 membres : PPARa, PPARB/6
et PPARY codés respectivement par les genes NR1C1, NRI1C2 et NR1C3. Comme
pour CAR et PXR, la fixation du ligand sur le LBD de PPAR permet la formation
d’un hétérodimere avec RXR. Ce dimére se fixe sur la région promotrice de I’élément
de réponse aux PPAR (PPRE) et permet le recrutement de co-activateurs. Ceci résulte
en une augmentation de la transcription de nombreux génes impliqués dans différents
processus biologiques, dont Cyp4a qui code pour une enzyme de phase I du

métabolisme des xénobiotiques (160).
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Figure 39: Mécanismes de transcription génique médiés par PPAR. Lorsque PPAR est dissocié de son ligand, il interagit
avec un co-répresseur qui inhibe la transcription génique. Lors de la liaison de ligands exogenes (ex : médicaments ou
polluants) ou endogenes (ex : acides gras), PPAR hétérodimérise avec RXR et recrute le coactivateur, permettant la

transcription de divers génes (adapté de Kota BP., 2005 (161)).

4.1.2  Les enzymes de phase I

Les enzymes de phase I catalysent les réactions d’hydrolyse, de réduction et d’oxydation des
xénobiotiques, et introduisent des groupes réactifs et polaires dans leurs substrats. Parmi ces
réactions, l'oxydation conduisant a l'addition d'un ou plusieurs atomes d'oxygéne a la
molécule parente est la plus fréquente. Les cytochromes P450 (CYP450) constituent le groupe
principal des enzymes qui modifient chimiquement les xénobiotiques en produits solubles
dans I’eau, ce qui facilite leur excrétion par les reins et/ou le foie. Parmi les CYP450 présents
dans le foie humain, ceux appartenant aux familles 1, 2 et 3 et en particulier CYP3A4
(CYP3A11 chez la souris) possedent le plus fort potentiel de biotransformation. De maniére
intéressante, I’enzyme CYP3A4 est plus exprimée chez la femme que chez ’homme (162), et
est responsable d’environ 50% du métabolisme des médicaments couramment prescrits (163).
L’induction des CYP450 augmente la clairance de certains xénobiotiques, ce qui participe a la
diminution du temps d’exposition a ces substances et a leur élimination. Mais parfois les
métabolites produits lors de la phase I sont plus toxiques que les molécules parents. C’est
notamment le cas du dichlorodiphényldichloroéthyléne (DDE), métabolite du DDT impliqué
dans le déclin de plusieurs espéces d’oiseaux. L'inhibition des enzymes de phase I par des
composés endogenes ou exogeénes peut €également provoquer une toxicité par diminution de la

capacité de I'enzyme a éliminer le xénobiotique.
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4.1.3 Les enzymes de phase II

Au cours de la phase II, les métabolites issus de la phase I sont conjugués de manicre
enzymatique a un compos¢ endogeéne hydrophile a I'aide d'enzymes appelées transférases. Les
enzymes de phase II les plus courantes sont les UDP-glucuronosyltransférases (UGT), les
sulfotransférases (SULT), les N-acétyltransférases (NAT), les glutathion S-transférases
(GST), la thiopurine S-méthyltransférases (TPMT) et les catéchol-O-méthyltransférases
(COMT). La glucuronidation est la principale réaction enzymatique de phase II pour 40% a
70% des composés endogenes et exogenes humains (164). Jusqu'a présent, 4 familles dUGT
chez I'homme ont été identifiées : UGT1, UGT2, UGT3 et UGTS8. Les UGT métabolisent une
large gamme de composés et leurs substrats se chevauchent également. Sur la base des

connaissances actuelles, ’UGT1AL1 est ’enzyme de phase II la plus exprimée chez ’homme.

4.1.4 Le transport et I’élimination des xénobiotiques

La derniére étape (phase III) correspond a I’exportation des composés hors de la cellule par
des protéines transmembranaires classées en 2 superfamilles principales : les ATP-Binding
Cassette (ABC) et les transporteurs de solut¢ (SLC). Les transporteurs ABC sont des
protéines transmembranaires capables d’utiliser 1’énergie chimique produite par 1’hydrolyse
de ’ATP pour faire passer activement les molécules au travers de la bicouche lipidique
présente sur la membrane plasmique; alors que les SLC facilitent le passage de certains
solutés (par exemple, les sucres et les acides aminés) a travers la membrane, ou transportent
activement d'autres solutés contre leurs gradients €électrochimiques en couplant le processus a
un autre soluté ou ion. Dans le foie, les principaux transporteurs d'efflux sont la protéine de
résistance aux médicaments multiples 1 (MDR1) également appelée P-glycoprotéine (P-gp),
la pompe d'exportation des sels biliaires (BSEP) et la protéine associée a la multirésistance

aux médicaments 2 (MRP2).

Les étapes du métabolisme des xénobiotiques, avec les récepteurs nucléaires et les enzymes

de phase I, II et III sont résumées dans la Figure 40.
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Figure 40 : Synthése des différentes étapes du métabolisme des xénobiotiques dans le foie. BSEP : Bile Salt Export
Pump, CYPs: cytochromes P450, MRPs: multidrug resistance protein, NTCP : Na+-taurocholate cotransporting
polypeptide, OAT?2 : organic anion transporters 2, OATPs : organic-anion-transporting polypeptide, OCT1 : Organic cation
transporter 1, P-pg : P-glycoprotein, SULTSs : sulfotransferases, UGTs : UDP-glucuronosyltransferase.

4.2 Régulation du métabolisme énergétique par les récepteurs nucléaires

Un total de 48 récepteurs nucléaires (NR) répartis en 7 sous-familles (NRO a NR6) ont été
identifiés chez I’Homme. En plus des récepteurs aux cestrogénes déja décrits dans cette these,
un grand nombre de NR sont impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique et
notamment AhR, PXR, CAR et PPARy, comme le témoigne le phénotype des souris

présentant soit une invalidation, soit une activation du récepteur (Figure 41).

Modeéles d'obésité  Phénotype des souris invalidées pour le géne (sauf CAR) Miles Femelles références
AhR Alimentation Résistance a la prise de poids, a la stéatose hépatique, a 1'insulino- (265)
hyperlipidique résistance et a l'inflammation X
CAR Alimentation Apres activation du récepteur par agoniste, observation d'une (266)
hyperlipidique résistance a la prise de poids avec amélioration des parametres
métaboliques (sensibilité a l'insuline et tolérance au glucose), X X

inhibition de la lipogenése de novo et de la néoglucogenese.

PXR Alimentation Résistance a la prise de poids, a la stéatose hépatique, a (267)
hyperlipidique I'inflammation chronique dans le tissu adipeux et amélioration de la X X
tolérance au glucose et de la sensibilité a l'insuline
PPARy Alimentation L'invalidation spécifique de PPARY dans le tissu adipeux entraine (268)
hyperlipidique une résistance a la prise de poids, une augmentation de la dépense
énergétique, une diminution des taux sériques de leptine et
d'adiponectine et empéche le développement d'une intolérance au X X

glucose et d'une insulino-résistance.

Figure 41 : Tableau non exhaustif du phénotype métabolique des souris génétiquement modifiées pour les récepteurs aux

xénobiotiques sauf pour CAR (adapté de Le Maguresse-Battistoni B., 2018 (94)).
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Le tableau, ci-apres, recense les NR pour lesquels une interaction avec des xénobiotiques a pu

étre mise en évidence. (Figure 42).

Nomenclature Récepteurs nucléaires

Abréviations

Ligands naturels

Xénobiotiques

Récepteurs aux NR3A1/A2 Estrogen receptor ER Estrogenes DES, BPA, octylphénol,
hromones stéroides retardateurs de flammes
bromés (PBDE)
NR3C4 Androgen receptor AR Testostérone BPA
NR3C3 Progesterone receptor PR Progestérone BPA
NR3Cl1 Glucocorticoid receptor GR Cortisol BPA, phtalates
NR3C2 Mineralocorticoid receptor MR Aldostérone ?
Récepteurs aux NRI1A1/A2 Thyroid hormone receptor TR Hormones BPA, retardateurs de
hormones thyroidiennes flammes
thyroidiennes
Récepteurs aux NRI1H2/H3 Liver X receptor LXR Oxystérol ?
xénobiotiques
NR1C3 Peroxisome proliferator- PPARy Acides gras Phtalates, BPA, organotins
activated receptory (TBT)
NRICI Peroxisome PPARa Acides gras Phtalates, insecticides
proliferator-activated
NRI1H4/HS Farnesoid X receptor FXR Acides biliaires Pyréthrinoides
NR2B2/B3 Retinoid X receptor RXR Acide rétinoique  TBT
NRI1I12 Pregnane X receptor PXR Acides biliaires Phtalates, BPA
NRI1I3 Constitutive androstane CAR Acides biliaires Phtalates, BPA
receptor
Récepteurs NR3B1/B2/B3 Estrogen related receptor ~ EER - DES, BPA, 4-nonylphénol,
orphelins DEHP, SERM
NROB2 Short heterodimeric partner SHP - ?
Aryl hydrocarbon receptor AhR - Dioxines (TCDD), PCB

Figure 42 : Principaux récepteurs nucléaires, leurs ligands et les éventuels polluants capables d'interaction dans la régulation

du métabolisme énergétique (adapté de Weikum ER., 2018 (165))

Ceci signifie que I’activation inappropriée de ces récepteurs, par des xénobiotiques, peut

conduire a des modifications métaboliques.
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4.3 Donné¢es de la littérature sur les effets métaboliques des PE

La communauté scientifique parle de molécules obésogenes (166) et diabétogenes pour
désigner les effets métaboliques des PE. Une molécule est dite obésogene lorsqu’elle favorise
la prise de poids directement par augmentation du nombre (hyperplasie) et de la taille
(hypertrophie) des adipocytes, ou indirectement en altérant les mécanismes par lesquels
I’organisme régule la faim et la satiété, le métabolisme basal et la balance énergétique en
favorisant le stockage de calories. L’effet diabétogeéne quant a lui passerait par un défaut de la
sécrétion de I'insuline par les cellules béta pancréatiques et/ou d’une résistance des tissus a

I’insuline.

Un certain nombre d’études présentées ci-apres apportent des éléments épidémiologiques et
expérimentaux convaincants sur ’impact métabolique des PE, méme si une partie d’entre-

elles sont contradictoires.

4.3.1 Les études épidémiologiques

Les expositions professionnelles/accidentelles

Les premieres évidences des effets des PE sur la santé proviennent de 1’exposition
professionnelle et des accidents industriels. Ces 2 types d’exposition ont en commun le
caractére potentiellement toxique des polluants li¢ a leur exposition a des doses largement
supérieures a celles rencontrées dans notre environnement, ainsi que de leur potentielle

persistance dans les sols des années apres leur utilisation.

e En 1976, I’explosion d’une usine de produits chimiques a Seveso en Italie a été
responsable d’une libération massive de dioxines. Une étude de suivi a montré que 20
ans aprés cette catastrophe environnementale, les individus vivant dans les zones les
plus exposées, et plus particulierement les femmes, présentaient une augmentation du
risque de développer un diabéete (167). En revanche, une autre étude de suivi en 2008
reconduite sur des femmes appartenant a la cohorte Seveso Women’s Health Study
(SWHS), c’est-a-dire des femmes ayant entre 0 et 40 ans et vivant dans les régions les
plus contaminées, n’a pas montré de lien entre 1’augmentation des niveaux de TCDD
dans leur sang et I’apparition d’un diabéte ou d’une obésité. En revanche, I’exposition
a la dioxine a été associée a une augmentation de la prévalence du syndrome
métabolique, mais seulement chez les filles ayant 12 ans ou moins au moment de
I’explosion (168).
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e Pendant la guerre du Vietnam (1960), les forces militaires américaines ont utilisé
I’agent orange (mélange de dioxines dont la TCDD) comme herbicide défoliant afin
d’empécher les soldats vietnamiens de se cacher dans les foréts et pour détruire les
récoltes lors de I’opération Ranch Hand. Une étude longitudinale sur les vétérans
américains exposés a cet herbicide a révélé une association entre les niveaux

plasmatiques de TCDD et la prévalence du DT2 (169).

e [’incidence du DT2 a également augmenté chez les femmes lors de la catastrophe de
Yucheng a Taiwan, en 1979, suite a la contamination d’huile de son de riz par un

mélange de PCB, dioxines et furanes (odd ratio [OR] = 2,1. [95% IC : 1,1-4,5]) (170).

Si ces études permettent de relier le produit et la maladie, elles présentent leurs limites. Tout
d’abord D’exposition, ayant lieu plusieurs années avant les analyses, est estimée le plus
souvent par questionnaires ou calculs des concentrations urinaires et sériques réalisés bien
plus tard. Chaque polluant ayant une demi-vie différente, il est difficile d’estimer la
contamination a I’époque de I’événement. De plus, ces études se concentrent surtout sur
I’exposition a un seul PE a la fois, alors que les travailleurs sont exposés a un mélange de
substances a plus ou moins fortes doses. Les résultats pourraient donc étre biaisés par

I’exposition, méme faible, a d’autres produits du mélange.

Les études transversales

Une étude transversale est une étude descriptive dont le principe est de recueillir des
observations sur un échantillon représentatif de la population cible, a un instant donné, dans le
temps. Les études épidémiologiques employées sur la population générale proviennent
quasiment toutes de 1’US National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES),
base de données sur la consommation alimentaire des américains mise en place en 1960 afin
d’évaluer I’état de santé et I’état nutritionnel des adultes et enfants des Etats-Unis. Depuis
1999, ce programme inclut des tests du sang et des urines pour un grand nombre de polluants.
Les analyses de ces tests ont réveélé non seulement que la plupart des participants avaient des
niveaux détectables dans ces 2 matrices de plusieurs polluants (dont le BPA), mais aussi que
le diabete sucré était fortement associé avec I’exposition aux POP, aux phtalates et au BPA
(OR =2,74.[95% IC : 1,44-5,23]) apres ajustement de 1’age, du genre, de I’IMC et de I’ethnie
(171,172). Lee et al. ont montré que 1’association entre DT2 et PE est plus forte avec le DDE
(métabolite actif du DDT) et le PCB153 qui ne présentent pas d’activité¢ dioxine-like, qu’avec
les polychlorodibenzo-p-dioxines (PCDD) capables d’interagir avec AhR (récepteur a la
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dioxine). L’interaction POP/DT2 est plus forte chez les individus obéses, suggérant que les
POP accumulés dans le tissu adipeux peuvent jouer un réle clé dans le développement du
DT2 (171,173). D’autres études ont également montré une association positive entre DT2 et
POP plus forte lorsque I'IMC augmente, en lien avec les résultats présentés par la base de

données NHANES (174,175).

Les études prospectives, longitudinales

Les études longitudinales s’intéressent au suivi des populations a partir d’un point de départ.
Par exemple, 1’équipe de Qi Sun s’est intéressée, en 2014, a 1’association entre exposition au
BPA et aux phtalates et le DT2 (176). Pour cela, ils ont mesuré, chez 971 femmes
diagnostiquées avec un DT2 et issues des cohortes Nurse Health Study (NHS) et NHSII, les
concentrations de BPA et de 8 métabolites de phtalates dans les urines, collectées 5 a 10 ans
auparavant. Apres ajustement de I’'IMC, une corrélation positive entre les taux urinaires de
BPA et butyl-phtalates et I’incidence du DT2 a ét¢ montrée dans cette étude prospective
cas/témoin chez les femmes préménopausées (NHSII) mais pas chez les femmes plus agées
(NHS). Cependant, il existe de larges fluctuations au cours de la journée, chez un méme
individu, des concentrations urinaires ou sé€riques de BPA, et il est donc impossible d’établir
une association entre BPA et maladies métaboliques sur la base d’un dosage unique (138).
Contrairement aux liquides biologiques, la concentration de produits chimiques détectée dans
les cheveux correspond au niveau moyen d’exposition d’un individu, qui représente une
information plus pertinente pour 1’étude des liens possibles avec des effets biologiques. Des
travaux récents chez les rates ont montré un lien entre l'intensit¢ de l'exposition et la

concentration de pesticides dans les poils (177).

Une autre étude cas/témoin canadienne a comparé des femmes obeses ménopausées (178). A
age, IMC et masse grasse équivalents, les femmes obeses métaboliquement saines (30-40%
des patients obeses) développent moins de tissu adipeux viscéral, présentent une meilleure
sensibilité¢ a I’insuline et un profil cardio-métabolique plus favorable que les femmes obeses
avec troubles métaboliques. L’obésité métaboliquement saine est associée avec des niveaux
plasmatiques plus faibles de POP. Cette étude suggere donc une association entre les niveaux

plasmatique des POP et I’obésité viscérale, la résistance a I’insuline et le DT2 (178).
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4.3.2 Les études expérimentales

Un grand nombre d’études expérimentales causales sont venues appuyer les évidences
épidémiologiques et proposer des mécanismes d’action. Quelques exemples sont décrits ci-

dessous.

FEtudes sur les POP

L’¢étude princeps attestant une causalit¢ entre une exposition aux POP et le
développement de I’insulino-résistance et de désordres métaboliques a été réalisée par
I’équipe de Ruzzin et al. en collaboration avec le laboratoire CarMeN. Dans cette étude, une
supplémentation en huile de poisson crue dans I’alimentation entrainait chez les rats males
une insulino-résistance, une obésité viscérale et une stéatose hépatique, mais rien n’était
observé si I’huile de poisson était raffinée (179). Par ailleurs, le traitement d’adipocytes
différenciés 3T3-L1 pendant 48h par des faibles doses de POP en mélange (en particulier les
pesticides organochlorés et les DDT) comme celles retrouvées dans I’huile de poisson crue a
induit une inhibition de 1’absorption périphérique du glucose dépendante de 1’insuline par
baisse de GLUT4. Plus tard, ce méme groupe démontre dans un mod¢le de souris que la
consommation de saumon d’élevage (dont le régime alimentaire comporte de ’huile de
poissons crue contenant des POP) avec une nourriture riche en graisses exacerbe 1’insulino-
résistance, 1’intolérance au glucose et I’obésité viscérale (180). De plus la capacité de
I’insuline a phosphoryler Akt et permettre 1’absorption du glucose dans le muscle est réduite
par la consommation de saumon. Lorsque le saumon contient 2 fois moins de POP, les souris
accumulent moins de POP, ont moins d’obésité viscérale et ont une meilleure sensibilité a

I’insuline et tolérance au glucose que celles consommant du saumon riche en POP (180).

Ftudes sur le Tributylétain

Le Tributylétain (TBT), utilis¢ comme pesticide et revétement antifouling dans les
peintures pour les coques de bateau, est a 1’origine du concept de polluants obésogénes par
I’équipe de Griin et Blumberg (166). Les différentes études menées par ce groupe ont permis
de montrer que le TBT est capable de se lier a PPARy et a RXR et d’activer chacun d’eux, ce
qui entraine une augmentation du nombre d’adipocytes différenciés dans un modele de
cellules 3T3-L1. De plus, chez la souris, une exposition unique en période prénatale entraine
chez la descendance une modification de la programmation des cellules souches

mésenchymateuses en faveur de la voie adipocytaire, au détriment de la voie des ostéoblastes
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(181). Par ailleurs, I’exposition durant la puberté est associée a un gain de poids, une
résistance a 1’insuline, une élévation du niveau plasmatique de leptine et une stéatose
hépatique chez les souris males (182). Le TBT reste le seul obésogeéne pour lequel un

mécanisme d’action a été clairement identifié a ce jour.

Etudes sur le BPA

Le BPA est suspecté d’étre un perturbateur métabolique, favorisant le développement des
épidémies d’obésité et de DT2 (183,184). En effet, un certain nombre d’études chez le
rongeur ont montré que 1’exposition au BPA in utero et pendant la lactation augmentait de
manicre significative le poids corporel, la masse grasse, les lipides circulants et I’expression
de genes associés a 1’adipogénése et la lipogénese chez les femelles (185—188). De plus, une
exposition péri-pubertaire augmente également I’insulino-résistance et 1’inflammation chez
les femelles qui perdurent a 1’age adulte. Ceci suggere que les femelles sont plus sensibles aux

effets déléteres du BPA pendant ces périodes de vulnérabilité.

Les effets métaboliques du BPA sont imputables a ses propriétés de PE sur la base de
I’identification (1) d’effets néfastes sur la santé, (2) d'un mode d'action endocrinien, (3) d'un
lien plausible entre les effets indésirables et le mode d’action endocrinien et (4) de la
pertinence pour I'homme (138). Par exemple, les effets diabétogénes du BPA seraient liés a la
modification de la synthése et / ou de la libération d'insuline par les cellules B-pancréatiques
et a I’altération de la signalisation de l'insuline au niveau des organes sensibles a 1'insuline
(foie, muscles, tissus adipeux) (184). Précisément, le groupe de Nadal a observé que des
souris femelles adultes exposées au BPA présentaient une forte intolérance au glucose, une
sensibilité¢ a I’insuline altérée ainsi qu’une augmentation du poids corporel par rapport a des
souris non exposées (189). Ces auteurs ont décrit une réduction de la masse des cellules B du
pancréas suite a une diminution de la prolifération et d’une apoptose accrue, conduisant a une
baisse de la sécrétion d’insuline. Le BPA pourrait aussi induire une insulino-résistance
d’origine musculaire. Dans leur étude, Moon ef al. ont observé que I’exposition orale, a long
terme, au BPA et a un régime gras a provoqué une intolérance au glucose et une diminution
de la phosphorylation d’Akt et de GSK3p, indiquant une réponse plus faible a 1’insuline et

donc une résistance a I’insuline dans le muscle (190).

Cependant, il existe une importante controverse sur I’effet obésogéne du BPA en raison de la
divergence des résultats obtenus dans les études menées chez 1’animal (191), rapportant

¢galement une baisse (192) ou aucun changement (193) du poids corporel. En raison de ces
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divergences de résultats, des chercheurs ont analysé, de facon fine, les différences dans les
protocoles expérimentaux. Par exemple, selon les articles, 1’espéce et la souche utilisée, le
stade de développement au moment de 1’exposition au BPA, les ages auxquels les animaux
ont ét¢ examinés, ainsi que les doses testées, les voies d’exposition et I’environnement
peuvent étre différents. Par ailleurs, des résultats contradictoires entre recherche académique
et industrielle ont été observés (194). D’un co6té, les études réalisées par des chercheurs
universitaires montrent des effets a faible doses de BPA alors que les études industrielles
financées par I’Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) ne
montrent des effets toxiques qu’a forte doses. Ceci a conduit la FDA a déclarer le BPA
comme €tant « sans danger », tout en ignorant les effets a faibles doses et les relations dose-

réponse non monotones.

Etudes sur les phtalates

Une action obésogene des phtalates a été rapportée lorsque la période d’exposition englobe la
gestation et la lactation. Ainsi, les travaux de Hao et al ont montré qu’une exposition
périnatale au DEHP chez la souris augmentait le poids corporel et le poids du tissu adipeux de
la descendance male et femelle 60 jours apres la naissance (195). Ces événements étaient
accompagnés d’une augmentation de l'expression des facteurs de transcription PPARy, C /
EBP alpha (CEBPa) et Srebfl, ainsi que de certains de leurs génes cibles (Fabp4, Lpl, Fasn)
nécessaires a l'adipogenese in vivo. Un retard de croissance chez les males exposés au DEHP
in utero a été également rapporté (196). Le poids était ensuite récupéré au moment du sevrage
pour méme dépasser 97 jours apres la naissance celui des males non exposés. Plus
précisément, les auteurs montrent que 1’exposition au DEHP a entrainé une hypertrophie des
adipocytes associée a une augmentation de 1’expression de genes de I’adipogénese (Ppargl,
Fabp4 et Fasn), causant une intolérance au glucose lorsque les males sont en plus nourris

avec un régime gras.

In vitro, le traitement de préadipocytes 3T3-L1 par des doses faibles et croissantes (0,01 a 25
uM) de DiDP et DiNP induit I’accumulation de lipides et active I’expression de marqueurs de

I’adipogenese comme Cebpp et Pparg?2 (197).

Ce sont les métabolites du DEHP qui sont responsables des effets indésirables. En effet,
I’exposition de préadipocytes 3T3-L1 de souris au MEHP et au monobenzyl-phtalate (MBzP)
entraine l'activation de PPARy et une induction de la différenciation des adipocytes, ce qui

n’est pas le cas avec le DEHP (198). In vivo, le MEHP augmente de maniére significative le
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poids corporel et la masse grasse viscérale des souris males exposées in utero et pendant la

lactation, ainsi que les lipides et le glucose sanguins (199).

Selon Moody et al., I’exposition périnatale a un mélange de six phtalates (DEP, DEHP,
DnBP, DiNP, DiBP et BBzP) augmente la taille des adipocytes et 1’expression du géne
Frizzled-1 (Fzdl) - marqueur de 1’adipogénese - chez les femelles (200). Les auteurs
proposent que 1’effet adipogénique pourrait s’expliquer par des différences de méthylation au

niveau des sites d’initiation de la transcription présents sur les genes cibles dont Fzd 1.

Méme si les mécanismes d’action a I’origine des perturbations métaboliques observées chez
I’animal ne sont pas encore bien compris, il semblerait qu'une grande partie des effets des
phtalates soit probablement liée a leur fixation sur les récepteurs nucléaires et en particulier
PPARYy (201-203). Cependant, tous les phtalates ne semblent pas interagir avec PPARy. Dans
une étude de docking s’intéressant a la fixation du DEHP et de deux de ses métabolites
(MEHP et MEOHP) sur PPARY, Kratochvil e al. ont observé que seulement les métabolites
sont capables de se fixer dans la poche de liaison au ligand de ce récepteur, modulant ainsi le
métabolisme des lipides (204). Ceci pourrait expliquer pourquoi les métabolites seraient plus

actifs que les molécules parents.

Etudes sur les mélanges

Méme si le nombre d’études sur les effets des PE est important, peu d’études en revanche
s’intéressent a I’impact métabolique des mélanges de polluants environnementaux. Afin de
mieux comprendre les effets cocktails des PE, le laboratoire a développé un modele
d’exposition chronique chez la souris a un mélange de 4 polluants, incluant 2 polluants
persistants (TCDD et PCBI153) et 2 non persistants (BPA et DEHP), introduits dans une
alimentation riche en gras et en saccharose, a des doses proches de la DJT. Ces polluants sont
notamment connus pour étre présents dans 1’alimentation de type occidentale et suspectés
d’étre impliqués dans 1’étiologie des maladies métaboliques (120,183,205-207). De maniere
intéressante les résultats ont montré que les souris femelles exposées in utero au mélange de
PE présentaient une aggravation de I’intolérance au glucose et de la résistance hépatique a
I’insuline a I’age adulte, phénomenes non rapportés chez la descendance male (208). De plus
les souris femelles exposées au méme cocktail de polluants, mais dans une alimentation
standard ont une augmentation du contenu hépatique en triglycérides et une insulino-
résistance (209). En plus de dépendre du sexe et du contexte nutritionnel, les effets

dépendraient de I’age puisqu’en comparaison des femelles adultes agées de 12 semaines, les
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femelles dgées de 7 semaines présentent une amélioration de la tolérance au glucose, du
rapport masse maigre/masse grasse, de la sensibilit¢é musculaire a I’insuline ainsi qu’une
diminution de I’expression des marqueurs de I’inflammation dans le tissu adipeux sous-cutané

(210).

D’autres études sur des mélanges de polluants, a faibles doses, ont été testées chez la souris et
le rat, et ont également rapporté des altérations significatives de 1’expression des geénes
hépatiques, en accord avec le fait que le foie soit le site primaire de détoxification. On notera,
par exemple, 1’étude de Lin ef al. sur des souris exposées pendant 12 jours a un mélange
composé d’un phtalate (DEHP) et de PCB. Ici, les auteurs ont observé une augmentation de la
masse du foie sans modification du poids corporel, associée a une augmentation de
I’expression hépatique de PPARy dans les deux sexes et une diminution de 1’expression
d’ERa seulement chez les femelles (211). Ceci souligne bien la nécessité de considérer le
sexe comme une variable biologique (57). Un dimorphisme sexuel a également été constaté a
la suite de I’exposition a un mélange de 4 fongicides et 2 insecticides dans une alimentation
standard chez des souris males et femelles agées de 16 semaines (212). D’un c6té, les males
exposé€s présentaient une augmentation du poids corporel et de la masse grasse associée a une
stéatose hépatique, une hyperglycémie a jeun et une forte intolérance au glucose. De 1’autre,
les femelles ne présentaient qu’une hyperglycémie a jeun, et une légere intolérance au

glucose.

En accord avec les données du laboratoire (208,209), d’autres ¢tudes ont montré que 1’état
nutritionnel était aussi une variable a considérer. Par exemple, I'exposition & un mélange de
PCB et de pesticides organochlorés, a des doses environnementales, chez des souris ob/ob
favorise la stéatose hépatique, tout en diminuant I'hypertriglycéridémie, ce qui met en
¢vidence que I'exposition a un mélange défini de POP modifie le métabolisme systémique des

lipides dans un modele génétiquement induit d'obésité et de DT2 (213).

I a également été montré que I’exposition a un mélange de POP aggrave la stéatose hépatique
non alcoolique (NAFLD) chez les souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE™). Dans
cette ¢tude, Shan ef al. ont exposé ces souris a la dioxine TCDD, a I’ Aroclor 1254 (mixture de
PCB) ou a la combinaison des deux pendant 6 semaines. En comparaison des expositions
individuelles, la co-exposition TCDD/PCB aggrave la stéatose hépatique, la nécrose et

I’inflammation chez les souris ApoE”" (214). Cependant dans cette étude, les effets
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hépatotoxiques des polluants s’observent a des doses largement supérieures a leur DJT. Ici, la

TCDD est dosée a 15 pg/kg/j alors que sa DJT est de 4 pg/kg/j.
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Objectifs

I1 ne fait plus aucun doute que 1’épidémie des maladies métaboliques ne peut étre expliquée
complétement par I’exces de calories ingérées, la sédentarité, le déficit de sommeil ou encore
le vieillissement. Parmi les facteurs environnementaux impliqués dans la sant¢ métabolique,
I’exposition aux perturbateurs endocriniens (PE) constitue un facteur étiologique plausible.
Exercant des effets déléteres envers plusieurs tissus métaboliquement actifs, ces produits
chimiques engendrent 1’apparition de maladies métaboliques dont les manifestations cliniques
vont de ’obésité au syndrome métabolique, en passant par le diabete et la stéatose hépatique
non alcoolique (NAFLD) (215). Méme si la littérature sur le sujet apporte de plus en plus de
preuves sur la réalité des effets néfastes des polluants environnementaux, la plupart des études
n’ont testé que 1’exposition a une seule substance. Or, nous sommes quotidiennement exposés
dans notre environnement a une myriade de composés chimiques dont les quantités sont
infimes, que ce soit par I’eau que nous buvons, 1’air que nous respirons ou encore la
nourriture que nous mangeons. Une partie non négligeable de ces polluants est retrouvée dans
notre alimentation, aussi bien dans les emballages alimentaires (BPA, phtalates) que dans la
nourriture elle-méme, et plus particulierement dans les produits riches en matiéres grasses qui
contiennent des polluants aux propriétés lipophiles (les POP), capables de s’accumuler dans le

tissu adipeux.

En mélange, les polluants environnementaux peuvent perturber ’homéostasie énergétique a
des concentrations qui, prises individuellement, n’entrainent pas d’effets indésirables. Au
laboratoire, notre équipe étudie I’impact de I’exposition a une mixture de polluants présents
dans notre environnement alimentaire sur le poids corporel, la masse grasse, les parametres
biologiques, la stéatose hépatique, la tolérance au glucose et la sensibilit¢ a I’insuline de

souris exposées in utero puis lors du sevrage.

De maniere intéressante, I’exposition aux polluants aggrave 1’intolérance au glucose et la
résistance hépatique a 1’insuline, sans prise de poids supplémentaire a celle induite par le
régime gras-sucré, seulement chez les femelles adultes agées de 12 semaines (208). Par
rapport aux souris obeses non exposées, ces mémes femelles présentent une réduction de
I’expression d’ERa et de ses geénes cibles, ainsi qu’une induction de 1’expression d’EST qui

inactive les cestrogénes, traduisant une perturbation de la signalisation hépatique a 1’insuline.
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Inversement, 1’exposition aux polluants chez des souris plus jeunes (7 semaines) réduit
I’intolérance au glucose, la masse grasse et I’expression de marqueurs de I’inflammation du
tissu adipeux, et s’accompagne d’une augmentation de la sensibilit¢ musculaire a 1’insuline

(210).

L’une des raisons permettant d’expliquer cet effet, en deux temps, sur le métabolisme
énergétique en fonction de I’age, pourrait étre liée au contexte hormonal. En effet, on sait que
les cestrogenes protegent des complications métaboliques de 1’obésité et du diabete lorsqu’ils
sont présents a des doses physiologiques. En dehors de cette gamme optimale, les cestrogenes
peuvent avoir des effets négatifs. Par ailleurs, certains polluants du mélange (comme le BPA
et le PCB153) ont des propriétés cestrogéno-mimétiques. Cela pourrait expliquer que chez les
souris immatures de 7 semaines, les effets cestrogéno-mimétiques des polluants améliorent le
phénotype métabolique (Figure 1, zone verte). A I’inverse chez les souris adultes agées de 12
semaines, lorsque les niveaux circulants d’cestrogénes sont au plus haut, les polluants
pourraient aggraver l’intolérance au glucose via I’'induction de I’EST, réduisant la

signalisation cestrogénique (Figure 1, zone rouge).

Effet biologique

fort

faible

[E,]
faibles fortes

Figure 13 : Courbe théorique de la réponse biologique aux cestrogénes en fonction de leurs concentrations
plasmatiques. 7s et 12s correspondent respectivement a 7 semaines et 12 semaines de vie chez la souris (d’apres Naville D.,

2013 ;2015 (208,210)).

En extrapolant cette hypothese expérimentale a 1’humain, on pourrait supposer que dans des
conditions de déficiences en cestrogénes comme la ménopause, 1’exposition a des substances
chimiques environnementales aux propriétés cestrogéniques (xénocestrogenes) pourrait

impacter les risques cardiovasculaires et métaboliques qui peuvent apparaitre durant cette

période.
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Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier cette hypothése expérimentalement.
L’ovariectomie étant le modéle d’étude qui a créé le plus de connaissances a ce jour sur le
role des hormones ovariennes dans les différents organes du corps humain, nous avons donc
utilis¢ un modele d’ovariectomie combinée a une alimentation obésogéne chez la souris afin
de mimer le statut hormonal d’une femme aprés la ménopause et les complications
métaboliques qui I’accompagnent (dyslipidémie, insulino-résistance, stéatose hépatique, etc.).
Parallélement, ces souris ont ét¢é ou non exposées au mélange de polluants décrit
précédemment. Les travaux concernant cette premiere étude ont fait I’objet d’un article publié

dans le journal Environmental Toxicology and Pharmacology (article 1).

Le second objectif de ce travail de theése a été de caractériser, de maniere plus compléte, les
effets métaboliques associés a la déficience en cestrogenes et a 1’exposition aux polluants
environnementaux aux propriétés cestrogéno-mimétiques. Pour cela, nous avons repris le
protocole expérimental de D’article 1. Cependant, deux changements majeurs ont été

effectués :

e Le premier a consisté¢ en I’administration d’un traitement hormonal a base d’cestradiol
(E2) afin de vérifier si les effets observés en condition d’ovariectomie étaient
principalement dus au défaut d’cestrogenes.

e Le second a été d’exposer directement des souris agées de 5 semaines aux polluants,
sans passer par une exposition pendant la période de développement périnatale
(gestation, lactation). L’intérét de cette démarche a été de pouvoir comparer les
résultats obtenus avec ceux de 1’étude précédente afin de vérifier si I’exposition aux
polluants, durant la vie fcetale, joue un réle dans I’homéostasie glucido-lipidique a

I’age adulte.
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Résultats

1 Article 1

Arguments en faveur d’effets cestrogéno-mimétiques d’un
mélange de polluants faiblement dosés dans un modéle de

souris ovariectomisées.

Article 1

Environmental Toxicology and Pharmacology, 2017

Evidence for estrogeno-mimetic effects of a mixture of low-dose pollutants

in a model of ovariectomized mice

Julien B., Pinteur C.!, Vega N.!, Labaronne E., Vidal H., Naville D.2, Le Magueresse-
Battistoni B>

! These authors contributed equally.

2 These authors share the last authorship.
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Résumé

Des preuves convaincantes ont démontré que les polluants environnementaux contribuent a
1’étiologie de I’obésité et des maladies métaboliques associées dont le diabéte de type 2 et les
maladies cardiovasculaires. Récemment, nous avons émis I’hypothése qu’un mélange de
polluants persistants (dioxine, PCB) et non persistants (BPA, phtalates), a faibles doses,
fréquemment retrouvés dans 1’alimentation pourrait avoir des propriétés cestrogéno-
mimétiques dans un modele de souris femelles exposées tout au long de la vie. Dans cette
étude, nous avons évalué I’impact métabolique de ce mélange dans des conditions de
déficience en cestrogénes. Nous avons estimé que si l'hypothése était toujours vraie, le
mélange de polluants devrait atténuer les effets métaboliques déléteres induits par

I'ovariectomie.

Toutes les procédures ont été effectuées avec 1’approbation du comité régional d’éthique pour
I’expérimentation animale. Des souris femelles C57BL/6J ont été exposées de la
préconception jusqu’a I’age adulte a une alimentation riche en lipides et en saccharose
(HFSD) contenant (HFp) ou non (HF0) un mélange de polluants (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-
p-dioxine [TCDD], polychlorobiphényle 153 [PCB153], bisphénol A [BPA] et phtalate de
diéthylhexyle [DEHP]), chacun étant utilis€ a une dose proche de sa dose journaliére
tolérable. A 1’age de 5 semaines, les souris ont subi une ovariectomie (OVX) ou ont été
opérées mais non ovariectomisées (sham), générant un total de 4 groupes (HF0-sham / HFO-
OVX / HFp-sham / HFp-OVX). Le poids et la prise alimentaire ont été enregistrés chaque
semaine. Plusieurs parameétres sanguins, la tolérance au glucose, la résistance a I’insuline ainsi

que I’expression d’un certain nombre de génes dans le tissu adipeux et le foie ont été mesurés.

Les résultats montrent que 1’ovariectomie a entrainé une augmentation du poids corporel sans
modification de la prise alimentaire. Les souris ayant recu du HFSD ont présenté une
intolérance au glucose et des taux d'insuline plasmatiques ¢élevés qui se sont aggravés chez les
souris OVX. L'exposition aux polluants n'a eu aucune incidence sur le poids corporel, la prise
alimentaire ou les taux plasmatiques d'insuline. Cependant, il en est résulté¢ une diminution du
taux plasmatique de triglycérides (0,71 = 0,019 mM vs 0,83 + 0,033 mM ; p = 0,008) et une
amélioration de la tolérance au glucose chez les femelles OVX. De plus, les taux d'insuline
plasmatique, a jeun, mesurés au maximum de la réponse apres I'injection de glucose au cours
du GTT (soit 15 minutes) étaient 1,6 fois plus €élevés chez les souris HFp-OVX que chez les

souris HFO-OVX. Cet effet n'a pas été observé chez les souris sham. Bien que la pvalue =
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0,06, cela pourrait expliquer 1’atténuation de 1’intolérance au glucose observée en réponse aux
polluants dans les conditions OVX. En accord avec les travaux de la littérature, le protocole
d’ovariectomie résulte en une augmentation significative du niveau d’ARNm de Ccl2
(p<0,05) dans le tissu adipeux sous-cutan¢ (TAsc) et viscéral (TAv), indiquant un effet
inflammatoire. De maniére intéressante, la hausse de 1’expression de Ccl2 dans le TAv est
partiellement empéchée chez les souris OVX exposées aux polluants. De plus, chez les souris
HFp-OVX, le mélange de polluants a entrainé une augmentation de 1,4 fois de 1I’expression

du geéne Esrl (p = 0,038) par rapport aux souris non exposées ayant subi ’OVX.

En accord avec notre hypothése de travail sur l'activité cestrogéno-mimétique du mélange de
polluants, nous avons observé des effets métaboliques bénéfiques du mélange de polluants
dans des conditions de déficience en cestrogenes. En raison des trés faibles doses de polluants
utilisées dans les mélanges, ces résultats pourraient avoir de fortes implications en termes de
compréhension du role potentiel des contaminants environnementaux dans le développement

de maladies métaboliques.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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‘We recently hypothesized that a mixture of low-dosed dioxin, polychlorobiphenyl, phthalate and bisphenol may
induce estrogeno-mimetic activities in a model of lifelong-exposed female mice. Herein, we evaluated the impact
of this mixture in estrogen deficiency conditions. Based on the protective effects of estrogens against metabolic
disorders, we reasoned that exposure to pollutants should attenuate the deleterious metabolic effects induced by
ovariectomy. In line with the hypothesis, exposure to pollutants was found to reduce the impact of ovariectomy

on glucose intolerance and insulin resistance, to enhance the expression levels of the hepatic estrogen receptor a
and to attenuate the ovariectomy-induced enhancement of the chemokine MCP-1/CCL2 considered as an in-
dicator of estrogen signalling. Because of the very low doses of pollutants used in mixture, these findings may
have strong implications in terms of understanding the potential role of environmental contaminants in the
development of metabolic diseases, specifically in females during menopausal transition.

1. Introduction

Convincing evidences have demonstrated that environmental pol-
lutants contribute to the aetiology of obesity and associated metabolic
disorders including diabetes and cardiovascular diseases (WHO, 2016;
Casals-Casas and Desvergne, 2011; Gore et al., 2015; Lee et al., 2014).
These multifactorial diseases have risen dramatically these last few
decades and they constitute a true challenge for Public Health in terms
of quality of life and life expectancy but also because of the heavy
economic cost for the society (Trasande et al., 2016). WHO, 2016 re-
ported a doubling of the worldwide prevalence of obesity between 1980
and 2014 so that 39% of adults were overweight in 2014 and the global
prevalence of diabetes has also risen during this period of time to affect
8.5% of adults.

It has been suggested that mechanisms by which chemicals interfere
with energy homeostasis could be related to their hormono-mimetic

Abbreviation: EDC, endocrine disrupting chemical; PCB, polychlc
fotransferase; HFHS, high-fat high-sucrose; DEHP, Di-[2-ethylhexyl]-phthal

properties. An endocrine disrupting chemical (EDC) is an exogenous
substance or mixture of chemicals that interfere with any aspect of
hormone action (Zoeller et al., 2012). About a thousand of chemicals
could display ED activities and a subset was identified as metabolic
disruptors (Heindel et al.,, 2017; Nadal et al., 2017; Casals-Casas and
Desvergne, 2011; Janesick and Blumberg, 2016). Indeed, it is well
documented that energy balance is a highly controlled process de-
pending on a multitude of hormonal inputs and signalling molecules
interconnecting central and peripheral organs to meet energy demands
and preserve homeostasis (Mauvais-Jarvis et al., 2013). Identified
chemicals concerned dioxins which are by-products issued from in-
dustrial processes or polychlorobiphenyls (PCBs) produced for their
fire-resistant characteristics. Although dioxin production is limited and
PCBs forbidden, their persistent properties made them still present in
the environment. Other EDCs may have short half-life (e.g., phthalates,
bisphenols). However because they are massively produced by industry

yl; TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin; BPA, bisphenol A; ER, estrogen receptor; EST, estrogen sul-
GTT, glucose

]! test; TDI, tolerable daily intake; OVX, ovariectomy; FFA, free fatty acids; AT,

adipose tissue; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; Ccl5, Chemokine (C-C motif) ligand 5; IL6, IL1: interleukin 6 interleukin 1; Gusb, b-glucuronidase; HPRT, hypoxanthine
ribosyl transferase; TBP, TATA-Box Binding Protein; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; SREBP1, sterol response element binding protein 1; CPT1, carnitine palmitoyl

transferase
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for everyday plastic objects or medical equipment among others, ev-
eryone is continuously exposed as reflected by the constant detectable
levels of several of them in blood, urine or hair (Casals-Casas and
Desvergne, 2011; Lee et al., 2014; Appenzeller et al., 2017; Vandenberg
et al., 2012). Importantly, these chemicals have been identified as
bearing estrogeno-mimetic, anti-estrogenic or anti-androgenic proper-
ties which explain that EDCs were first identified as altering the re-
productive function and fertility (Vandenberg et al., 2012; Zoeller et al.,
2012). The challenge of EDCs resides in that they may act at low and
environmental doses in a manner possibly depending on the tissue
considered, the sex of the individual and the timing of exposure, all in a
context of multi-exposure (Vandenberg et al., 2012; Zoeller et al., 2012;
Casals-2011Casas and Desvergne, 2011; Gore et al., 2015; Le
Magueresse-Battistoni et al., 2017; Heindel et al., 2017; Barouki et al.,
2012).

To enhance our understanding on the metabolic impact of EDCs in
mixture, we have developed in the laboratory a model of lifelong ex-
posure to a mixture made of 4 well-spread chemicals including a dioxin
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin [TCDD]), PCB153, diethylhex-
ylphthalate (DEHP) and bisphenol A (BPA) at doses in the range of the
Tolerable Daily Intake (TDI), thus without expected adverse health ef-
fects (Dorne, 2010). Further, these pollutants could be found in a
Western-type of diet and are archetypal examples of EDCs suspected to
be involved in the aetiology of metabolic disturbances (Lee et al., 2014;
Heindel et al, 2017; Le Magueresse-Battistoni et al.,, 2017; Le
Magueresse-Battistoni et al., 2015; Nadal et al., 2017). Importantly,
using this model we reported an aggravation of glucose intolerance and
hepatic insulin resistance in adult female mice but not in the sibling
males. Specifically, we found reduced expression levels of the estrogen
receptor o (ERa) and induction of the estrogen sulfotransferase (EST)
that inactivates estrogens, all consistent with reduced hepatic estrogen
signalling (Naville et al., 2013). Conversely, in immature female mice
characterized by low circulating levels of estrogens, lifelong exposure to
the pollutant mixture induced improvement of glucose tolerance, en-
hanced lean mass, and reduced inflammation of the adipose tissue
consistent with enhanced estrogen signalling (Naville et al., 2015). We
therefore put forward the hypothesis that the mixture of pollutants
could exert estrogeno-mimetic effects. Indeed, it is well established that
estrogens protect females against metabolic disorders and diabetes for
concentrations which stay within physiological range values (Mauvais-
Jarvis, 2015), and that the metabolic protective effect of estrogens re-
quires intact hepatic estrogen signalling through its receptor o (ERa)
(Zhu et al., 2013). To give further insight to the hypothesis, we have
evaluated in the present study the impact of the mixture of pollutants in
conditions of estrogen deficiency. We reasoned that if the hypothesis
still holds true, then the mixture of pollutants should attenuate the
deleterious metabolic effects induced by ovariectomy.

2. Materials and methods
2.1. Animals, diets and experimental design

All procedures were performed with the approval of the Regional
Committee of Ethics for Animal Experiments and the French Ministry
for Higher Education and Research. After one week acclimatization,
five week-old C57Bl6 female mice (Envigo, Gannat, France) were fed a
high fat-high sucrose diet (HFHS) (from Envigo) containing (HFp) or
not (HF0) a mixture of pollutants. The diet was given 5 weeks before
mating with standard-chow adult C57Bl6 males and continued during
gestation and lactation. At weaning, the offspring (F1 mice) received
the same diet than their dams. By 5 weeks, half of the F1 females were
ovariectomized (OVX) and the other half was sham-operated, gen-
erating 4 groups of 7-9 animals per group: HF0-OVX and HF0-sham not
exposed to the pollutant mixture and HFp-OVX and HFp-sham exposed
to the pollutant mixture. Surgeries were performed under anaesthesia
using a mixture of ketamine (100 pg/g) and xylazine (10 pg/g) injected
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intraperitoneally. Ovaries were removed (OVX) or not (sham-operated)
after two small flank incisions. The analgesic meloxicam was added to
the water during the first days after surgery.

With this protocol, HFp dams underwent normal gestation. All
parameters (litter size, sex-ratio and pup weight) were in the normal
range, consistently with the previous data of the laboratory (Naville
et al, 2013). Body weight and food intake were recorded weekly
throughout the protocol until mice were 12-weeks of age. Validation of
the surgery was assessed at the time of sacrifice with the observation of
uterine atrophy in the OVX females. We also quantified 178 estradiol
levels and found them below the detection threshold of the assay (In-
terchim, Cayman EIA kit, Montlugon, France) both in HFO- and HFp-
OVX mice.

The pollutant mixture was made of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD, CAS n° 1746-01-6), Polychlorinated biphenyl (PCB) 153
(CAS n°35065-27-1), Bisphenol A (BPA, CAS n°80-05-7) and Di-[2-
ethylhexyl]-phthalate (DEHP, CAS n°117-81-7) (all from Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France). Each pollutant was used at a dose
close to its tolerable daily intake (TDI) reference dose of either the
pollutant itself (DEHP, BPA) or representative congeners (TCDD,
PCB153) (EUROPEAN, 2005; EFSA Panel on Food Additives 2015,
WHO, 2003; Van Leeuwen et al., 2000). Pollutants dissolved in di-
methylsulfoxide (DMSO) were diluted in corn oil to facilitate uniform
homogenization in the food. Pollutant-free diet contained volumes of
DMSO and corn oil identical to the pollutant-containing food. The
composition of the diets is given in the supplemental data (Supple-
mentary Table 1). Thus, it resulted in a daily exposure to 2 pg/kg bw/d
of TCDD, 80 ng/kg bw/d of PCB153, 50 pg/ kg bw/d of DEHP and
5 ng/ kg bw/d of BPA, as previously described (3). (Naville et al., 2013;
Naville et al., 2015). An additional pellet of pollutant-free HFSD diet
was provided to animals to ensure they were fed ad libitum.

2.2. Metabolic tests

After 16h of fasting, mice were injected intraperitoneally with
glucose 1 mg/g of body weight for the glucose tolerance test (GTT).
Blood glucose was measured using OneTouchUltra glucometer
(Lifescan, Issy-Les-Moulineaux, France). At times 0 and 15 min of the
GTT, about 20 pl of blood was collected from tail using heparinized
glass capillary tubes. Recovered plasma was used for the measurement
of insulin by ELISA (Mouse Ultrasensitive ELISA, Eurobio, Courtaboeuf,
France).

2.3. Blood and tissue collection

Mice were fasted six hours and blood was collected by retro-orbital
sampling. Mice were euthanized by cervical dislocation and liver, gas-
tronecmius muscle, subcutaneous and visceral (periovarian + para-
metrial) adipose tissue were quickly dissected and snap-frozen in ni-
trogen liquid. We measured blood concentration of glucose
(glucometer), plasma levels of insulin (Mouse Ultrasensitive ELISA,
Eurobio), free fatty acids (FFA) (Sigma-Aldrich), triglycerides (Biolabo,
Maizy, France), and leptin (Crystal Chem, Zaandam, Netherlands).
Triglycerides were also measured in the liver after extraction of lipids
from frozen liver samples using a lipid Extraction kit chloroform-free
(Clinisciences, Nanterre, France).

2.4. Real time PCR analyses

Total RNA extracted from frozen liver and adipose tissue samples
was reverse-transcribed and analyzed by real-time PCR as described
(Naville et al., 2011) using a set of specific primers (Supplementary
Table 2). Data were normalized relatively to house-keeping genes
which were Gusb (encoding b-glucuronidase) for liver, HPRT (encoding
hypoxanthine ribosyl transferase) for subcutaneous adipose tissue and
TBP (encoding TATA-Box Binding Protein) for visceral adipose tissue.
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2.5. Western blotting analysis

Proteins prepared from liver were separated on SDS-10% poly-
acrylamide gel electrophoresis and transferred to a polyvinylidene di-
fluoride membrane. Immunoblotting was performed as previously de-
scribed (Naville et al., 2013). Primary antibodies included mouse
monoclonal antibodies directed against Esrl (dilution 1:1000; sc-8005;
Santa-Cruz Biotechnology, Cliniscience, Nanterre, France) or a-tubulin
(dilution 1:2000; T5168; Sigma-Aldrich). The secondary antibodies
were anti-mouse IgG horseradish peroxidase (HRP) conjugate (Bio-Rad,
Marnes-la-coquette, France). Blots were revealed using the Luminata
Classico Western HRP substrate (Millipore, Molsheim, France) and de-
tection was made using the ChemiDocXRS + imaging system (BioRad).
Results were analyzed with Image Lab Software (BioRad). Data were
normalized relatively to a —tubulin.

2.6. Statistics

All results are expressed as means + SEM and differences between
means were considered significant at p-value < 0.05. The normality of
each variable was assessed using the Shapiro-Wilk test. To test for
statistical significance, two-way ANOVA for non-repeated measures
with ovariectomy and pollutants as factors was used. When significant
effects without interaction were obtained, differences were tested using
Student's t-test between the pollutant-exposed group and the non-ex-
posed group. GraphPad Prism 5.0 software was used for all statistical
analysis.

3. Results and discussion

3.1. Pollutants reduced the impact of ovariectomy on glucose intolerance
and insulin resistance

Estrogens confer metabolic protection to female mice especially
when the animals are exposed to a diabetogenic stress such as a high-fat
diet (Riant et al., 2009; Camporez et al., 2013). To examine the plau-
sibility of the hypothesis that the mixture of pollutants exerted estro-
geno-mimetic activities, we used a model of estrogen deficiency and
investigated if the deleterious metabolic effects of pollutants shown in
intact females (Naville et al., 2013) were alleviated in OVX mice. Of
note, all females have been fed a HFHS diet and were obese, glucose
intolerant and insulin resistant (Naville et al., 2013), ovariectomy re-
sulting in a further gain weight (Fig. 1A and B) with enhanced
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accumulation of fat mass (Fig. 1D and E) and aggravation of glucose
intolerance (Supplementary Figure), in accordance with the literature
(Camporez et al., 2013). Pollutants did not alter body weight, weight
gain, food intake or the weight of fat pads in either sham-operated or
OVX females (Fig. 1). Finally, there were no changes in the weight of
the liver or muscle between groups (data not shown).

In line with the hypothesis, we observed on the one hand, that
sham-operated females exposed to pollutants consistently displayed an
aggravation of glucose intolerance compared to HF0-sham (Fig. 2A). On
the other hand, exposure of OVX females to pollutants resulted in an
alleviation of glucose tolerance (Fig. 2B). It led to a significant inversion
(p = 0.002) of the AUC profile between the sham and the OVX females
lifelong-exposed to pollutants (Fig. 2C). Interestingly, after 16 h of
fasting (time O of the GTT) the pollutant-exposed mice exhibited sig-
nificant lower plasma insulin levels (p = 0.047) than the non-exposed
mice but only in conditions of estrogen deficiency (Fig. 2D and E).
Furthermore, in term of insulin levels, HFp-OVX females responded
better than HFO-OVX females to glucose injection and insulin produc-
tion was around 4-times enhanced (3.94-fold, p < 0.01) compared to a
2.47-fold enhancement (p < 0.01) in HF0-OVX females (Fig. 2E). It
indicated a greater ability to produce insulin in response to glucose in
HFp versus HF0 mice in conditions of estrogen deficiency. In addition,
the HOMA-IR calculated at euthanasia was reduced by one third
(p = 0.051) in HFp-OVX as compared to HF0-OVX mice (Table 1). To
complete the metabolic phenotype, we observed that plasma TG levels
were significantly reduced (-15%; p = 0.008) in HFp-OVX as compared
to HF0-OVX mice (Table 1). Collectively, these data indicated benefit
effects of pollutant exposure on insulin sensitivity in conditions of es-
trogen deficiency induced by ovariectomy.

Notwithstanding, pollutants did not mimic the effects of estrogen
replacement on body weight (Fig. 1) (Camporez et al., 2013) or on
uterus weight (not shown) which may indicate that the estrogeno-mi-
metic activity of the mixture was relatively low. Indeed, it is well de-
monstrated that ovariectomy results in a gain of weight and uteri
atrophy, both events being corrected by estrogen replacement in rodent
experimental models (Mauvais-Jarvis, 2015). In our experimental pro-
tocol, 12-week old OVX females were 9.6% lighter in the HFp group
compared to the HFO group. Nonetheless, they remained significantly
heavier than HFp sham-operated mice (Table 1) and leptin levels,
which were enhanced in OVX mice consistent with enhanced fat mass,
were not normalized by pollutants (Table 1). As well, the ovariectomy-
induced elevation of free fatty acids predictive of insulin resistance
(Bergman and Ader, 2000) was not corrected by pollutant exposure

B Fig. 1. Phenotype of the female mice fed HFSD (HF0-
35 —+—HF0-sham 14 —+—HFO0-sham sham and HFQ-OVX) or HFHS containing the mixture
30 | | & HFo-OVX b ab ab _ 12 | | s HFo-OVX of ‘pollutants (HFp-sham and HFp-OVX). A) Body
o weight curves before (3-5 weeks of age) and after
S 25 | |-« -HFp-sham E 10 7 |-« -HFp-sham ovariectomy. B) Cumulative gain of weight after
%, 20 | |-« -HFp-OVX 2 8 |[-* -HFp-OVX surgery. C) Average of food intake calculated during
2 15 ; 6 the four last weeks of life, Weight of visceral (D) and
2 10 £ 4 subcutaneous adipose tissue (E). Results are
‘g ovariectomy g means + SE (n=7 to 9). For A) and B), a:
5 2 p < 0.05 HFO-OVX vs HFO-sham; b: p < 0.05 HFp-
0 y ; ; : 0 : - OVX vs HFp-sham. For D), #: significant effect of the
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 ovariectomy operation tested by two-way ANOVA.
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(Table 1). It could indicate that insulin sensitivity is extremely re-
sponsive to the estrogenic activity while normalization of FFA, body
weight and leptin levels by estrogen replacement would require a much
higher activity. Alternatively, it has been demonstrated that normal-
ization of insulin sensitivity and glucose tolerance preceded body
weight and adiposity rescue in mouse models of OVX after E2 re-
placement (Riant et al., 2009; Camporez et al., 2013). It would there-
fore be of interest to have a follow-up of the OVX mice during a longer
period of time.

3.2. Pollutants reduced the inflammatory impact of ovariectorny on the
adipose tissue

Insulin resistance triggers by a high-fat diet is accompanied by en-
hanced fat mass and low-grade inflammation that largely originates
from the adipose tissue (AT) and AT dysfunction is considered as a key
initiating factor and a main source of inflammatory signalling in obe-
sity-related metabolic diseases illustrating the interference of in-
flammatory activation with metabolism (Hotamisligil, 2006). Estrogens
well illustrate this interface between inflammation and metabolic dis-
orders because they oppose the ovariectomy-induced metabolic dis-
orders that include enhanced fat mass, insulin resistance, glucose in-
tolerance but also enhanced inflammation (Monteiro et al., 2014;
Benedusi et al., 2015). Importantly, monocyte chemoattractant protein-
1 (MCP-1 encoded by Ccl2 gene) could play a critical role in in-
flammation associated with metabolic dysfunction. Indeed, over-
expression of MCP-1 in adipocytes triggers adipose tissue inflammation
and insulin resistance (Kanda et al., 2006) whereas its deficiency has
been reported to ameliorate metabolic parameters of mice fed a high-fat

Table 1
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-1000 -
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Fig. 2. Glucose tolerance tests (GTT). Blood glucose
measurement during GTT for HFO-sham vs HFp-sham

8000 mice (A) and HF0-OVX ws HFp-OVX (B). C)
Differential AUC (A AUC) between HF0 and HFp,
5000 calculated from GTT curves obtained for sham vs

OVX mice in both groups. Plasma insulin measure-
ment before (time 0) and 15 min after glucose in-
jection for HFp-sham vs HFO-sham mice (D) and HFp-
OVX vs HF0-OVX (E). Results are means + SE

-4000 s 1 (n=6109). *p < 0.05 between time 15 and cor-

responding time 0. ¢: p < 0.05 HFp-OVX vs HFO-

-7000 ovX.

diet (Tateya et al., 2010). Furthermore, MCP-1 level was enhanced in
conditions of estrogen deficiency during menopausal transition (Tani
et al., 2013) or following ovariectomy (Kim et al., 2013) and the OVX-
induced impairment was reversed by estrogen administration (Abu-
Taha et al., 2009). Several other studies have identified MCP-1 as being
down-regulated by estradiol (Pervin et al., 1998; Arici et al., 1999;
Janis et al., 2004) suggesting a role of MCP-1 as an indicator of estrogen
change (Tani et al., 2013). All these findings prompted us to determine
if Cel2 gene expression levels changed in the adipose tissue of the OVX
females and the impact of pollutants on this endpoint. In agreement
with the literature, ovariectomy induced a significant increase of Ccl2
mRNA levels in both the visceral (vAT) and the subcutaneous (scAT)
adipose tissues (Fig. 3A; p < 0.05). Importantly, the enhanced ex-
pression level of Ccl2 was partially prevented in OVX mice exposed to
pollutants (Fig. 3A; p < 0.05), in line with the hypothesis of an es-
trogeno-mimetic activity of the mixture of pollutants. Furthermore, the
VAT better responded to the pollutant exposure which halved the 3-fold
enhancement of Ccl2 gene expression levels linked to OVX (Fig. 3A).
The investigation of other chemokines and cytokines indicated that
these results were restricted to Ccl2 in the vAT (Fig. 3B). OVX resulted
in the enhancement of Ccl5 gene expression levels but exposure to
pollutants did not affect its expression level. IL6 gene expression levels
did not fluctuate between groups. For IL1p, we also found an effect
linked to the OVX operation but no effect of the pollutants in the OVX
conditions (Fig. 3B). If considering that among the circulating cytokines
and chemokines including MCP-1, IL6 and IL1f, only MCP-1 was found
to fluctuate with estrogen plasma levels during the menopausal tran-
sition (Tani et al., 2013), it argues that the mixture of pollutants could
have exerted some estrogeno-mimetic activity preventing the OVX-

Body weight and biochemical characterization of mice. Results are means + SE(n = 7t09).a:p < 0.05 HF0-OVX vs HFO-sham; b: p < 0.05 HFp-OVX vs HFp-sham; c:p < 0.05 HFp-

OVX vs HF0-OVX.

sham ovX

HFO HFp HFO HFp
Body weight (g) 23.0 = 05 233 + 07 280 + 1.4° 27.1 £ 0.7°
blood glucose (mM) 104 + 0.7 9.7 = 0.9 9.6 = 0.6 5 + 0.6
insulin (ng/ml) 0.26 + 0.01 0.28 + 0.03 058 + 0.1* 0.50 + 0.05"
HOMA-IR 2.97 + 0.23 3.01 + 0.38 7.56 + 1.17° 522 + 0.47°
Free Fatty Acids, FFA (umol/L) 369.1 = 37.7 3414 + 30.7 602.7 = 81.6% 563.0 + 33.4°
plasma triglycerides, TG (mM) 0.78 + 0.05 0.72 + 0.05 0.83 + 0.03 0.71 £ 0.02°
leptin (ng/ml) 199 + 42 17.2 £ 1.1 347 + 4.2° 342 + 28"
liver triglycerides (nmol/mg liver) 232 * 29 225 + 1.6 265 = 21 289 + 3.6
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induced enhancement of Ccl2. However, prevention would not have
achieved sufficient levels to impact as well the expression levels of
genes encoding IL1f and Ccl5 (Fig. 3). In addition, while MCP-1 has
been described as attracting immune cells in the AT (Kanda et al.,
2006), we found no changes in the gene expression levels of CD68 used
as an indicator of macrophage infiltration in the HFp- compared to the
HF0-OVX mice (not shown).

Collectively, the data indicate that the mixture displayed some es-
trogeno-mimetic activity. It has been demonstrated that metabolic in-
dicators of OVX mice worsened with time along with enhanced in-
flammatory markers (Benedusi et al., 2015). Although one could again
comment on the interest to have a follow-up of the OVX mice during a
longer period of time, our data point to insulin sensitivity and Ccl2 gene
expression levels as very responsive end-points to estrogen activity.

The AT is not the only source of inflammatory mediators in obesity-
associated metabolic disturbances along with the insulin-resistant state.
The liver and the muscle could also contribute to these metabolic al-
terations (Biddinger and Kahn, 2006). Concerning the skeletal muscle,
the major organ of glucose uptake and utilization (Biddinger and Kahn,
2006), we found no differences in the response profile during the in-
sulin-sensitivity tests between the HF0-OVX and HFp-OVX groups (data
not shown) eluding the possibility that insulin resistance linked to
pollutant exposure in conditions of estrogen deficiency originated from
the muscles. In addition, there were no differences in the muscle weight
between the 2 OVX groups (data not shown).Therefore, we next focused
on the liver.

3.3. Pollutants enhanced E2 signalling in the liver in conditions of estrogen
deficiency

The liver orchestrates glucose and lipid metabolisms as well as drug
disposition, all pathways shown to be targeted by the mixture of pol-
lutants in lifelong exposed intact adult females (Naville et al., 2013). In
addition, in the liver, estrogens are known to enhance insulin sensitivity
through interacting with the estrogen receptor a encoded by the Esrl
gene, the only estrogen receptor in the liver of rodents (Leiter and
Chapman, 1994; Mauvais-Jarvis, 2011; Zhu et al., 2013). Previously,
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we postulated that the observed aggravation of glucose intolerance in
intact females lifelong exposed to the mixture of pollutants may have
originated from a decreased Esrl expression coupled to an enhanced
expression of Sultlel which could have reduced estrogen bioavaibility
(Naville et al., 2013). We thus measured these two genes in the HFO-
and HFp-OVX females. Interestingly, we found enhanced Esrl mRNA
expression levels (p < 0.05) and a slight trend for the corresponding
66 kDa protein in HFp-OVX which may have contributed to the alle-
viation of glucose tolerance (Fig. 4A). However, EST mRNA levels were
reduced to their nadir after ovariectomy with no change in the pollu-
tant-exposed mice along with circulating estrogen levels reduced to low
levels (data not shown). These findings are consistent with the litera-
ture indicating that EST gene expression depends on estrogen levels and
that its involvement in the regulation of estrogen bioavaibility is lost in
ovariectomized animals (Cho et al., 2012).

We also quantified a series of genes by RT-qPCR to determine which
pathway(s) could be impacted by pollutants in conditions of estrogen-
deficiency that will explain differences in glucose tolerance and insulin
sensitivity. However, the expression of genes encoding proteins in-
volved in B-oxidation or in glucose metabolism was not found altered in
the liver of OVX females exposed to pollutants. Genes involved in li-
pogenesis were not modified either, and this is consistent with the lack
of effect of the mixture of pollutants on the hepatic TG levels in the OVX
mice (Fig. 4 and Table 1). Specifically, the genes surveyed included the
nuclear receptor Nrlcl encoding peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-a (PPARa); the transcription factor SREBP1, sterol response
element binding protein 1lc, encoded by SrebF1; and the carnitine
palmitoyl transferase, CPTla, involved in mitochondrial fatty acid
import for B-oxidation. Finally, we also investigated the hepatic gene
expression levels of Ccl2 but found no OVX-induced enhancement of
Ccl2 (Fig. 4) which may indicate that the liver could cope better than
vAT with lower levels of circulating estrogens.

Taken together, we found that the hepatic expression of Esrl was
impacted by pollutants in conditions of estrogen deficiency but not the
expression levels of genes involved in fatty acid metabolism or in-
flammation. Importantly, it has been demonstrated that in mice with a
specific deletion of Esrl in the liver, estrogen replacement in OVX
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females limited adiposity but failed to improve insulin sensitivity while
both adiposity and insulin sensitivity are prevented in mice totally
deficient for Esrl (Zhu et al., 2013). Thus, these findings indicate that
hepatic estrogen signalling is required to improve insulin sensitivity in
OVX mice. Consequently, as for Ccl2 in AT, the enhanced Esrl mRNA
expression levels detected in the HFp-OVX mice compared to the HFO-
OVX mice may well result from the estrogeno-mimetic activity of the
mixture of pollutants to which mice have been exposed.

4. Conclusions

In conclusion, we brought here several pieces of evidences sug-
gesting that the mixture of low-dose pollutants made of TCDD, PCB153,
BPA and DEHP may exhibit estrogeno-mimetic activity supplying a
potential explanation for their benefit effects including enhanced in-
sulin sensitivity and reduced glucose intolerance in a model of ovar-
iectomized mice fed a high-fat high-sucrose diet. Mechanisms could
involve, among others, decreased Ccl2 gene expression levels in vAT
and enhanced Esrl gene expression levels in the liver. Further studies
are warranted to better understand how exposure to the mixture of
pollutants at low doses could trigger estrogeno-mimetic activity and if
such activity is the result of additive, antagonist or synergistic effects of
one or several of the pollutants present in the mixture. Importantly,
these data extend our previous findings demonstrating that exposure to
a mixture at doses around the Tolerable Daily Intake range have me-
tabolic effects in a rodent model and that the effects in females are
dependent on the estrogen endocrine milieu. Because of the very low
doses of pollutants used in mixture, these findings may have strong
implications in terms of understanding the potential role of environ-
mental contaminants in the development of metabolic diseases, speci-
fically in females during the menopausal transition.
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Résumé

Parmi les polluants présents dans I’environnement, un grand nombre d’entre eux
appartiennent a la famille des perturbateurs endocriniens. L’exposition a ces molécules
capables d’interférer avec le systéme hormonal pourrait présenter un risque chez les femmes
ménopausées ayant un déficit hormonal. En effet, nos précédents travaux (Naville D., 2015 ;
Julien B., 2018) suggéraient une activité cestrogéno-mimétique d’un meélange de quatre
polluants environnementaux (dioxine, PCB, phtalate, BPA) faiblement dosés, dans un mode¢le
de déficience en cestrogénes chez les souris ovariectomisées nourries au régime gras-sucre.
Afin de mieux comprendre I’impact métabolique de ce mélange de polluants en condition de
déficit hormonal, nous avons réalisé une caractérisation compléte du phénotype métabolique
des femelles ovariectomisées en explorant le foie, le tissu adipeux sous-cutané (TAsc) et le
tissu adipeux viscéral (TAv). Une supplémentation en cestradiol chez ces souris a été réalisée

afin d’évaluer les effets cestrogéno-mimétiques des polluants.

Toutes les procédures ont été effectuées avec 1’approbation du comité régional d’éthique pour
I’expérimentation animale. Des souris femelles C57BL/6J agées de 5 semaines ont été
exposées a une alimentation riche en gras et en saccharose (HFHS) contenant ou non un
mélange de polluants (2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine [TCDD], polychlorobiphényle
153 [PCB153], bisphénol A [BPA] et phtalate de di¢thylhexyle [DEHP]), chacun étant utilisé
a une dose proche de sa dose journalicre tolérable. A 1’age de 7 semaines, les souris ont subi
(OVX) ou non (sham) une ovariectomie — comme décrit dans 1’étude précédente (article 1) —
suivie par I’administration d’implants sous-cutanés contenant ou non de I’cestradiol benzoate
dans de I’huile de sésame. Le poids et la prise alimentaire ont été enregistrés chaque semaine,
jusqu’a I’age de 20 semaines. La composition corporelle a ét¢ analysée un jour avant
I’euthanasie par résonance magnétique nucléaire. La taille des adipocytes a été évaluée par
immunomarquage de la laminine présente dans la membrane basale. Plusieurs parametres
sanguins, la tolérance au glucose, la résistance a I’insuline ainsi que 1’expression d’un certain

nombre de genes dans le tissu adipeux et le foie ont ét€ mesurés.

Nous confirmons un certain nombre de résultats de la littérature sur les conséquences de
I’ovariectomie, comme la prise de poids, 1’aggravation de [I’intolérance au glucose,
I’hyperinsulinémie et 1’insulino-résistance induites par le régime HFHS, tandis que
I’administration d’E2 normalise ces parameétres métaboliques. Parallélement, I’ovariectomie

ne modifie pas les niveaux plasmatiques et hépatiques de cholestérol et de triglycérides. La
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RT-gPCR réalisée dans le foie montre que I’E2 exacerbe ’expression d’Esr/ ainsi que d’un
ensemble de génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol (Srebf2, Hmgcr, Cyp7al).
Dans le tissu adipeux, ’ovariectomie régule différemment 1’expression des récepteurs aux
hormones stéroides (Esrl, Esr2, Gperl et AR), mais de maniére similaire entre le TAsc et le
TAv. Cette similarit¢ de réponse entre les deux dépots lipidiques n’est cependant pas
retrouvée pour tous les geénes étudiés. L’ovariectomie augmente ’expression de genes
impliqués dans 1’adipogenese (Fabp4, Lipe, Lpl) dans le TAsc, alors qu’elle induit
I’expression de marqueurs de I’inflammation (7nfa, 1l1b, Il12a) dans le TAv. De maniére
intéressante, 1’exposition aux polluants chez les souris ovariectomisées s’accompagne d’une
augmentation d’Esr/ dans le TAsc et du ratio Esrl/AR dans les deux dépdts graisseux,
mimant les effets du traitement par ’E2. Dans le foie, les polluants affectent Nrih3, NrOb2,
Cd36 et Cyp7al, mais pas Esrl, d’une maniere distincte de celle déclenchée par I’E2.

En raison des tres faibles doses de polluants utilisées dans le mélange, ces résultats pourraient
avoir des conséquences sur la compréhension du réle potentiel des contaminants de
I’environnement dans le développement de maladies métaboliques, en particulier chez les

femmes pendant la transition ménopausique.
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Abstract

Post-menopausal women may be at particular risk when exposed to chemicals especially
endocrine disruptors because of hormonal deficit. To get more insight, ovariectomized
C57BI6/J mice fed a high-fat high-sucrose diet were chronically exposed from 5 to 20 weeks
of age to a low-dose mixture of chemicals with one dioxin, one polychlorobiphenyl, one
phthalate and bisphenol A. Part of the mice received as well E2 implants to explore the
potential estrogenic dependency of the metabolic alterations. With this model, estrogen loss
resulted in glucose but not lipid metabolism impairment and E2 replacement normalized the
enhanced body and fat pad weight, and the glucose intolerance and insulin resistance linked to
ovariectomy. It also altered cholesterol metabolism in the liver concurrently with enhanced
estrogen receptor Esr/ mRNA level. In addition, fat depots responded differently to estrogen
withdrawal (e.g., selective mRNA enhancement of adipogenesis markers in subcutaneous and
of inflammation in visceral fat pads) and replacement challenges. Importantly, the pollutant
mixture impacted lipid deposition and mRNA expression of several genes related to lipid
metabolism but not Esr/ in the liver. Adiponectin levels were altered as well. In addition, the
mRNA abundance of the various estrogen receptors was regionally impacted in fat tissues.
Besides, xenobiotic processing genes did not change in response to the pollutant mixture, in
the liver. The present findings bring new light on estrogen-dependent metabolic alterations

with regards to situations of loss of estrogens as observed after menopause.
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Bullet points:

Estrogens differentially impacted hepatic glucose and lipid metabolism in female mice
Estrogens differentially impacted visceral and subcutaneous fat depots

Exposure to pollutants altered lipid deposition in liver and adiponectin levels
Pollutants impacted E2-regulated gene mRNA levels in a tissue-dependent manner

Mixture contained pollutants at the tolerable daily intake dose
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1. Introduction

Obesity-related metabolic dysfunctions constitute a major problem in Public Health. Over
1.9 billion adults were overweight, of those 650 million were obese in 2016 placing them at
high risk for metabolic diseases including type 2 diabetes [1]. Risk of obesity is not equal
between males and females. Sex differences appeared as the population aged. In 2005, 16-
17% of women vs 10-11% of men over 50 were obese [2]. Risk of obesity in females is
associated with metabolic changes occurring during the menopausal transition characterized
by progressive reduction of ovarian estrogen production. According to different studies, the
prevalence of the metabolic syndrome which is a cluster of conditions of dyslipidemia, central
adiposity, hypertension, abnormal glucose metabolism and insulin resistance is enhanced
among postmenopausal women varying between 30 to 70% compared with 14-45% in

younger women [3] delineating the post-menopausal women as a vulnerable population.

Metabolic disorders are multifactorial diseases. Besides genetic predispositions and
imbalance between energy intake and expenditure, environmental pollutants have been
suggested to be etiologic factors as well, based on robust epidemiologic data and experimental
studies demonstrating changes in body weight and/or insulin resistance [4-7]. Environmental
pollutants may include persistent chemicals which bioaccumulate in the food chain. They are
especially present in fatty foods of animal origin (meat, milk, fish) and characterized by half-
lives of several years in humans, e.g. dioxins and polychlorobiphenyls [8]. Other pollutants
may have short half-lives e.g. phthalates and bisphenols. However, as these chemicals are
massively used in plastic goods, the leaching from packaging causes contamination resulting
in a chronic exposure [9, 10]. Pollutants are under regulation by international risk assessment
evaluation bodies (e.g., the European Food Safety Agency, EFSA). However, the cocktail
effect resulting from the chronic exposure to a myriad of chemicals originating from different
sources (foods and beverages, air breathing, skin absorption of cosmetics) and to which the
human population is involuntary exposed is underappreciated [11-13]. Of striking importance
are chemicals identified for their ability to interfere with hormonal action, the so-called
endocrine disruptors [14]. Populations vulnerable because of hormonal deficits such as post-
menopausal women may thus be at particular risk when exposed to these chemicals. It has
consistently been found that among a population of obese and post-menopausal women,
plasma levels of persistent organic pollutants (POPs) were associated with insulin resistance

[15].
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The estrogeno-mimetic properties of endocrine disruptors are of particular concern.
Characterizing their mechanisms of actions could help to explain their deleterious impact on
the reproductive functions but also on metabolic disorders [10]. Indeed, it has been well
demonstrated that estrogens exert protective roles against metabolic diseases in addition to
regulating reproductive functions. They are for instance known to positively regulate glucose
homeostasis and lipid metabolism favoring insulin sensitivity [5, 16-18]. All these beneficial
effects progressively disappear with menopause. Estrogens act through specific receptors
distributed centrally and peripherally including ERa, ERP and the G-protein-coupled receptor
GPR30 which differ in abundance and tissue distribution in a sex-dependent manner [16, 19,
20]. Non-genomic actions of estrogens as well as cross-talk with various nuclear receptors
and/or transcription factors have also been evidenced [21, 22]. All these signaling pathways
result in pleiotropic actions of estrogens in the peripherally and metabolically active tissues
including the liver and the adipose tissues which express the estrogen receptors. Thus, these
signaling pathways are potential targets for endocrine disruptors in a manner dependent on the

age, the sex and the tissue considered [4, 23, 24].

We previously demonstrated that a mixture of low-dose pollutants made of dioxin, PCB,
phthalate and bisphenol A (BPA) could interfere with estrogen signaling and trigger hepatic
insulin resistance and aggravation of glucose intolerance in female mice fed a high-fat high-
sucrose diet [25]. In addition, mice fed a standard diet but exposed to the same mixture of
pollutants exhibited enhancement of hepatic triglycerides content and insulin resistance [26].
The impact of this pollutant mixture depended on the age of the mice, with differences
occurring between mature and immature females [25, 27]. However, the metabolic impact of
the mixture of pollutants in conditions of hormonal deficit after ovariectomy to mimic
menopause and hormonal replacement using 173 estradiol (E2) pellets implanted
subcutaneously, has not yet been explored. The purpose of the current study was to fill this
gap. After characterizing the metabolic phenotypes of liver, subcutaneous and visceral
adipose tissues in ovariectomized mice, we delineated the estrogenic component using

hormonal replacement.

2. Materials and methods

2.1. Animals, diets and experimental design
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A schematic view of the 3 experimental protocols is described in Supplemental Figure 1.
C57Bl/6 female mice (4-week-old) were purchased from Envigo laboratories (Gannat,
France), housed by 2 in polypropylene cages (to avoid BPA leaching from polycarbonate
cages) at 21°C with a normal light-dark cycle and free access to water (polypropylene
bottles) and standard chow (LASvendi-16R; Soest, Germany). After one week of
acclimatization, mice of the experimental protocol 1 were fed a high fat-high sucrose (HF)
diet (from Envigo) containing (HFp) or not (HF0) a mixture of pollutants (see below for
the details). At 7 weeks of age, mice were sham-operated (HFO sham) or underwent a
bilateral ovariectomy after general anesthesia, as previously described [28] followed by
the implantation, under the neck skin, of Silastic implants filled either with vehicle (HFO
Ovx and HFp Ovx) or with 50ug of 17B-estradiol-3-benzoate, E2 (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) in 30ul of sesame oil (HFO Ovx+E2 and HFp Ovx+E2) as
described [29]. The implants were renewed at 13 weeks of age (8 weeks of diet) as the
release of E2 was effective only 6 weeks based on body weight follow-up performed in a pilot
experiment (data not shown). In the course of the study, two other protocols were
conducted to assess the individual effects of the HF diet and of the ovariectomy
(Supplemental Figure 1). All procedures were performed with the approval of the
Regional Committee of Ethics for Animal Experiments and the French Ministry for
Higher Education and Research. Body weight (for all protocols) and food intake (for
protocol 1) were recorded weekly throughout the protocol until mice were 20 weeks of
age. Validation of the surgery was assessed at the time of mouse euthanasia with the
observation of uterine atrophy in the Ovx females (measurement of uterus weight;
Supplemental Figure 2). Food intake measured in Protocol 1 did not change between

groups, regardless of treatments (data not shown).

The pollutant mixture was made of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, CAS
n° 1746-01-6 from LGC-Promochem, Molsheim, France), polychlorinated biphenyl (PCB)
153 (CAS n°35065-27-1), bisphenol A (BPA, CAS n°80-05-7) and di-[2-ethylhexyl]-
phthalate (DEHP, CAS n°117-81-7) (all three from Sigma-Aldrich). Each pollutant was
used at a dose close to its tolerable daily intake (TDI) reference dose of either the
pollutant itself (DEHP, BPA) or representative congeners (TCDD, PCB153) [25].
Pollutants were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) and diluted in corn oil to
facilitate uniform homogenization in the food and the making of pellets. Pollutant-free

diet contained identical volumes of DMSO and corn oil as the pollutant-containing food.
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HFO0 and HFp diets contained 63% fat, 23.6% carbohydrate and 13.4% protein in kcal, as
detailed previously [26]. To globally ensure the daily exposure to 2pg/kg bw/d of TCDD,
80 ng/kg bw/d of PCB153, 50ug/ kg bw/d of DEHP and 5 pg/ kg bw/d of BPA, 1 g of
contaminated food per 17 g of body weight was given per day to mice otherwise fed ad

libitum as previously described [25, 27].
2.2. Metabolic tests

After 13 wks of diet, 16 h-fasted mice were injected intraperitoneally with glucose (1
mg/g of body weight) for the glucose tolerance test (GTT). Blood glucose was measured

using the Accu-Chek Performa glucometer (Roche Diabetes Care France, Meylan).
2.3. Body composition, blood and tissue collection

One day before euthanasia, weight and whole body composition were analyzed using
nuclear magnetic resonance (Minispec TD-NMR, Bruker BioSpin). Following a 6 hour
fasting, blood was collected by retro-orbital sampling. Mice were euthanized by cervical
dislocation and liver, inguinal subcutaneous (SAT) and visceral
(periovarian+parametrial, VAT) adipose tissue were quickly dissected, snap-frozen in
nitrogen liquid and conserved at -80°C until experiments. Small pieces of SAT and VAT

were fixed in 4% buffered formaldehyde and embedded in paraffin for histology studies.

Blood glucose concentrations (Accu-Chek Performa glucometer) as well as plasma
levels of insulin (Mouse Ultrasensitive ELISA, Eurobio), triglycerides (Biolabo, Maizy,
France), cholesterol, free fatty acids (FFA), alanine aminotransferase (ALAT) and aspartate
aminotransferase (ASAT) activities (Sigma-Aldrich), leptin and adiponectin (Crystal
Chem, Zaandam, Netherlands) were measured. Total cholesterol and triglycerides were
also measured in the liver after extraction of lipids from frozen liver samples using a

lipid Extraction kit chloroform-free (Clinisciences, Nanterre, France).
Adipose tissue histology

Paraffin-embedded adipose tissues were cut and adipocyte areca was assessed by
immunostaining of the basal membrane realized on 4um sections using the rabbit anti-
laminin antibody (1:100, Merck, 19393). Image acquisition was obtained with the
AXIOVERT 200 M inversed fluorescent microscopes (Carl Zeiss S.A.S., Marly le Roi,
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France) equipped with the AxioVision 4.8.2 software. Analyses were performed using the

Imagel] software.
2.4. Real time PCR analysis

Total RNA extracted from frozen tissue samples was reverse-transcribed and
analyzed by real-time PCR as described [30] using a set of specific primers
(Supplemental Table 1). In each tissue data were normalized relatively to TBP (encoding

TATA-Box Binding Protein).
2.5. Statistical analysis

All results are expressed as means + SEM and differences between means were
considered significant at p-value <0.05. To test for statistical significance, one-way
ANOVA followed by Tukey post hoc test was used when comparing HFO sham, HFO
Ovx and HF0 Ovx+E2 groups. To test for pollutant effects, two-way ANOVA for non-
repeated measures with E2 and pollutants as factors was used, followed by a Bonferroni
post hoc test. When significant effects without interaction were obtained, differences
were tested using Student's t-test between the pollutant-exposed group and the non-

exposed group. GraphPad Prism 5.0 software was used for all statistical analysis.

3. Results

3.1. Metabolic characterization of sham and ovariectomized females fed a HF diet and

effect of 17 cestradiol replacement

Sham-operated (sham) and ovariectomized (Ovx) females having received E2 or vehicle
supplementation, all fed a HF diet were thoroughly characterized (Protocol 1). Non-operated
females fed either a standard diet or a HF diet were monitored in parallel (Protocol 3). As
expected, females fed the HF diet were significantly heavier than ST fed mice with high
levels of blood glucose and plasma insulin levels resulting in a 3-fold increase of the HOMA -
IR (Fig. 1A-B; Supplemental Figure 3) which is an index of insulin resistance. Ovariectomy
induced an additional increase of body weight and fat mass, a hyperglycaemia after a 16h
fasting (time O of the GTT) with a trend after a 6h fasting (blood sample at euthanasia), and

elevated insulin plasma levels, all resulting in glucose intolerance (GTT) and insulin
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resistance (enhanced HOMA-IR) (Fig. 1). Conversely, triglycerides (TG) and cholesterol
levels (both plasma and liver) were not significantly impacted by ovariectomy (Table 1).
These metabolic features were also observed in Protocol 2 in which ovariectomy was
performed in mice fed a standard diet (Supplemental Figure 4). Neither ovariectomy nor E2
treatment induced liver toxicity as there was no increase in plasma AST or ALT in HF0 Ovx

and HFO Ovx+E2 mice (data not shown).

Estradiol supplementation to HFO Ovx mice led to a restoration of insulin and FFA plasma
levels as well as glucose tolerance to values measured in HFO-sham mice (Fig. 1; Table 1).
Other metabolic parameters including glycaemia, body weight, VAT and SAT weight, plasma
cholesterol (total and cholesteryl esters) and leptin levels were significantly lower than those
measured in HFO sham mice (Fig. 1 and Table 1). For some parameters, the range of values
was identical to those in standard-fed mice (Fig. 1). Besides, impedance analyses revealed
enhanced lean mass and reduced fat mass in E2-replaced Ovx mice compared to HF-fed sham
mice (Fig. 1D) which is probably associated to the reduced adipocyte diameter observed in
both AT depots (Fig. 1D and Supplemental Figure 5) with E2 replacement. Moreover,
adiponectin levels, not affected by ovariectomy, were reduced in E2-replaced females (Table

1) as reported elsewhere [31].

3.2. Fat depots were differently affected in response to ovariectomy and 17 cestradiol

supplementation

The metabolic explorations showed that the adipose tissue was highly responsive to
ovariectomy and E2 replacement consistent with estrogens playing major roles in fat tissue
deposition and expansion in females [16, 32]. To go further in-depth, we analyzed by RT-
qPCR a panel of genes encoding the estrogen receptors and markers of adipogenesis or
inflammation. We observed that the expression level of Esr/ and Esr2 genes encoding the
nuclear estrogen receptor (ER) a and B, respectively and Gperl encoding the G protein
coupled estrogen receptor 1 (GPR30) responded differently to estrogen withdrawal and
replacement. Esr/ mRNA levels were unchanged in Ovx females but significantly increased
(2-fold) upon E2 replacement in both SAT and VAT. Gperl and Esr2 mRNA levels were
significantly higher and lower, respectively, in Ovx than in sham females. E2 replacement
corrected these effects in SAT but not in VAT (Fig. 2). The pattern of expression of Nr3c4
(encoding the androgen receptor) and Esr/ mRNA was quite similar in SAT and VAT (i.e.,
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almost no change following ovariectomy and augmentation following E2 replacement relative
to sham mice) (Fig 2). Additionally, ten-fold more Esr/ and 1.5-fold more Nr3c4 mRNA
levels were found in VAT than in SAT, and 2-fold more Gper/ mRNA levels were found in
SAT than in VAT. As for Esr2, mRNA levels were low in both fat pads with large
fluctuations in the VAT of sham mice (Fig. 2).

Plasma leptin levels of Ovx females (Table 1) which correlated with obesity were consistent
with the increase of /lep mRNA levels. They returned to sham levels in SAT and VAT of E2-
treated mice (Fig. 3). A similar pattern of mRNA expression was observed for Cc/2 which
encodes the monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1) along with estrogen loss and
recovery challenges in both fat pads (Fig. 4). Conversely, fluctuations in level of
adipogenesis, lipogenesis, lipolysis and inflammation markers were found to vary in fat
depots according to body localization i.e., subcutaneous or visceral (Fig. 3, 4). Specifically,
we surveyed Nric3 encoding peroxisome proliferator-activated receptor PPARYy, Fabp4
encoding fatty-acid binding protein4, Lipe encoding hormone-sensitive lipase (HSL), Lp!/
encoding lipoprotein lipase (LPL), Pnpla? encoding Patatin Like Phospholipase Domain
Containing 2 also known as Adipose triglyceride lipase (ATGL) and inflammatory cytokines,
Tnfo, 1115 and Il12a encoding tumor necrosis factor (TNF)a and the interleukins 18 and 12a,
respectively. On the one hand, no variations were observed in the level of Nric3, Pnpla?2,
Tnfa and I/12a mRNA in SAT across the groups, while the same genes were up-regulated in
VAT in the Ovx group. Specifically, VAT samples from E2-replaced females had higher
mRNA levels of Nric3 and Pnpla2 than samples from Ovx females which was consistent
with PPARY being a direct transcriptional regulator of ATGL [33] while inflammatory marker
mRNA levels increased in Ovx females and returned to sham levels in E2-replaced females
(Fig. 3, 4). On the other hand, Fabp4, Lipe and Lp! had a profile of gene expression consistent
with estrogens negatively regulating these genes in SAT but not in VAT samples (Fig. 3, 4).
Regarding 1115, the profile was identical to the other inflammatory markers in VAT while the

mRNA levels were enhanced following E2 replacement in SAT.

3.3. Estrogens differentially impact glucose and lipid metabolism in the liver

Estrogens act in liver to positively regulate insulin sensitivity and glucose tolerance [16]. ERa
being the primary estrogen receptor expressed in mouse liver [34], we explored the hepatic

expression of the Esr/ gene in ovariectomized females. We observed a significant decrease
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of Esr] mRNA levels (Fig. 5A). Interestingly, in E2-replaced Ovx mice a significant doubling
in Esrl mRNA levels was measured compared to those detected in sham mice. We next
performed RT-qPCR analyses to discriminate, among genes regulating glucose and lipid
metabolism, those under negative and positive estrogen regulation. Consistent with E2
positively regulating glucose tolerance, the expression levels of G6pc encoding the catalytic
subunit of the gluconeogenic enzyme G6Pase (glucose-6 phosphatase) doubled in Ovx mice
and was restored in E2-replaced females, relative to the level of sham mice (Fig. 5B).
Expression levels of Gck encoding Glucokinase, mirrored those of Gépc (Fig. 5B) consistent
with an adaptive role of Gck in counteracting hyperinsulinemia and insulin resistance and

with the reduction of glycaemia [35].

To complete the study and although we did not observe significant changes in hepatic TG and
cholesterol levels in ovariectomized mice (Table 1), we undertook a comprehensive analysis
of genes encoding proteins involved in hepatic lipid metabolism. Specifically, genes surveyed
included Nrlh3 encoding Liver X receptor (LXR)a and its downstream target gene Srebf]
encoding sterol regulatory element binding protein 1¢ (SREBPIc), a master regulator of de
novo lipogenesis; Scdl encoding the stearoyl-CoA desaturase-1 (SCDI1), a rate-limiting
enzyme of lipogenesis; Dgat2 encoding diacylglycerol O-acyltransferase 2 which catalyzes
the final reaction in the synthesis of triglycerides; Cd36 encoding Cluster of differentiation 36
involved in fatty acid uptake; Nriclencoding peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR)a which regulates fatty acid oxidation and its target gene Cptla encoding carnitine
palmitoyltransferase la; Srebf2 which encodes the transcription factor Sterol Regulatory
Element Binding Transcription Factor 2 and its downstream target genes Hmgcr and Pcsk9
encoding 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase, the rate limiting enzyme of
cholesterol metabolism and Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 which regulates
lipoprotein metabolism, respectively. We surveyed Ldlr encoding the low density lipoprotein
receptor which mediates the endocytosis of cholesterol-rich LDL; Nrilh4 encoding the bile
acid receptor Farnesoid X receptor (FXR), and Cyp7al encoding the cholesterol 7a
hydroxylase which is the rate-limiting enzyme in the synthesis of bile acids [36].

On this panel of genes, Nrih4 was unique in that the mRNA level was enhanced by estrogen
withdrawal compared to sham mice. There was reduction in mRNA abundance of Srebf],
Dgat2 and Ldlr in the Ovx mice (Fig. 5). All returned to sham levels after E2 replacement.
Lower Nricl and Cd36 mRNA levels were found in E2 replaced mice than in sham mice

(Fig. 5); mRNA levels of Nr0b2 encoding small heterodimeric partner (SHP) and those of
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Cptla, Nrih3, Scdl remained the same between the different groups (data not shown). In
addition, several genes belonging to the cholesterol metabolism pathway had their mRNA
levels strongly increased following E2 supplementation. This included Srebf2 and the target
genes Hmgcr, Pcsk9 and Cyp7al (Fig. SE).

3.4 A low-dose mixture of pollutants differentially impacted the expression levels of E2-

regulated genes depending on the metabolic tissue explored

The expression levels of estrogen receptors and estrogen-regulated genes were analyzed in the
liver and adipose tissues of mice exposed to a mixture of low-dose pollutants previously

shown to exhibit estrogeno-mimetic activities [25, 27, 28].

Metabolic exploration revealed that exposure to pollutants did not change food intake (not
shown), body weight and fat pad weight of the exposed animals (Supplemental Figure 6). No
effect of pollutants was observed on blood glucose and plasma insulin levels, HOMA-IR,
glucose tolerance, as well as on TG (plasma and hepatic) and FFA levels (Table 1).
Notwithstanding, cholesterol (plasma and hepatic) and leptin levels were significantly
increased in HFp-Ovx females compared to HF0 sham mice while these parameters were not
significantly changed by ovariectomy itself arguing for a pollutant effect. Moreover, liver TG
accumulation in HFp Ovx mice was 1.5-fold higher than in HFO Ovx mice although it did not
reach significance. In addition, its level significantly decreased following E2 replacement
(HFp Ovx+E2 versus HFp Ovx) which was not observed in pollutant-free conditions (Table
1). Adiponectin levels were significantly different in HFp Ovx+E2 versus levels measured in

HFO0-Ovx+E2 mice which also indicated a pollutant effect (Table 1).

Regarding gene expression, exposure to pollutants resulted in the increase of Esr/ mRNA
levels in SAT and in the ratio of Esr/ to Nr3c4 expression in SAT and VAT of Ovx mice
(Fig. 6). In conditions of E2 supplementation, effects of pollutant exposure included the
augmentation of Esr2 mRNA levels in both fat pads as well as Esr/ /Nr3c4 ratio in SAT (HFp
Ovx+E2 versus HFO Ovx+E2) (Fig. 6). Among genes involved in cholesterol metabolism, we
observed a significant doubling of Nr/h3, NrOb2 and Cd36 in pollutant-exposed Ovx mice
compared to non-exposed Ovx mice. Interestingly, in E2-replaced females, pollutant exposure

triggered significant changes in Cyp7al (half-decrease) and Nr/h3 (a doubling) mRNA levels
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(Fig. 6C). These pollutant-induced effects were different than those exerted by E2
replacement (Fig.4).

To complete the study, we measured the expression levels of genes encoding xenobiotic
receptors including the aryl hydrocarbon receptor (AhR), the constitutive androstane receptor
CAR (Nrli3) and the pregnane xenobiotic receptor PXR (Nrli2) as well as CAR and PXR
immediate target genes which encode the cytochrome P450 enzymes CYP2BI10 and
CYP3Al11 [37]. These genes were not found impacted by the pollutant mixture as compared
to non-exposed mice except Cyp2bl0 which mRNA abundance slightly increased
(Supplemental figure 7).

Discussion

In the present study, we developed a model allowing the exploration of the metabolic
consequences of ovarian withdrawal and E2 replacement on liver and adipose tissues along
with investigating the impact of a low-dose mixture of pollutants previously reported to
exhibit some estrogeno-mimetic properties in female mice [25, 27]. Because of differences in
the literature regarding the extent of the ovariectomy-induced deleterious metabolic effects,
the experimental model developed herein was first characterized. Accordingly [17, 19, 38-40],
ovariectomy induced body weight increase, glucose intolerance and insulin resistance and
tended toward an increase of leptin and insulin plasma levels. No changes in TG plasma
levels and cholesterol or in hepatic lipid deposition could be measured in the ovariectomized

mouse model.

Importantly, treatment of ovariectomized mice with E2 either reversed the ovariectomy-
induced adverse effects (e.g., glucose tolerance) to sham levels or improved metabolic
functions over the physiological levels (e.g., adipose tissue weight and leptin levels). It
suggested that diet-induced obesity could impair estrogenic signaling in the adipose tissues in
female mice and that part of the HF effects were counter-balanced by E2 supplementation,
extending previous data [31]. Importantly, while ovariectomy and E2 replacement similarly
regulated the ERs and AR encoding mRNA expression in SAT and VAT depots, adipogenesis
and inflammatory markers were differently regulated in response to estrogen withdrawal and
E2 replacement. Specifically, our findings were consistent with estrogens negatively

regulating adipogenesis in SAT but not in VAT, and inflammation in VAT but not in SAT. In
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addition, enhanced Nric3 and Atgl mRNA expression in VAT, two markers of adipocyte
differentiation, suggested a positive effect of E2-treatment on this tissue in Ovx mice.
Extending the literature [41, 42], the herein findings underlined distinct functions of SAT and
VAT in the development of obesity-induced metabolic disorders in females, with estrogens
regulating fat distribution and expansion preferably in subcutaneous depots and opposing
inflammation particularly in VAT thus protecting from insulin resistance. Noticeably, the
mRNA abundance changes of the estrogen receptors induced by ovariectomy and E2
replacement emphasized that, in physiological conditions, circulating estrogens could regulate
Gperl and Esr2 at a transcriptional level. In addition, if considering the reported phenotypes
of enhanced adiposity in Esr2-deficient female mice [43] and the protection from diet-induced
obesity in GperlI-deficient female mice [44], the alterations (herein observed) of Gperl and
Esr2 expression in the adipose tissues could well be linked to the obesity phenotype of the
Ovx mice. The E2 replacement data suggested that the up-regulation of Esr/ and Nr3c4
expression in both fat pads and the restored Esr2 and Gperl mRNA abundance (at least in
SAT) could be linked to the observed decreased in adiposity in line with previous data [19,
43, 45]. Moreover, the data presented herein indicated that the described estrogen anti-
inflammatory properties [19, 43] could be mediated through ERB in VAT extending previous
reports in female mice [46]. Interestingly, SAT and VAT share identically regulated genes
including Ccl2 (in line with previous findings [28] ) and Lep which could be positively
regulated by estradiol in adipose tissues via Gperlor negatively via ERB. Such regulations

remain to be demonstrated.

Within the present study, ovariectomy clearly impacted glucose metabolism but not
hepatic steatosis while E2 replacement resulted in altered cholesterol metabolism concurrently
with marked changes in liver Esrl, Nricl and Cd36 mRNA abundance linking estrogen
signaling to these effects. It could indicate that impairment of glucose metabolism might be
an early metabolic consequence of estrogen loss while alteration of lipid metabolism could be
indirectly affected. This hypothesis is consistent with the phenotype of hepatosteatosis
observed after a long-term ovariectomy [47] but not in the present study. The finding that TG
accumulation did not change with ovariectomy is in agreement with the observation that the
mRNA levels of FXR, a protein known to oppose hepatic steatosis and hyperlipidemia [48],
was increased while the abundance of genes related to lipogenesis (Srebpfl, Dgat2) was
reduced. Noticeably, the impairment of cholesterol metabolism observed following E2

supplementation extended previous data demonstrating that Esrl overexpression could trigger
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a loss in the fine tuning of negative feedback regulation of cholesterol synthesis [49].
Deregulation of lipid metabolism may as well result from the lack of cycles in E2-replaced
females since it has been demonstrated that reproduction and lipid metabolism are tightly
coupled in cycling females [47]. Whether changes in the mRNA levels of Esrl, Nricl and of
Cd36 in the E2-replaced Ovx mice also resulted from a loss in feed-back regulatory
mechanism will await further studies. Collectively, it could be concluded that regulation of
glucose metabolism is tightly controlled by estradiol but that lipid metabolism escaped
physiological regulatory feedback in E2-treated females. In addition, because ovaries produce
progestogens as well as androgens, E2 replacement is not expected to normalize all disorders

induced by ovariectomy.

The use of a model of estrogen withdrawal and replacement has allowed the
identification of a set of estrogen-regulated genes. We expected these genes to exhibit
changes in mRNA levels in response to chronic exposure to a mixture of archetypal endocrine
disruptors previously identified as bearing some estrogeno-mimetic activities as well as
metabolic disrupting effects [25, 27, 50]. Specifically, the protocol used herein was adapted
from the published previous model [25, 26] except that female mice were not exposed to the
mixture of pollutants from fetal life onwards but continuously from week 5 to week 20
through diet. As reviewed previously [7, 51, 52], the mixture of pollutants was designed to
question the metabolic health consequences of a multi-exposure scenario to various pollutants
at low dosage to approach a real life situation. Specifically, the mixture was made of shortly
metabolized (BPA, DEHP) and persistent pollutants (TCDD, PCB153) contaminating food
either through bioaccumulation along the food chain (TCDD, PCBI153) or leaching from
packaging (BPA, DEHP), activating a wide range of signaling molecules, not to mention the
many cross-talks occurring between them and triggering estrogeno-mimetic and anti-
androgen activities among others [4, 6, 10]. Pollutants constituent parts of the mixture were
also chosen because of high concern for links with metabolic diseases in epidemiological and
experimental studies [4, 7, 53-55]. Interestingly, we herein observed modest but significant
effects in the set-up model of Ovx and E2 replacement in response to the mixture of
pollutants. Phenotypically, and in agreement with our previous studies [25, 27, 50], the
mixture did not impact body weight. No changes were observed in glucose tolerance or
insulin resistance in the mice exposed compared to those not exposed to the pollutant mixture.
Nonetheless, adiponectin levels were found to be lower in E2-replaced and pollutant-exposed

mice than in E2-replaced and non-exposed females. This finding is indicative of an adverse
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hormonal and metabolic effect triggered by pollutant exposure since adiponectin is an
adipokine with positive metabolic properties [56]. In addition, TG accumulation in liver of
HFp Ovx mice was trending upward compared to non-exposed Ovx mice. Some genes
involved in lipid metabolism in the liver and which mRNA levels were not modified by
ovariectomy, were found impacted in response to the mixture of pollutants in Ovx mice (i.e.,
HFp Ovx versus HFO Ovx mice). All these findings indicated that the mixture of pollutants
had some metabolic impact but did not exert estrogeno-mimetic activities at least on the set of
hepatic genes studied. These data do not fully reproduce previous findings in which the same
mixture of pollutants was found to enhance Esr/ gene expression in the liver of
ovariectomized females and alleviate glucose intolerance [28]. One possible explanation
resides in the timing of exposure to the mixture encompassing gestation and lactation in the
previous protocol [28] but not in the present study. Indeed, the maternal period has been
found to be a highly vulnerable period [57, 58]. For example, it was demonstrated that hepatic
metabolic gene expression in adult mice including Esr/ was strongly impacted in mice
exposed in utero to BPA as compared to control mice [59]. In addition, the vulnerability of
the fetal period towards exposure to the presently used mixture of pollutants has been

evidenced in male mice [50].

Importantly, we observed that the response to the mixture of pollutants was highly
tissue-dependent extending our previous data [26, 50]. While we did not identify estrogeno-
mimetic activities of the pollutant mixture in the liver, the situation was clearly distinct in
SAT. Indeed, the estrogen receptors Esrl and Esr2 were found regulated the same way by
either the pollutant mixture or E2 supplementation. Conversely, the mixture of pollutants
tended to oppose E2 effects in VAT with an up-regulation of Esr2 and ///2a mRNA
abundance in E2-replaced mice. The meaning of these distinct effects depending on fat
depots, remains to be investigated but may be linked to the distinct functions of the fat depots
regarding adipogenesis and inflammation [41, 42]. In addition, it should be reminded that the
dosage of the mixture was based on the tolerable daily intake (TDI) doses defined empirically
by risk assessment agencies, e.g., the European Food Safety Authority (EFSA) or the U.S.
Food and Drug administration (FDA) [60], thus not expected individually to generate a
metabolic effect. Therefore, the herein demonstration that several genes were impacted (at
least at the mRNA level) by a mixture of low-dose pollutants together with previous data on
the adverse metabolic effects of low-dosed mixture [52], emphasizes that current legislation

on chemical risk assessment may underestimate the risk and should be updated.
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In summary, analysis of female mice in conditions of withdrawal of estrogen, E2 replacement
or exposure to a mixture of pollutants with reported estrogeno-mimetic activities, extended
knowledge on the estrogenic regulation of glucose and lipid metabolism in the liver and of
adipogenesis and inflammatory markers in the fat depots. Importantly, this model highlighted
that the disrupting effect of the mixture of low-dosed pollutants which did not affect body
weight, glycaemia, plasma insulin and lipidemia was different in the liver and adipose tissues.
Noticeably, alterations concerned adiponectin plasma levels, estrogen receptors in the adipose
tissue and lipid metabolism in the liver. The present findings may have important implications
for the understanding of the estrogen-dependent metabolic alterations with regards to
situations of loss of estrogens as observed with menopause, especially if considering the

worldwide context of exposure to chemicals.
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Legends

Figure 1: (A) Body weight and weight of visceral and subcutaneous adipose tissues (VAT
and SAT, respectively) measured at the end of the protocols (after 6 h of fasting). (B)
Biochemical parameters: Blood glucose, plasma insulin and HOMA-IR. (C) Glucose
Tolerance test performed after 13 wks of diet and corresponding AUC. (D) Measurement of
whole body composition by NMR and of the adipocyte area.

Values are means = SEM with n=7-8. ***P<(0.001; ** P<0.01; *P<0.05 (one-way ANOVA
followed by Tukey post hoc test). For the adipocyte area, values are means + SEM with n=3.
A significant overall effect was obtained using a Two-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. Standard: standard diet; HFO: pollutant-free high-fat high-sucrose diet; Sham:
sham-operated mice; Ovx: ovariectomized mice; Ovx+E2: ovariectomized mice with E2
replacement.

Figure 2: Effect of ovariectomy alone (Ovx) or with 17B-estradiol (E2) supplementation
(Ovx+E2) on the expression of genes encoding the estrogen receptors ERa, ERB, GPR30 and
the androgen receptor AR in subcutaneous (A) and visceral (B) adipose tissues (SAT and
VAT, respectively). Values are means + SEM with n=6-8. ***P<0.001; ** P<0.01; *P<0.05.
Sham: sham -operated mice.

Figure 3: Effect of ovariectomy alone (Ovx) or with 17B-estradiol (E2) supplementation
(Ovx+E2) on the expression of genes related to adipogenesis and lipogenesis (A, A’),
lipolysis (B, B’) in subcutaneous (SAT, A, B) and visceral (VAT A’, B’) adipose tissues.
Values are means = SEM with n=6-8. ***P<0.001; ** P<0.01; *P<0.0; Sham: sham-operated
mice.

Figure 4: Effect of ovariectomy alone (Ovx) or with 17B-estradiol (E2) supplementation
(Ovx+E2) on the expression of genes encoding inflammatory markers in subcutaneous (SAT)
and visceral (VAT) adipose tissues.Values are means £ SEM with n=6-8. ***P<(.001; **
P<0.01; *P<0.0. Sham: sham-operated mice.

Figure 5: Effect of ovariectomy alone (Ovx) or with 17B-estradiol (E2) supplementation
(Ovx+E2) on the expression of genes encoding the nuclear estrogen receptor ERa (A), genes
related to glucose metabolism (B), fatty acid metabolism (C), triglyceride metabolism (D),
cholesterol metabolism (E) in liver. Values are means + SEM with n=6-8. ***P<(.001; **
P<0.01; *P<0.05. Sham: sham-operated mice.

Figure 6: Effect of the the mixture of pollutants on the expression of genes expressed in
subcutaneous (SAT, A), visceral (VAT, B) adipose tissues, or liver (C). Values (expressed as
fold-change relative to the HFO group) are means £+ SEM with n=6-8. ***P<(0.001; **
P<0.01; *P<0.05. Ovx: ovariectomized mice; Ovx+E2: ovariectomized mice with E2
replacement. HFO: pollutant-free high-fat high-sucrose diet; HFp: high-fat high-sucrose diet
containing the mixture of pollutants.
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Table 1: Biochemical parameters

HFOsham  HFOOvx  "TOOV* | HFpovx  FFPOVX*
Plasma
Total cholesterol (mg/mL) 1.54 £ 0.06 1.72 £ 0.08 1.32 + 0.09P 1.84+0.08 1.16+0.17P
Cholesteryl esters (mg/mL) 1.17 £ 0.04 1.31 £ 0.06 1.02 + 0.07P 1.38+0.07 0.87+0.12P
Triglycerides (mM) 0.70 £ 0.04 0.63 £ 0.03 0.62+0.10 0.73+0.06  0.46 + 0.05P
Free Fatty Acids (M) 325 + 36 500 + 43% 352 + 44P 468 + 50 281 + 398
Leptin (ng/mL) 23.2+3.8 32.3+4.5 11.4 + 1.2%B 413140 12.1+1.9P
Adiponectin (ug/mL) 14.7+0.4 15.1+0.4 12.6 + 0.6%8 150+ 0.8 9.82+0.63B
Liver
Cholesterol (ug/mg) 3.19+0.13 3.59 £ 0.40 3.70+0.21 3.67+0.15 3.27+0.16
Triglycerides (nmol/mg) 18.6 + 3.6 25.8+4.8 156+14 38.6 + 8.1 14.8 +1.78

Values are means = SEM with n=6-8. (a): significant effect vs HFO sham; (p) significant E2
effect; (y) significant pollutant effect (using a one-way ANOVA followed by Tukey post hoc

test).

HFO: pollutant-free high-fat high-sucrose diet; HFp: high-fat high-sucrose diet containing the

mixture of pollutants; Sham: sham-operated mice; Ovx: ovariectomized mice; Ovx+E2:

ovariectomized mice with E2 replacement.
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Supplemental Figures
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Supplemental Figure 1: Experimental protocols. ST: standard chow diet; HF: high-fat high-
sucrose diet; HFO: pollutant-free high-fat high-sucrose diet; HFp: high-fat high-sucrose diet
containing the mixture of pollutants. Sham: sham-operated mice; Ovx: ovariectomized mice;

Ovx+E2: ovariectomized mice with E2 replacement.
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HFp: high-fat high-sucrose diet containing the mixture of pollutants. Sham: sham-operated
mice; Ovx: ovariectomized mice; Ovx+E2: ovariectomized mice with E2 replacement.Values
are mean = SEM (n=6-8). **p<0.01, ***p<0.001 (using a one-way ANOVA followed by
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Supplemental Figure 3: (A) Body weight curves along the 15 weeks of diet. Arrows
indicate weeks when mice (sham, Ovx and Ovx+E2) were submitted to anesthesia
(ovariectomy and implant after 2 weeks of diet and implant replacement at 8 weeks).
Standard: standard chow diet; HFO: pollutant-free high-fat high-sucrose diet; HFp: high-fat
high-sucrose diet containing the mixture of pollutants. Sham: sham-operated mice; Ovx:
ovariectomized mice; Ovx+E2: ovariectomized mice with E2 replacement. Values are mean +
SEM (n=8). *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.
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Supplemental Figure 4: Phenotype and biochemical characterization of Standard-fed Ovx
versus standard-fed sham-operated mice. Standard: standard chow diet; Sham: sham operated
mice; Ovx: ovariectomized mice; SAT: subcutaneous adipose tissue; VAT: visceral adipose
tissue. Values are mean £ SEM (n=4-5). *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001.
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SAT

Supplemental Figure 5: Impact of E2 replacement on adipocyte size. Representative
laminin immunostaining of paraffin section of adipose tissues obtained from mice fed HFHS
diet and ovariectomized without (Ovx) or with (Ovx+E2) estrogen replacement. Adipose
tissue acquisition is represented for subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) depots using
objective x10. Scale bar=100um
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mean + SEM (n=6-8). *p<0.05.
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Supplemental table

Supplemental table 1: List of the primers used for qPCR analyses

sequences: 5'->3'

gene reference sense antisense
Ahr NM_013464.4 TCA-TCT-GGT-TTC-CTG-GCA-ATG-AAT ATA-AGC-TGC-CCT-TTG-GCA-TC
Atoh1 NM_007500 CAG-CGA-TGA-TGG-CAC-AGA-AG TGG-TTG-TCT-CAG-TTT-TCA-GG
Ccl2 NM_011333 TGG-AGC-ATC-CAC-GTG-TTG-GC ACT-ACA-GCT-TCT-TTG-GGA-CA
Cd36 NM_001159558.1 AAG-ATC-CAA-AAC-TGT-CTG-TA GTC-CTG-GCT-GTG-TTT-GGA-GG
Cldn2 NM_016675 CCT-TCG-GGA-CTT-CTA-CTC-GC TCA-CA-CAT-ACC-CAG-TCA-GGC
Cptia NM_001876;NM_001031847 TAC-AAC-AGG-TGG-TTT-GAC-A GGC-TGT-CAA-TGG-ACA-TGA-CG
Cyp3a11 NM_007818 ACG-CCT-CTC-CTT-GCT-GTC-ACC TTG-CCT-TCT-GCC-TCA-AGT-AC
Cyp7at NM_007824.2 TAC-AGA-GTG-CTG-GCC-AAG-AG AGT-GAA-GTC-CTC-CTT-AGC-TG
Cyp2b10 NM_009999 TTC-TGC-CCT-TCT-CAA-CAG-GA CCT-TAG-GAG-CAA-CAT-GGC-TT
Dgat2 NM_026384 AAG-GGC-TTT-GTG-AAA-CTG-GC CCT-CCT-CGA-AGA-TCA-CCT-GC
Esr1 NM_000125;NM_001122740;NM_001122741;NM_001122742 [TGT-TTG-CTC-CTA-ACT-TGC-TC CCT-TCT-CTT-CCA-GAG-ACT-TC
Esr2 NM_207707; NM_010157 CTC-TTC-CCA-GCA-GCA-GTC-AGT-C AGC-ATC-TCC-AGC-AGC-AGG-T
Fabp4 NM_024406 CAG-AAG-TGG-GAT-GGA-AAG-TCG CGA-CTG-ACT-ATT-GTA-GTG-TTT-GA
Gck NM_010292 CAA-CTG-GAC-CAA-GGG-CTT-CA CCA-GCT-CCA-CAT-TCT-GCA-TC
Got2 NM_010325 ATG-GTG-AAG-GAT-GCC-TGG TTC-ATC-CGC-ATC-TTT-GCA-GAC-C
G6pc NM_008061 TTA-CCA-AGA-CTC-CCA-GGA-CTG GAG-CTG-TTG-CTG-TAG-TAG-TC
Gper1 NM_029771 AGC-TGA-TCA-GAT-CTA-GGG-AG GTC-CTG-GGA-GCC-TGT-TAG-TC
Hmgcr NM_008255 CCG-GCC-TGT-GTG-TCG-CTG-GT CCA-GCG-ACT-ATG-AGC-GTG-AA
b NM_008361 ACT-GTT-CCT-GAA-CTC-AAC-TG CTT-GTT-GAT-GTG-CTG-CTG-CG
I12a NM_001159424,NM_008351 GAC-ATC-GAT-CAT-GAA-GAC-ATC-AC TAC-CAA-GGC-ACA-GGG-TCA-TC
Lcn2 NM_008491 TCA-CTC-TGG-GAA-ATA-TGC-AC ATG-ATG-TTG-TCG-TTG-AG
Ldir NM_001252658,NM_001252659,NM_010700 GTT-GAT-TCC-AAA-CTC-CAC-TC TTC-ACA-TCT-GAA-CCC-GTG-AG
Lep NM_008493 CAC-CAG-GAT-CAA-TGA-CAT-TTC TGC-CAG-TGT-CTG-GTC-CAT-CTT-G
Lipe NM_001039507,NM_010719 GTG-TGT-CAG-TGC-CTA-TTC-AG GTC-AGC-TTC-TTC-AAG-GTA-TC
Lpl NM_008509 GGT-CGA-AGC-ATT-GGA-ATC-CAG TAG-GGC-ATC-TGA-GAA-CGA-GTC
Mmp7 NM_010810; NM_001319986 ACG-ACA-TTG-CAG-GCA-TTC-AG GTT-CAT-GCC-AGC-TGA-GGG-AT
Muc2 NM_023566 GCT-ATG-ACG-TCT-GTG-TGA-AG CAA-ACA-CAG-TCC-TTG-CAG-TC
Ngn3 NM_009719 GCT-ATC-CAC-TGC-TGC-TTG-AC TGG-AAT-TGG-AAC-TGA-GCA-CTT
Npc1l1 NM_ 207242 GCT-AGC-AGC-CAA-CAT-CAC-AG CAG-TAG-GAG-GTA-GCA-GAC-CA
Nrob2 NM_011850 CTG-CCT-GGA-GTC-TTT-CTG-GA GTG-CCT-GGA-ATG-TTC-TTG-AG
Nric1 NM_011144; NM_001113418.1 AAG-GGC-TTC-TTT-CGG-CGA-AC GTT-CAT-GTT-GAA-GTT-CTT-CAG
Nr1c3 NM_001127330,NM_011146 TCT-CTC-CGT-AAT-GGA-AGA-CC GCA-TTA-TGA-GAC-ATC-CCC-AC
Nr3c4 NM_013476.3 AGA-AGA-CCT-GCC-TGA-TCT-G GCT-GGC-ACA-TAG-ATA-CTT-CTG
Nr1h3 NM_013839 CCG-GGA-AGA-CTT-TGC-CAA-AGC GGA-GCT-GGT-CCT-GCA-CGT-TG
Nr1h4 NM_001163700.NM_001163504,NM_009108 GCA-ACC-TGT-TGG-AAG-AAA-G GTC-TGT-CTG-GAG-AGA-GGA-TG
Nr1i2 NM_010936.3 AGG-AGG-AGT-ATG-TGC-TGA-TG CTT-CAG-GAA-CAG-GAA-CCT-GTG
Nr1i3 NM_001243063;NM_001243062;NM_009803 GTC-CCA-TCT-GTC-CGT-TTG-C AGG-GCT-TCT-GAC-AGT-ATC
Pcsk9 NM_153565 AAC-TGC-AGC-ATC-CAC-AAC-AC CAG-CAG-GAA-GCA-TAG-ACA-CT
Pnpla2 NM_025802,NM_001163689 TCA-TC-CAG-GCC-AAT-CTC-TGC TGG-ATG-TTG-GTG-GAG-CTG-TC
Scd1 NM_009127 GAT-ACA-CTC-TGG-TGC-TCA-AC AAC-GTG-GTG-AAG-TTG-ATG-TG
Slc2a2 NM_031197 TGG-GTA-CTC-TTC-ACC-AAC-TG AGG-ATG-TGC-CAA-TGA-TCC-TG
Sic5a1 NM_019810 GCT-CCT-TGA-CCT-CCA-TCT-TC CAG-GCA-ATG-CTG-ATG-CCA-AT
Srebf1 NM_011480 ACG-GAG-CCA-TGG-ATT-GCA-CA AAG-GGT-GCA-GGT-GTC-ACC-TT
Srebf2 NM_033218 CCT-GTG-ATG-ATG-GGG-CAA-GAG CCT-CAG-AAC-GCC-AGA-CTT-G
Tbp NM_013684 TGG-TGT-GCA-CAG-GAG-CCA-AG TTC-ACA-TCA-CAG-CTC-CCC-AC
Tjp1 NM_009386 ACG-CAT-CAC-AGC-CTG-GTT-G TGG-CTC-CTT-CCT-GTA-CAC-C
Tnfa NM_013693 CCA-GAC-CCT-CAC-ACT-CAG-ATC CAC-TTG-GTG-GTT-TGC-TAC-GAC
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Discussion générale

Nous sommes constamment exposés dans notre environnement, et, en particulier, par
I’alimentation, a une multitude de polluants chimiques a faibles concentrations. Aujourd’hui,
plus d’un millier de ces substances est considéré comme des perturbateurs endocriniens.
Parmi eux, certains sont capables d’exercer des effets délétéres sur le métabolisme
énergétique, comme ’obésité et le diabete sucré. On parle alors de molécules obésogénes ou

diabétogenes.

Des travaux expérimentaux, menés au laboratoire, ont montré, chez la souris, que I’exposition
chronique a un mélange de 4 polluants (TCDD, PCB153, BPA, DEHP), a des doses tres
faibles, combinée a une alimentation enrichie en lipides et en saccharose, et proposée aux
meres puis a leur descendance, est a I’origine de fortes perturbations métaboliques (208). Ces
effets dépendraient non seulement de I’4ge, du sexe et du contexte nutritionnel, mais
¢galement du statut hormonal (210), nous conduisant a émettre I’hypothése d’un effet de type

cestrogéno-mimétique du mélange de polluants utilisés.

Ce travail de thése a donc eu pour objectif de développer un modele expérimental
d’ovariectomie, afin de mieux caractériser les effets possiblement cestrogéniques du cocktail
de polluants, et de les comparer aux effets purement cestrogéniques de 1’cestradiol délivré a

I’aide d’implants sous-cutanés.

Il s’agit donc d’adapter le modele d’exposition chronique a un mélange de polluants
représentatifs d’un modele d’exposition réaliste, développé il y a quelques années au
laboratoire. Précisément, les souris nourries avec un régime riche en lipides et en saccharose
(HFHS) ont été ovariectomisées pour mimer un déficit en cestrogenes. Elles ont ensuite regu,
en sous-cutané, des implants contenant ou non du 17B-cestradiol (E2). Cette chirurgie permet
de restaurer plusieurs parametres métaboliques a des valeurs similaires a celles des souris
controles (= souris opérées et non ovariectomisées, ou sham), mais pas tous. En effet, les
ovaires produisant également des progestagénes et des androgenes, I’administration d’E2
n’est pas sensée permettre de reproduire tous les effets métaboliques présents chez les souris

sham.
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En utilisant ce mod¢ele expérimental, les travaux présentés dans cette thése ont permis

d’apporter des €léments nouveaux :

e D’une part, nous avons caractérisé¢ les effets du mélange de polluants en exposition
chronique dans un mode¢le de souris femelles, incluant ou non la période maternelle.
e D’autre part, nous avons amélioré la compréhension des conséquences métaboliques

de la déficience en E2 en condition de régime obésogene.

Parmi les résultats présentés dans les 2 études, un certain nombre d’entre eux seront traités

dans les points de discussion suivants :

1. Caractérisation du phénotype métabolique des souris ovariectomisées

2. Effets de I’cestradiol, en particulier sur le métabolisme hépatique du cholestérol

3. Effets des polluants sur le profil métabolique des souris ovariectomisées

4. Caractéristiques de I’impact des cestrogenes selon les dépdts adipeux (sous-cutané vs
viscéral)

5. Comparatif des effets induits par les polluants avec les effets de I’cestradiol

6. La question des mélanges : extrapolation des résultats du travail de theése a la situation
d’une exposition multiple

7. Les limites du travail expérimental.

149



1 Caractérisation du métabolisme €nergétique chez les souris

ovariectomisées

La premicre étape de ce travail de thése a été de caractériser le phénotype métabolique des
souris femelles ovariectomisées nourries sous régime gras-sucré (HFHS). Dans la suite des
résultats du laboratoire (208), nous avons observé une obésité associée a une intolérance au

glucose et une insulino-résistance chez les souris nourries avec le régime HFHS.

Nos résultats montrent que le déficit en cestrogénes, combiné a un régime standard ou
obésogene, altére le phénotype métabolique des souris femelles. En effet, aprés ovariectomie,
un gain de poids supplémentaire associ¢ a une augmentation de la masse grasse est observé
chez les souris femelles nourries avec une régime HFHS, résultats rejoignant ceux décrits
dans de précédentes études (57,86,106,216,217). Les taux plasmatiques de leptine sont plus
¢levés, en accord avec la relation proportionnelle entre les niveaux circulants de leptine et
I’expansion de la masse grasse. On observe également une augmentation de 1’insulinémie
associée a une intolérance au glucose et une insulino-résistance. Ces résultats ont aussi été

observés chez les souris nourries avec un régime standard.

L’insulino-résistance chez les souris ovariectomisées, nourries au régime HFHS, est
accompagnée d’une augmentation des taux circulants d’acides gras libres. On sait que cette
dyslipidémie, associée a une lipolyse accrue du tissu adipeux, provoque un état de lipotoxicité
pouvant favoriser 1’accumulation de lipides dans le foie. Or, dans notre mode¢le, nous
n’observons ni de stéatose hépatique, ni d’augmentation de 1’expression des marqueurs de
toxicité hépatique tels que 1’alanine aminotransférase (ALAT) et ’aspartate aminotransférase
(ASAT). L’insulino-résistance n’altérerait donc pas la structure du foie, soit parce qu’elle ne
serait pas assez forte, soit parce qu’elle serait encore trop précoce pour induire des effets

déléteres sur le foie.

Dans le tissu adipeux, I’ovariectomie induit une augmentation de I’expression de I’ARNm
Ccl2, dont le géne code pour la protéine MCP-1 qui exerce une activité¢ d’attraction sur
certaines cellules immunitaires dont les macrophages. Des études ont montré que la
surexpression de MCP-1 déclenche une inflammation du tissu adipeux et une insulino-
résistance (46), tandis que sa déficience est associée a une amélioration des parametres
métaboliques chez les souris nourries au régime gras (218). De plus, les niveaux plasmatiques

de MCP-1 sont augmentés dans des conditions de déficience en cestrogénes comme la
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ménopause (219) ou I"ovariectomie (90). Nos résultats indiquent que la supplémentation en
E2 baisse ’expression de Cc/2 dans les tissus adipeux. D’autres études ont également montré
que Ccl2 ¢était négativement régulé par 1’cestradiol (220-222), Iui conférant un role
d’indicateur du statut cestrogénique en systémique. Il serait intéressant de le confirmer dans de

futurs travaux en effectuant un dosage plasmatique de MCP-1.

2 Effets de ’cestradiol, en particulier sur le métabolisme hépatique

du cholestérol

Chez les souris femelles nourries au régime HFHS, I’E2 déclenche 2 types de réponses sur le

phénotype métabolique des souris :

. Soit une normalisation des valeurs a celles du groupe de souris sham, ce qui est le cas

pour la tolérance au glucose, équivalente entre les souris ovariectomisées et les souris sham.

. Soit une amélioration, au-dela des effets liés a ’ovariectomie, c’est-a-dire que les
valeurs des parametres observés avec la supplémentation en E2 se rapprochent de celles

retrouvées chez les souris sham, comme pour la masse des tissus adipeux.

Nos résultats étendent ceux de Bryzgalova ef al. qui ont montré que 1’E2 a des propriétés anti-
obésogenes et anti-diabétogeénes dans un modéle de souris femelles nourries en régime gras
pendant 10 mois, et ayant regu en sous-cutané de I’E2 pendant le dernier mois de régime. Les
auteurs ont alors observé une baisse du poids corporel, une amélioration de la tolérance au
glucose et de la sensibilité a I’insuline, et une diminution de 1I’expression du géne de la leptine
dans le tissu adipeux (223). Les conséquences liées a la perte de poids chez les souris
supplémentées en E2 sont la diminution de la taille des adipocytes du tissu adipeux sous-
cutané (TAsc) et du tissu adipeux viscéral (TAv), ainsi que la diminution de 1’expression de

marqueurs de la lipogenése (Lpl, Fabp4) dans le TAsc.

Nos résultats indiquent également que la supplémentation en E2 altére le métabolisme du
cholestérol en plus de changer la quantit¢ d’ARNm d’Esr/ dans le foie, suggérant un lien
entre la signalisation cestrogénique et le métabolisme des lipides. L altération du métabolisme
du cholestérol dans le foie, observé lors de la supplémentation en E2, fait suite a des données
précédentes démontrant que le traitement de souris femelles avec de fortes doses d’E2 peut
perturber la régulation du rétrocontrole négatif de la biosynthése du cholestérol par un

mécanisme dépendant d’ERa (224).
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Figure : Perturbation de la boucle de rétrocontrole négative de la biosynthése du cholestérol dans le foie par 1’activation

d’ERa médiée par I’exces d’cestradiol (Adapté de Wang HH., 2006 (224))

La dérégulation du métabolisme des lipides peut provenir également de 1’absence de cycles
chez les femelles ovariectomisées supplémentées en E2 (91). En effet, l'activité
transcriptionnelle d’ERa dans le foie de souris femelles oscille au cours des 4 phases du cycle
cestral de la souris (procestrus, cestrus, metcestrus et dicestrus). Or, cette oscillation de
I’activité transcriptionnelle d’ERa est nécessaire a la régulation physiologique de I’expression
des geénes impliqués dans la synthése des acides gras et du cholestérol. La perturbation de
I’activité transcriptionnelle d’ERa dans le foie par 1I’ovariectomie est associée a une perte de
la rythmicité¢ dans I’expression des genes du métabolisme des lipides. L’apparition d’une

stéatose hépatique en est une des conséquences métaboliques.

Nos résultats sont ainsi en accord avec I’idée que le métabolisme des lipides échappe au

rétrocontrdle physiologique chez les femelles ovariectomisées supplémentées en E2.

3 Effets des polluants sur le profil métaboliques des souris

ovariectomisées

Ce travail de thése a permis de montrer que, dans notre modele d’ovariectomie, combinée a
un régime HFHS, I’exposition au mélange de polluants régule le métabolisme glucidique et
lipidique, possiblement par des propriétés cestrogéno-mimétiques. Ces résultats font échos a
ceux obtenus dans une étude antérieure (210), ou les profils métaboliques de souris femelles
agées de 7 semaines, immatures sur le plan hormonal, et de souris femelles adultes de 12
semaines, dont les taux d’cestrogenes sont élevés, ont ét¢ comparés dans un contexte de

régime HFHS.

e Chez les femelles agées de 7 semaines, I’exposition au cocktail de polluants réduit la
masse grasse, améliore la tolérance au glucose et la sensibilité musculaire a I’insuline,

et réduit I’expression des marqueurs inflammatoires dans le TAsc.
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e Chez les femelles dgées de 12 semaines, les polluants aggravent 1’intolérance au

glucose et I’inflammation du tissu adipeux.

De cette étude, il en ressort que les polluants auraient un effet, en deux temps, sur le
métabolisme : un premier impact positif apparent chez les jeunes femelles, suivi d'un impact

négatif chez les femelles adultes.

Une des hypothéses permettant d’expliquer cet effet « biphasique », et qui a ét¢ mentionnée
dans les objectifs de these, pourrait étre que ce mélange de polluants possederait une activité
cestrogéno-mimétique lorsque les niveaux plasmatiques d’E2 sont faibles, protégeant les
souris femelles de 7 semaines des effets métaboliques déléteres occasionnés par le régime
HFHS. Dans notre modele de souris ovariectomisées nourries avec le régime HFHS,
I’exposition au mélange de polluants est associée a une amélioration de la tolérance au
glucose et la sensibilité a I’insuline (225). L’augmentation de I’expression d’Esr/ dans le foie
et la diminution de I’expression de Cc/2 dans le TAv pourraient étre des mécanismes de

régulation positive du métabolisme dans ce modele.

Dans la seconde étude, les femelles ovariectomisées n’ont pas été exposées aux polluants
depuis la vie feetale mais a partir de la 5° semaine de vie. La mixture de polluants élaborée par
notre équipe ne modifie pas le poids corporel, ce qui est en accord avec nos travaux
précédents sur des souris exposées in utero (208,210,226). Toutefois, aucun impact sur la
tolérance au glucose et la sensibilité a 1’insuline chez les souris ovariectomisées n’est observeé
en réponse aux polluants. L’exposition aux polluants conduirait plutét a des effets
métaboliques indésirables. Par exemple, on observe que les polluants diminuent les niveaux
plasmatiques d’adiponectine chez les souris ovariectomisées supplémentées en E2.
L’adiponectine est une adipokine, aux propriétés métaboliques bénéfiques, capable
d’augmenter la sensibilité a ’insuline dans le foie et le tissu adipeux (26). On observe
également que les polluants tendent a augmenter le contenu hépatique en triglycérides, et
alterent I’expression de genes impliqués dans le métabolisme des lipides dans le foie (Cd36,
Nr0Ob2, Nrih3 et Cyp7al) chez les souris ovariectomisées. Aucune activité cestrogéno-
mimétique du mélange de polluants n’a été rapportée dans le foie. Cependant, I’augmentation
de I’expression de ’ARNm Esr/ dans le TAsc des souris ovariectomisées exposées aux
polluants par rapport a celles non exposées suggere que les polluants stimuleraient la

signalisation cestrogénique dans les tissus adipeux.
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L’¢tude 2 ne reproduit pas complétement les données de 1’étude 1 (225). Une explication
possible réside dans la période d’exposition aux polluants. Dans 1’étude 1, les souris femelles
ont subi une exposition maternelle englobant le stade in utero, la gestation et la lactation.
Dans 1’¢tude 2, les souris femelles n’ont été exposées qu’apres la naissance, entre la 5° et la
20° semaine de vie. D’apreés I’hypothese de I'origine développementale des maladies
développée par Barker et al., 1a période foetale est une période de forte sensibilité a des stress
environnementaux comme |’exposition aux polluants, et peut affecter le métabolisme a 1’age
adulte (144,227). Par exemple, 1’exposition au BPA pendant le stade feetal altére I’expression
de genes impliqués dans le métabolisme et la signalisation cestrogénique dans le foie (228).
Dans cette étude, la descendance de souris gestantes traitées avec du BPA, délivré de manicre
constante entre le 9° et le 18° jour de gestation, par ’intermédiaire d’'une pompe osmotique
placée dans la cavité péritonéale, a été analysée. Les auteurs ont remarqué que 1’exposition in
utero au BPA stimule I’expression hépatique des genes Esrl et Esr2 chez la descendance
femelle ovariectomisée. En accord avec les travaux d’llagan et al., nous observons également
une augmentation de I’expression d’Esr/ dans le foie des souris femelles ovariectomisées
exposées au mélange de polluants pendant la période prénatale. Le BPA posseéde une action
cestrogénique qui pourrait jouer un role dans la programmation feetale et le développement de
maladies métaboliques. On peut alors supposer que le BPA, présent dans notre mixture de
polluants, pourrait étre tout ou partie responsable des effets cestrogéno-mimétiques observés

chez la descendance exposée pendant la période prénatale.

4 Caracteristiques de I’impact des cestrogenes selon les dépots

adipeux (sous-cutané vs viscéral)

Nos travaux montrent que les cestrogénes impactent différemment le TAsc et le TAv. En effet,
I’E2 régule de maniére différente 1’expression des marqueurs de [’adipogencse et de

I’inflammation, en fonction de la localisation du tissu adipeux :

e [L’expression des ARNm des génes impliqués dans I’adipogenese (Fabp4, Lipe, Lpl)
dans le TAsc augmente chez les souris ovariectomisées et se normalise avec
I’administration d’E2. L’E2 régulerait négativement ’adipogenese dans le TAsc, ce
qui est en accord avec la diminution de la masse du TAsc observée chez les souris
ovariectomisées traitées avec de I’E2. Dans le TAv, le statut cestrogénique n’altére pas
I’expression des geénes de I’adipogenese. Cependant, I’E2 augmente ’expression de

Nric3 (PPARY) et Atlg, 2 marqueurs de la différenciation des adipocytes, dans le TAv.
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Ceci suggere une augmentation de la différenciation adipocytaire dans le TAv des
souris ovariectomisées traitées avec I’E2, ce qui est contradictoire avec la diminution
de la masse du TAv observée chez ces mémes souris. Il serait intéressant de compléter
cette analyse par une quantification d’autres marqueurs de la différenciation
adipocytaire, comme le facteur de transcription de la famille C/EBP par exemple, afin
d’étendre nos résultats.

e Dans le TAv, ’expression des marqueurs de I’inflammation (Ccl2, Tnfa, II-15 et 1I-12)
augmente chez les souris ovariectomisées, et se normalise avec la diffusion de I’E2 par
les implants sous-cutanés. Cette régulation négative des marqueurs de 1’inflammation
par ’E2 ne s’observe que pour Cc/2 dans le TAsc. Ces observations viennent étendre
celles observées dans d’autres études, ou 1’augmentation de 1’adiposité viscérale chez

des souris ovariectomisées est associée a une augmentation de 1’expression de

marqueurs pro-inflammatoires dans le tissu adipeux (8§7-90,216).

Ces résultats suggerent donc que les différents dépots adipeux ont des fonctions différentes
dans le développement des troubles métaboliques liés a 1’obésité chez les souris femelles.
Dans le tissu adipeux, la dérégulation de la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires contribue a [D’installation progressive d’une inflammation a bas bruit,
participant au développement de 1’insulino-résistance induite par I’obésité. Les cestrogenes
réguleraient ainsi la distribution et ’expansion de la masse grasse plutét au niveau sous-

cutané et ’inflammation plutot au niveau viscéral, protégeant de I’insulino-résistance.

Concernant les récepteurs aux cestrogenes (ERa, ERP et GPER), leur abondance est différente
selon la localisation du tissu adipeux. Par exemple, I’expression d’Esr/ est multipliée par 10
dans le TAv par rapport au TAsc, alors que I’expression de Gper! est multipliée par 2 dans le
TAsc en comparaison du TAv. En comparaison de ces 2 récepteurs, Esr2 est tres faiblement
exprim¢ dans les 2 dépdts adipeux. De plus, les cestrogénes régulent différemment
I’expression de chaque récepteur, mais de la méme manicre dans le TAsc et le TAv. Les
différences de quantité et d’expression de ces récepteurs observées entre les 2 dépdts adipeux

suggerent des sensibilités différentes aux cestrogenes.

Nos résultats montrent que I’ovariectomie, associée a une obésité, régule négativement
I’expression d’Esr2 (géne codant pour le récepteur ERp), alors que la supplémentation en E2
tend a normaliser son expression. L’inverse est observé pour Gperl, géne codant pour le

récepteur GPER. Ces résultats montrent que le phénotype d’obésité liée a I’ovariectomie est
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associ¢ a I’augmentation de 1’expression de Gper/ et a la diminution de 1’expression d’Esr2
dans les tissus adipeux. L’analyse des phénotypes de souris déficientes pour les récepteurs
ERP (ERB™") et GPER (GPER™) vont dans le méme sens que nos observations. En effet, une
augmentation de 1’adiposité est observée chez les souris femelles ERB” (229), et une
protection contre 1’obésité induite par un régime obésogeéne chez les souris femelles GPER™

(230).

La supplémentation en E2 stimule fortement 1’expression d’Esr/, ainsi que celle de Nr3c4
(AR) dans les 2 tissus adipeux. Ce phénoméne peut étre associé a la baisse importante de la

masse du TAsc et du TAv, ce qui est constaté dans d’autres études (106,229,231).

L’expression des génes Cc/2 et Lep (codant pour la leptine) varie de la méme maniére dans
les 2 tissus adipeux : elle augmente en condition d’ovariectomie et revient a une valeur
comparable a celle des souris sham avec la supplémentation en E2. La régulation négative de
I’expression de Ccl2 et Lep par I’E2 dans les tissus adipeux pourrait provenir de la stimulation
d’ERp ou de I’inhibition de GPER, comme le suggere le profil d’expression des génes Esr2 et
Gperl.

5 Comparatif des effets induits par les polluants avec les effets de

I’ cestradiol

Bien que le mélange de polluants utilis¢é dans nos travaux réduise I’impact négatif de
I’ovariectomie sur la tolérance au glucose et la sensibilité a I’insuline, les effets cestrogéno-
mimétiques sont cependant de faible amplitude. Alors que 1’ovariectomie conduit a un gain de
poids et une atrophie de 1’utérus, comme décrit dans la littérature (53), les polluants ne
miment pas les effets liés a la restauration des cestrogénes sur le poids corporel, ni sur le poids
de I'utérus. Ceci peut indiquer que I’activité cestrogéno-mimétique du mélange de polluants

est relativement faible.

L’évaluation des parametres biochimiques montre que la déficience en cestrogenes induite par
I’ovariectomie est responsable d’une augmentation des taux plasmatiques d’insuline, d’acides
gras libres, de leptine, de cholestérol et de triglycérides, qui sont pour la plupart normalisés
par I’administration d’E2. Un bon nombre de ces observations a également été rapporté dans
des études antérieures sur des modeles de souris ovariectomisées supplémentées en E2

(88,92,232). Hormis une diminution de la concentration plasmatique en triglycérides par les
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olluants en condition d’ovariectomie, aucun autre parametre n’est modifié par la présence de
p

polluants.

Ces résultats laissent a penser que la sensibilité¢ a I’insuline serait un parameétre trés sensible
répondant trés rapidement a 1’activité cestrogéno-mimétique des polluants, alors que la
normalisation du poids corporel, du poids de 1’utérus et des niveaux circulants de leptine et
d’acides gras libres dépendrait d’une activité cestrogénique plus importante. De maniere
intéressante, il a ét¢é démontré que la normalisation de la sensibilit¢ a I’insuline et de la
tolérance au glucose préceéde celle du poids corporel et de 1’adiposit¢ dans un modele

d’ovariectomie apres supplémentation en E2 (86,216).

6 La question des mélanges : extrapolation des résultats du travail de

these a la situation d’une exposition multiple

Ce contexte d’exposition aux polluants a été choisi afin de se rapprocher dun scénario

d’exposition réaliste. Le choix des polluants de la mixture a reposé sur plusieurs critéres :

i.  Le mélange comprend 2 POP (TCDD, PCB153), ainsi que 2 polluants non persistants
(BPA, DEHP). Ces POP ont une demi-vie pouvant atteindre une dizaine d’années, et
s’accumulent, avec le vieillissement, dans le tissu adipeux grace a leur propriété
lipophile. Les polluants non persistants sont massivement produits par 1’industrie du
plastique (les productions en Europe se chiffrent entre 3 millions (BPA) et 340 000
(DEHP) tonnes par an). Malgré leur faible demi-vie dans les matrices biologiques due
a leur métabolisation trés rapide, leur caractére ubiquitaire nous expose
continuellement a ces produits chimiques.

ii.  Chaque polluant est le plus représentatif de sa classe. Dans la famille des dioxines, la
TCDD, également appelée « dioxine de Seveso », est le congénere le plus puissant. Le
PCBI153 est le congénére majoritaire des polychlorobiphényles. Parmi les composés
phénoliques, le BPA est trés répandu dans 1’environnement. Enfin, le DEHP est le
phtalate le plus répandu.

iii.  Chaque polluant a des propriétés de perturbateur endocrinien et est suspecté d’étre
impliqué dans I’étiologie des maladies métaboliques d’aprés plusieurs études

épidémiologiques et expérimentales robustes (voir introduction).
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iv.  Ces polluants sont administrés dans une nourriture riche en saccharose et en lipides.
Ceci permet de mimer une alimentation de type occidentale particuliérement riche en
lipides d’origine animale et pouvant étre contaminée par des POP lipophiles.

v. Ces polluants empruntent des voies de signalisation différentes, impliquant
I’activation de récepteurs nucléaires eux-mémes capables de cross-talks (201). Pour
les phtalates tel que le DEHP, I’effet résultant est plutdt anti-androgénique alors que le
BPA est pro-cestrogénique.

vi.  Chaque polluant est utilisé a une dose faible, supposée sans effet chez ’homme (voir
introduction). En effet, le dosage des polluants est bas¢ sur la Dose Journalicre
Tolérable (DJT) définie empiriquement par des agences d’évaluation des risques
(233). Ainsi, les polluants ne sont pas supposés générer des effets métaboliques
individuellement. La démonstration que plusieurs genes sont impactés (au moins au
niveau des ARNm) par le mélange de polluants, ainsi que les données précédentes sur
les effets métaboliques indésirables des mélanges de polluants a faible dose (234),
suggerent que la législation actuelle sur 1’évaluation des risques des produits

chimiques sous-estime les risques et doit &tre mise a jour.

7 Les limites du modeéle

Ce travail de thése a permis de valider un modele d’étude de la régulation du métabolisme
chez les souris femelles ovariectomisées et supplémentées en cestradiol. Cependant, comme

tout travail, il présente certaines limites. En voici trois exemples :

i.  Aujourd’hui, l'exposition, a long terme, a de faibles doses de polluants en mélange, est
considérée comme un scénario pouvant impliquer de multiples interactions
potentielles entre différents polluants. Or, plus le nombre de polluants augmente, plus
il y a de chance de voir apparaitre des interactions entre eux, ce qui complique 1’étude
des effets des mélanges. Ici, nous ne sommes pas en mesure de définir si les effets
cestrogéno-mimétiques observés dans un contexte d’exposition maternelle sont le
résultat d’effets additifs, synergiques ou antagonistes d’un ou plusieurs polluants du
mélange, ou de leurs métabolites. La molécule TCDD posséde des activités anti-
cestrogéniques in vitro et in vivo (235), le DEHP est généralement décrit comme un

puissant anti-cestrogene et anti-androgene (236) et le BPA et les PCB possedent des
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ii.

activités cestrogéno-mimétiques (237,238). Pour évaluer les effets de mélanges de
produits chimiques, deux approches complémentaires peuvent étre utilisées : (1) tester
I'ensemble du mélange ou (2) tester les composants individuels du mélange. Ensuite,
des hypothéses sont formulées sur la base des connaissances / incertitudes relatives
aux composés du mélange. Effectuer des tests in vivo d’exposition a des mélanges de
polluants permet d’évaluer les effets sur un organisme entier. Cependant, les
substances a ’origine de la réponse globale restent souvent non identifiées, ainsi que
les interactions potentielles entre les composants du mélange. Peut-étre que dans notre
modele, les effets cestrogéniques seraient le résultat d’une action prépondérante du
BPA et du PCB153. Une approche plus courante consiste a examiner la toxicité¢ de
chacun des constituants, suivie d'une modélisation mathématique permettant de
prédire 1'effet combiné. Cette approche analytique souléve cependant la question du
respect de la regle des 3R (Remplacer, Réduire, Raffiner) en expérimentation animale.
Travaillant sur des souris au laboratoire, tester les effets de chaque polluant
nécessiterait un plus grand nombre d’animaux, ce qui va a I’encontre des regles
éthiques visant a réduire le nombre d’animaux utilisés en expérimentation. L’idée
serait alors d’effectuer des tests sur des cellules en cultures, exposées a chaque
polluant individuellement puis en combinaison, afin d’¢élargir la compréhension des

effets observés in vivo et de ne plus utiliser d’animaux dans nos expérimentations.

Une autre limite expérimentale de notre modele concerne 1’induction de la déficience
en cestrogénes. L’ovariectomie est souvent utilisée chez les rongeurs pour induire une
ménopause aigiie, ce qui a pour conséquence la modification rapide de parametres
métaboliques comme le poids corporel. En effet, dans nos protocoles, nous observons
les premicres différences significatives de poids corporel entre les souris
ovariectomisées et les souris sham 2 semaines seulement apres I’ablation des ovaires.
A D’inverse, la ménopause est un processus physiologique complexe et progressif
incluant plusieurs étapes dont une insuffisance ovarienne, un exces d’androgenes, une
adiposité viscérale accrue et une réduction de [Dactivité physique. De plus,
contrairement a I’ovariectomie ou les ovaires sont retirés chirurgicalement, ceux-ci
restent présents chez les femmes post-ménopausées et continuent de produire des
stéroides sexuels. En effet, des analyses d’homogénats ovariens de 207 femmes

ménopausées ont montré que 1’cestradiol et la testostérone continuent d’étre
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synthétisés par les ovaires 5 ans apres la ménopause, avant d’étre significativement

réduits avec le vieillissement (239).

Le niveau d’exposition aux polluants chimiques peut étre évalué par la quantité de ces
substances dans I’organisme. Malheureusement, nous n’avons pas pu quantifier la
présence des polluants du mélange dans les matrices biologiques, ou dans le tissu
adipeux qui est I’organe de bioaccumulation des POP, et le foie responsable du
métabolisme des xénobiotiques. Cependant, d’anciens résultats non publiés font état
d’une concentration de PCB153 de 30,9 ng/g de lipides dans le foie et 34,2 ng/g de
lipides dans le tissu adipeux de souris adultes agées de 12 semaines, non-obéses et
exposées au mélange de polluants. Parmi les 4 polluants du mélange, dosés par
spectrométrie de masse, le PCB153 était le seul a dépasser le seuil de détection de
I’appareil. Ces concentrations peuvent étre comparées a celles retrouvées chez les
femmes dans des études épidémiologiques. Par exemple, parmi les 41 PCB quantifiés
dans une cohorte de 110 femmes canadiennes post-ménopausées entre 2003 et 2004,
les concentrations plasmatiques moyennes du principal congéneére (PCBI153)
s’¢levaient a 41,7 ng/g de lipides (240). Une cohorte brésilienne de 155 femmes
enceintes rapporte des concentrations plasmatiques de PCB153 de 7,2 ng/g de lipides
chez celles vivant dans des zones industrielles (241). Les concentrations plasmatiques
de PCBI153 ont également ¢ét¢ quantifiées chez 48 femmes enceintes, issues de la
cohorte PROTECT a Puerto Rico, et comparées a celles des femmes de la cohorte
NHANES agées de 18 a 40 ans, entre 2003 et 2004 (242). Les résultats montrent que
les concentrations médianes de PCB153 sont de 3,15 ng/g de lipides et 8,23 ng/g de
lipides respectivement dans les cohortes PROTECT et NHANES. Ces données
montrent donc la pertinence des doses utilisées dans le modele développé durant la
thése, au moins pour le PCB153. 1l serait donc intéressant, a I’avenir, de quantifier la
charge pondérale des polluants dans les matrices biologiques des souris, en récupérant,
par exemple, une partie du pelage pour I’analyser ensuite par spectrométrie de masse.
L'analyse des poils peut fournir des informations sur une exposition chronique de
plusieurs mois, et serait un outil fiable utilisable pour étudier les effets néfastes sur la

santé associés a l'exposition aux polluants environnementaux (177).
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Conclusion

Ce travail de thése a permis de mettre au point et de valider un modéle d’étude de la
régulation du métabolisme énergétique chez des souris femelles en condition d’ovariectomie
et de supplémentation en cestradiol. Nous avons apporté plusieurs €léments de preuve
permettant d’améliorer la compréhension de la régulation par les cestrogenes du métabolisme
du glucose et des lipides dans le foie, ainsi que de 1’adipogenése et de I’inflammation dans les

tissus adipeux.

Dans ce mode¢le, une exposition chronique a un mélange de polluants environnementaux, a
faibles doses, caractérisés comme perturbateurs endocriniens, et n’ayant aucun effet sur le
poids, la glycémie, I’insulinémie et la lipémie, peut perturber la signalisation cestrogénique
dans les tissus adipeux et le métabolisme des lipides dans le foie. Il est intéressant de noter
que le mélange de polluants présente une activité cestrogéno-mimétique chez les souris
femelles ovariectomisées exposées depuis le stade in utero, suggérant que la période

maternelle serait une période de vulnérabilité aux effets des perturbateurs endocriniens.

En raison des faibles doses de polluants utilisées dans le mélange, ces résultats mettent en
avant le role potentiel des polluants environnementaux dans le développement des maladies
métaboliques, et plus particuliecrement chez les femmes lors de la transition ménopausique.
Cependant, d’autres études sont encore nécessaires afin de mieux comprendre comment le
mélange de polluants peut avoir une activité cestrogéno-mimétique, et si cette activité est le
résultat d’effets additifs, synergiques ou antagonistes d’un ou de plusieurs polluants du

mélange.
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HIGHLIGHTS

= Low-dosed pollutants trigger metabolic disturbances in postnatally exposed male mice.
« The mixture of pollutants induced metabolic alterations in a tissue-specific manner.

» Jejunum is highly sensitive with regards to xenobiotic receptors and lipolysis.

» Pollutants have a greatest metabolic impact in standard nutritional conditions.

» Differences in the response to the pollutant mixture were seen between the 2 fat pads.
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Excessive consumption of industrialized food and beverages is a major etiologic factor in the epidemics
of obesity and associated metabolic diseases because these products are rich in fat and sugar. In addition,
they contain food contact materials and environmental pollutants identified as metabolism disrupting
chemicals. To evaluate the metabolic impact of these dietary threats (individually or combined), we used
a male mouse model of chronic exposure to a mixture of low-dose archetypal food-contaminating
chemicals that was added in standard or high-fat, high-sucrose (HFHS) diet. Specifically, the mixture
contained bisphenol A, diethylhexylphthalate, 2,3,7 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine and polychlorinated
biphenyl 153. Exposure lasted from 5 to 20 weeks of age. Metabolic exploration was conducted setting
the basis of candidate gene expression mRNA analyses in liver, jejunum and adipose tissue depots from
20 week-old mice. Strong metabolic deleterious effects of the HFHS diet were demonstrated in line with
obesity-associated metabolic features and insulin resi: e, Poll: exposure d in significant
changes on plasma triglyceride levels and on the expression levels of genes mainly encoding xenobiotic
processing in jejunum; estrogen receptors, regulators of lipoprotein lipase and inflammatory markers in
jejunum and adipose tissues as well as adipogenesis markers, Importantly, the impact of pollutants was
principally evidenced under standard diet. In addition, depending on nutritional conditions and on the
metabolic tissue considered, the impact of pollutants could mimic or oppose the HFHS effects. Collec-
tively, the present study extends the cocktail effect concept of a low-dosed pollutant mixture and
originally peints to tissue-specificity responsiveness especially in jejunum and adipose tissues.

@ 2019 Elsevier Lrd. All rights reserved.

1. Introduction

According to WHO (World Health Organization), obesity is an
“abnormal or excessive fat accumulation that presents a risk to

* Corresponding author,

health”. This accumulation of fat is deleterious because it could lead
to a large spectrum of metabolic diseases (type 2 diabetes, car-
diovascular diseases ...) which are among the first causes of mor-
tality with 10 million deaths in 2016. For example, more than 1.9
billion of adults in 2016, 18 years and older, were overweight, of
those over 650 million were obese (WHO, 2018a, b). Diabetes also
exploded these last decades with an average of 400 million

E-mail address: brigitte.l inserm.fr (B. Le Mag istoni) worldwide in 2014 (WHO, 2017). In addition, metabolic disorders
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constitute a heavy cost for society. For example, worldwide cost of
diabetes caring exceeded $673 billion in 2015 (WHO, 2016).

Metabolic disorders are multifactorial diseases. Apart from ge-
netic susceptibility and low physical activity, environmental
concern relates to excessive consumption of industrialized food and
beverages for their content in fat and sugar but also food contact
materials and environmental pollutants. Food contact materials
may include phthalates and bisphenols which can leach from
packaging to cause contamination (Startin et al., 1987; Vandenberg
etal., 2007; Koch and Calafat, 2009; Muncke, 2009). Environmental
pollutants include persistent pollutants such as dioxins or poly-
chlorobiphenyls (PCBs) which are lipophilic and bicaccumulate
through the food chain being virtually present in all animal prod-
ucts (Schafer and Kegley, 2002).

Importantly, risk assessment evaluation bodies e.g., the Euro-
pean Food Safety Authority (EFSA) or the US. Food and Drug
administration (FDA) focused primarily on single chemicals with
the definition of tolerable daily intake (TDI) doses based on the no-
observed-adverse effect levels (NoAELs) or the lowest-adverse-
effect levels in animal studies (Dorne, 2010). Consistently, the
mean exposures for the general population were found to be below
the current levels determined to be safe for chemicals (Schafer and
Kegley, 2002; Koch and Calafat, 2009). However, a recent concern
arose with chemicals possibly acting at doses lower than the NoAEL
doses identified in animal studies and for some chemicals in the
range of the TDI doses (Vandenberg et al., 2007, 2012), and inter-
fering with hormonal action, the so-called endocrine disruptors
(Zoeller et al., 2014).

There are more than 900 molecules present in our environment
that could be considered as endocrine disruptors (EDs) (WHO/
UNEF, 2013) and to which we are non-voluntary but chronically
exposed. Individually, their concentration may be too low to exert
an effect but through acting on identical biological outcomes, the
resulting effects of mixtures may grow as significant, an event now
identified as the cocktail effect (Kortenkamp, 2014; Svingen and
Vinggaard, 2016; Le Magueresse-Battistoni et al, 2017; Le
Magueresse-Battistoni et al, 2018a). It is therefore of striking
importance to further implement the metabolic impact of mixtures
of pollutants at dosage lower than their NoAEL determined in an-
imal studies.

Interestingly, we recently developed a mouse model of exposure
to four pollutants (Naville et al., 2013, 2015; Labaronne et al., 2017;
Julien et al,, 2018) selected among archetypal EDs, Specifically, the
mixture is made of two persistent pollutants, 2,3,7.8-
tetrachlorodibenzo-pdioxine  (TCDD) and  Polychlorinated
Biphenyl 153 (PCB153) and two non-persistent pollutants,
Bisphenol A (BPA) and diethylhexylphthalate (DEHP). These pol-
lutants were chosen as an attempt to mimic a real-world exposure
based on persistence with two short-lived and two persistent
molecules, on their large occurrence in a Western-diet, on the
broad range of signaling pathways activated not to mention the
many cross-talks occurring between them (Casals-Casas and
Desvergne, 2011; Thayer et al,, 2012; Vandenberg et al., 2012). In
addition, they are considered as metabolism disrupting chemicals
(Casals-Casas and Desvergne, 2011; Heindel et al., 2017). Notably,
BPA whom worldwide production reached millions of tons yearly
and which is mainly used in the manufacture of plastics and resins,
has been well identified as triggering metabolic disturbances acting
among others through estrogeno-mimetic activities (Alonso-
Magdalena et al., 2011; Vandenberg et al., 2012; Vom Saal et al.,
2012; Beausoleil et al, 2018; Le Magueresse-Battistoni et al.,
2018b). Phthalates are massively produced to soften plastics. They
have been described as anti-androgenic compounds although not
acting through binding the Androgen Receptor (AR) (5chug et al.,
2011). PCB153 and TCDD (also known as the Seveso Dioxin) are

persistent with a very long half-life and they bioaccumulate in the
fat(Casals-Casas and Desvergne, 2011). Dioxins act through binding
to the Aryl hydrocarbon Receptor {AhR) and PCB153, which could
bind the Pregnane X and Constitutive Androstane Receptors (PXR
and CAR, respectively) but not AhR, may interfere with thyroid but
also estrogen signaling (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Casals-
Casas and Desvergne, 2011; Pavek, 2016) to mediate their meta-
bolism disrupting effects (Angrish et al., 2012; Wahlang et al., 2013;
Heindel et al., 2017). Noteworthy, diet is the major route of expo-
sure for pollutants including those present in the mixture used in
the present study (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Casals-Casas
and Desvergne, 2011; Thayer et al,, 2012; Vandenberg et al., 2012).

With this model, we demonstrated that chronic exposure to
such a mixture at dosage lower than the NoAELs for each chemical
of the mixture, could trigger metabolic disturbances in the progeny
of diet-induced obese mice in a sex-dependent way (lLe
Magueresse-Battistoni et al, 2018c). Importantly, male mice
developed alterations in cholesterol metabolism whereas females
exhibited altered glucose tolerance, probably linked to reduced
estrogen signaling in the liver, all occurring without additional
obesogenic effects (Naville et al., 2013). As a step further, the pre-
sent study aims to evaluate the metabolic impact of two chal-
lenging stressors, Le. the high-fat high-sucrose (HFHS) diet and the
mixture of pollutants, independently and combined, focusing on
males in a one-generation study. Consistently, we analyzed the liver
and the intestine, specifically the jejunum, because these two or-
gans play pivotal roles in detoxification processes and in glucose
and lipid metabolisms. In addition, the jejunum is a predominant
organ for dietary fat and sugar absorption. Adipose tissues were
also surveyed as they play a major role in the development of in-
sulin resistance.

2. Materials and methods
2.1. Diet and animals

Mouse studies were performed with the approval of the
Regional Committee of Ethics for Animal Experiments. Thirty-two
C57B1/6] male mice were purchased from Envigo (Gannat, France)
at the age of 4 weeks (wks) and were housed two per cage at 21 °C
with a normal light-dark cycle and free access to water. Cages and
bottles of water were made of polypropylene to avoid BPA leaching
from polycarbonate equipment. After 1 wk-acclimatization, mice
were divided into four groups depending on the diet: STO (standard
diet from Genestil, Royaucourt, France; without the mixture of
pollutants), STp (standard diet with the mixture of pollutants), HFO
(HFHS diet from Envigo, without the mixture of pollutants) and HFp
(HFHS diet with the mixture of pollutants). Pollutants (TCDD from
LGC-Promochem, Molsheim, France; PCB153, BPA and DEHP from
Sigma-Aldrich, Lyon, France) were each used at doses in the range
of their tolerable daily intake (TDI) reference dose and at least 10
times lower than their MoAEL dose (van Leeuwen et al., 2000;
WHO, 2003; European Food Safety Authority Panel on Food
Additives, 2005) (Supplementary Table 1). They were diluted in
DMSO0, solubilized in corn oil and mixed into the diet. All animals
received the same amount of DMSO and corn oil. To make sure mice
received the adequate quantity of pollutants, calculations for doses
were made for 1g of food for 17 g of body weight/day and extra
food devoid of pollutants but containing vehicle was given ad
libitumn. Diet composition is detailed elsewhere (Labaronne et al.,
2017). Mice were weighed weekly and food changed three times
a week. Exposure to pollutants lasted 15 wks after which animals
were fasted for 6h and weighed. Blood was collected and mice
euthanized by cervical dislocation. The organs: liver, jejunum,
perigonadal and inguinal subcutaneous adipose tissues (pgAT and
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scAT, respectively) were rapidly removed, weighed, frozen in liquid
nitrogen and conserved at —80 °C until experiments.

2.2, Metabolic explorations

Metabolic tests were conducted on all animals with a 1wk in-
terval. After 12 wks of diet, mice were fasted for 16 h and received
an intragastric bolus of lipids (250 pl of Isio4™ oil, Lesieur). Blood
samples were collected from the tail vein before gavage and at 1, 2,
3 and 4 h after gavage for triglyceride measurement. This test will
reflect the intestinal fat clearance. After 13 wks of diet, mice were
fasted 6 h and were orally administered a solution of 10% D-xylose
(1 mg of D-xylosefg of body weight). Blood samples were collected
at 20, 40, 60 and 120 min after gavage for xylose measurement. This
exploration of the intestinal uptake of ingested D-xylose will mirror
a post-prandial sugar uptake. After 14 wks of diet, glucose tolerance
test {GIT) was performed on 6h fasted mice as previously
described (Gout et al., 2010).

2.3. Tissue and plasma dosages

Blood glucose concentrations were determined using the Accu-
Chek Performa glucometer (Roche Diabetes Care France, Meylan).
Insulin (Mouse ultrasensitive ELISA, Eurobio, Courtaboeuf, France),
triglycerides (Biolabo, Maizy, France), free fatty acid, total choles-
terol and cholesteryl esters, Alanine Aminotransferase and Aspar-
tate aminotransferase activities (all kits from Sigma-Aldrich), leptin
and adiponectin (ELISA kits from Crystal Chem Europe, Zaandam,
Netherlands), were also assayed in plasma. Xylose plasma levels
were determined as described elsewhere (Conarello et al., 2007).
Triglycerides and total cholesterol were also measured in liver
samples after extraction of the lipids using lipid extraction kit
chloroform free (Clinisciences, Nanterre, France).

24. Real time PCR analyses

Total RNA was extracted from liver, jejunum and adipose tissue
samples. After reverse transcription using the Prime Script RT Re-
agent kit (Takara Bio Europe SAS, Saint-Germain-en-Laye, France),
cDNAs were analyzed by real time PCR using the SYBR Premix Ex
Taq ™ (Takara) in the presence of specific primers specifically
designed to encompass an intron (Supplementary Table 2) as pre-
viously described (Naville et al., 2011). Data were normalized using
housekeeper genes which differ according to the tissues. They were
chosen because consistently expressed in all groups in a particular
tissue and they encode TATA-Box Binding Protein (Thp) for scAT and
pgAT, Beta-Glucuronidase (Gush), for the liver, and Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase (Hprt) for the jejunum.

2.5. Histological analyses

The two adipose tissue depots were fixed with 4% formaldehyde
solution during 24 h and then paraffin embedded. Serial sections of
the paraffin-embedded blocks (4 pm thick) were obtained and
immunolabeled using the rabbit anti-laminin antibody (1:100,
Sigma, L9393) followed by alexafluor secondary antibody (Invi-
trogen, Villebon-sur-Yvette, France; A11012). Measurement of
adipocyte area was performed from the immunofluorescence
acquisition using DP74 camera (Olympus, France). At least 150
adipocytes for each sample were considered. Image analyses were
performed with Image] software.

2.6. Statistical analysis

Results are presented as means + SEM. Groups were compared
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using one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple compari-
50N post-hoc test. Two-way ANOVA for non-repeated measures was
also used to determine the overall effects of the diet (Standard STO/
STp vs HFHS HFO/HFp), the mixture (non-exposure STO/HFO vs
exposure STpfHFp) and their interaction (diet x mixture). When
significant effects without interaction were obtained, differences
were tested using Student's t-test between each pollutant-exposed
group and corresponding non-exposed group. GraphPad Prism 5.0
software was used for all statistical analysis and differences were
considered significant at P - values < 0.05.

3. Results

3.1. Metabolic characterization of males fed the HFHS versus the ST
diet, containing or not the mixture of pollutants

Feeding 5-wk old male mice a HFHS diet for 15 wks resulted in a
time-dependent increase of body weight with first significant ef-
fects observed at 8 wks of age i.e. wk 3 of feeding (Supplementary
Fig. 1A). At the end of the 15-wk HFHS feeding, strong significant
diet-induced obesogenic effects were reported on body weight
(+38%) and fat mass (+250% for pgAT weight and +380% for scAT
weight) (Fig. 1A and B). This was associated with significant in-
creases of hepatic and plasma triglycerides (TG), plasma cholesterol
and blood glucose levels (Fig. 1D, F and Supplementary Fig. 1D). An
overall effect of the diet was also noticed on plasma insulin level
(Fig. 1D) resulting in a 4.5-fold significant enhancement of the
HOMA index of insulin resistance (HOMA-IR; Supplementary
Fig. 1E). Moreover, the ratio of adiponectin to leptin, a marker of
insulin resistance (Mirza et al., 2011; Lopez-Jaramillo et al., 2014),
was strongly decreased in HFHS-fed mice (Fig. 1E and
Supplementary Fig- 1F). These data are consistent with the meta-
bolic tests performed on fasting animals showing a significant
decrease in blood lipid clearance (increased Area Under Curve, AUC,
after oral lipid load) and increased glucose absorption (estimated
using the xylose absorption test) as well as glucose intolerance in
HFHS diet-induced obese mice (Fig. 1C and Supplementary Figs. 1B
and C).

Pollutant exposure did not result in body weight changes
regardless of the nutritional context. Interestingly, slight but sig-
nificant effects (P < 0.05) of the mixture of pollutants could be
observed in STp-fed mice on several features including an increase
of the intestinal fat clearance after oral lipid load, a significant
reduction in plasma levels of TG with a tendency (P=0.05) to a
reduction of plasma FFA levels and a significant increased ratio of
adiponectin to leptin, all seemingly and unexpectedly converging
to some alleviation of metabolic conditions (Fig. 1C, E, F and
Supplementary Fig. 1F). On the opposite, mice exposed to the
mixture of pollutants and fed a HFHS diet exhibited a significant
enhancement of the weight of pgAT as compared to HF0 mice
(Fig. 1B), in line with the observed trend (P = 0.08) for enhanced
leptin plasma levels (Supplementary Fig. 1F).

3.2. Gene expression analysis of proteins involved in lipid
metabolism in the liver

As an attempt to better comprehend the metabolic features, we
first focused on liver, a central regulator of lipid metabolism and
detoxification. Potential toxicity linked to pollutant exposure was
first excluded through measuring plasma transaminases. Indeed,
both AST and ALT levels were unchanged regardless of treatment
(Supplementary Fig. 2). To understand bases for the alleviation of
the lipid profile in pollutant-exposed STp mice compared with STO
mice (Fig. 1C and F), measurement of the expression levels of genes
involved in the uptake of circulating fatty acids, de novo lipogenesis,
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fatty acid breakdown, lipoprotein metabolism and lipolysis as well
as cholesterol homeostasis was conducted in liver. Specifically,
studied genes included Cd36 encoding cluster of differentiation 36
and Fabpl encoding fatty acid binding protein 1 involved in the
uptake of FA, the lipid sensor Nr1h3 encoding Liver X receptor
(LXR)e, SrebF1 encoding Sterol Regulatory Element-Binding Protein
1 (SREBPI1c), a master regulator of de novo lipogenesis, Scd1 and
Acaca encoding stearoyl-CoA desaturase and acetyl-CoA carbox-
ylase (ACC1), respectively. Lipid oxidation was assessed measuring
mRNA levels of Nricl (encoding peroxisome proliferator-activated
receptor «, PPAR«), its target genes Cptla (encoding carnitine pal-
mitoyltransferase 1x) and Vnni (encoding Vanin-1). Expression
levels of Apoa5 encoding Apolipoprotein A-V (APOA-V) a lipopro-
tein lipase (LPL) activator and Apoc3, encoding an inhibitor of LPL
(APO-C I1l) were as well studied so were several key genes involved
in cholesterol metabolism: CypZal, Hmgcr, Cyp51, Abcgh, Abcg8,
Abcal encoding Cytochrome P450 Family 7 Subfamily A Member 1,
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (HMGCoAR), P450
sterol 14a-demethylase and ATP-binding cassette (ABC) trans-
porters, respectively.

On this panel of genes, effects observed in the liver were
essentially due to the HFHS diet (comparison HFO vs STO) with
significant increases of Cd36, SrebF1, 5cd1 (Fig. 2A, C), Nricl, Vanl
(Fig. 2D) and Cyp7al (Fig. 2E) expressions. As well, the fat-enriched
diet induced a decrease in the expression of Apoa5 (Fig. 2B), Hmgcr,
Cyp51 (Fig. 2E) and Abcg5, but not of Abcg8, Abca, Nr1h3 and Fabp1
(data not shown). It is interesting to note that some alterations of

gene expression induced by the fat-enriched diet were only
observed in the presence of pollutants: decreased expression of
Acaca and increased expression of Apoc3. As well, pollutants in a
standard diet context significantly increased the mRNA expression
of Cyp7al (Fig. 2E). However, no effect of the pollutant mixture was
observed on the other investigated genes of the cholesterol field
area including Hmgcr, Cyp51 (Fig. 2E), Nr1h3 as well as Abcg5, Abcg8
and Abcal (data not shown).

To discriminate between hepatic steatosis and steatohepatitis, a
more severe liver disease than fatty liver characterized by a chronic
inflammatory state with high levels of cytokines among which IL6
and tumor necrosis factor (TNF)a (Tilg and Moschen, 2008; Chen
et al., 2017), expression levels of 116 and Tnfx were surveyed but
no impact was observed regardless of treatments (Fig. 2F). None-
theless, Ccl2 encoding the chemokine monocyte chemoattractant
protein 1({MCP1/CCL2) which levels could be increased from simple
steatosis (Greco et al., 2008) were found significantly enhanced by
the HFHS diet (Fig. 2F).

3.3. Gene expression analysis of proteins involved in lipid
absorption and metabolism in jejunum

In the present study, dietary fat and glucose absorption were
shown impacted by the nutritional stressors tested e.g., HFHS diet
andfor the pollutant mixture (Fig. 1 and Supplemental Fig. 1).
Inasmuch as the jejunum is a predominant site for these functions,
we analyzed the expression levels of jejunal genes involved in the
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absorption of fatty acids including Got2 (encoding Plasma mem-
brane Fatty Acid Binding Protein, FABPpm), (d36 and Slc2704
(encoding Fatty Acid Transport Protein 4, FATP4). Expression of
genes involved in the cholesterol metabolism: Npclll gene
(encoding Niemann Pick C1 Like-1, NPC1L1) and the lipoprotein
biosynthesis: Sarlh (encoding Secreted associated Ras related
GTPase 1B, SAR1B) and Mitp (encoding Microsomal Triglyceral
Transfert Protein, MTP) were also investigated, together with the
anti-inflammatory marker 110 encoding the interleukin 1L10.

The HFHS diet (HFO vs STO) altered the expression of Got2 and
(d36 (increased expression, Fig. 3A) as well as Npclil (decreased
expression, Fig. 3B). The pollutant mixture had no significant effect
in a context of a standard diet but it has to be noted that SIc27a4 and
Mttp expressions were only significantly modified by the HFHS diet
in a context of pollutant exposure (Fig. 3A and C).

The expression of genes encoding inhibitors of the lipoprotein
lipase (LPL) enzyme responsible for blood chylomicron clearance:
Angptl4 and Apoc3 encoding Angiopoietin-Like 4 (ANGFTL4) and
Apolipoprotein-Clll (APO-CIII), respectively, were also studied.
Feeding HFHS diet resulted in a significant enhancement of Apoc3
and Angptl4 mRNA levels both in the absence or presence of pol-
lutants (Fig. 3D). Of note, exposure to pollutants resulted in a sig-
nificant down-regulation of Apoc3 mRNA and a downward trend for

A. Fatty acid absorption
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Angptl4 (P—0.09) in ST fed mice only (Fig. 3D). Interestingly pol-
lutants induced a significant decrease in the /110 expression at the
mRNA level (Fig. 3E) in a context of standard diet and an inverse
effect in the context of HFHS diet (Fig. 3E).

Eventually, we found that genes involved in intestinal glucose
transport and sensing such as Slc2a2 and SicSal (encoding the
proteins Glucose Transporter 2, GLUT2 and sodium-dependent
glucose cotransporter SGLT1, respectively) (Roder et al, 2014)
were expressed at similar levels between groups (data not shown).

3.4. Gene expression analysis of proteins involved in adipocyte
differentiation

As a next step, we analyzed genes related to adipogenesis
including Nric3 encoding peroxisome proliferator activated re-
ceptor (PPAR)y, a master regulator of adipocyte differentiation;
Fabp4 encoding Fatty Acid Binding Protein (FABP4), and Cidec
encoding Cell Death Inducing DFFA Like Effector C (CIDEC).
Importantly, the two different ATs studied herein responded
differently to nutritional stressors. While in scAT, Fabp4 and Cidec
mRNA levels were significantly enhanced in response to HFHS diet,
they remained unchanged in pgAT (Figs. 4A and 5A). Conversely,
Nr1c3 mRNA levels remained unchanged in scAT from HFO vs STO
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mice (Fig. 4A) but were significantly reduced in pgAT (Fig. 4A).
These distinct features were also observed for genes involved in TG
metabolism including Pnpla2 encoding Adipose Triglyceride Lipase
(ATCL); Lipe encoding Hormone-Sensitive Lipase (HSL); and Lpl
encoding Lipoprotein Lipase (LPL). While Pnpla2 mRNA levels
remained unchanged in scAT, they were strongly decreased after HF
feeding in pgAT (Figs. 4B and 5B). On the contrary, an enhanced
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expression of Lipe and Lpl was induced by the HFHS diet in scAT
while no change was observed in pgAT (Figs. 4B and 5B).
Pollutants also targeted scAT differently than pgAT. There was a
significantly enhanced expression of Cidec and Lipe and a trend to
an enhanced expression of Nric3, Fabp4 (P=0.07) and Lpl
(P=0.06) in scAT from STp mice as compared to STO mice (Fig. 4A
and B) but no significant effect was observed in a context of HFHS
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inflammatory markers (C). Values are means + SEM with n — 8 **'P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05.

diet. Conversely, the pollutant effects in pgAT were observed in a
context of HFHS diet with a significant decrease of Nric3 mRNA
levels in HFp versus HFO samples (Fig. 5A).

To complete the study, histological analyses were performed on
both subcutaneous and perigonadal ATs. Consistent with enhanced
fat pads and body weight (Fig. 1), adipocytes were of larger size in
response to the HFHS diet. However, there was no major difference
in the mean diameter of adipocytes of both fat pads in response to
exposure to the mixture of pollutants (Supplementary Fig. 3).

3.5. Gene expression analysis of inflammatory markers in adipocyte
tissues

It is well described that AT inflammation conveys insulin-
resistance (Ouchi et al., 2011). Pollutants have also been
described as pro-inflammatory in certain conditions (Rebourcet
et al., 2010; Kim et al., 2012; Magre et al., 2012; La Merrill et al.,
2013). We therefore examined the expression levels of genes
including Tnfw, II-1b and Ccl2 encoding major pro-inflammatory
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markers TNFz, interleukin 1 (IL1) i, and MCP1, respectively, as well
as 10 encoding an anti-inflammatory cytokine, interleukin 10.
Apart from l110 which expression levels did not change in response
to HFHS diet alone (Figs. 4C and 5C), most pro-inflammatory cy-
tokines had their expression significantly enhanced in both AT
samples from HFHS-fed mice consistent with the phenotype of
insulin resistance evidenced in this HFO group as compared to STO
group. lI-1f expression was the exception with a down-regulation
of its mRNA levels in pgAT samples of HFHS-fed mice (Fig. 5C).

Interestingly, as well as for adipogenesis and lipolysis markers,
pollutants had differential impact depending on AT depots. In a
standard diet context, the global impact was anti-inflammatory in
scAT samples with significant enhancement of I[[10 mRNA expres-
sion (Fig. 4C) and no impact on pro-inflammatory cytokines
(Fig. 4C). In HFHS-fed mice, the inflammatory state based on the
investigated studies remained unchanged by pollutant exposure in
scAT (Fig. 5C). Conversely, pollutants tended to reduce the pro-
inflammatory state in pgAT, although 10 expression remained
unchanged, with a significant and strong down-regulation of Ii1h
mRNA levels in response to pollutant exposure in ST-fed mice.
Contrary to the observed decrease in I11b expression after exposure
to HFHS diet in the absence of pollutant, the exposure to the
mixture in this HFHS context induced an increased expression of
this gene (Fig. 5C).

1195
3.6. Gene expression analysis of xenobiotic receptors

One way pollutants trigger metabolic disruption is through their
direct interaction with xenobiotic receptors and downstream acti-
vation of xenobiotic processing genes, among which cytochromes
P450 (CYPs) (Aleksunes and Klaassen, 2012), Therefore, a gene
expression analysis of the xenobiotic receptors was undertaken.
The expression of Ahr encoding the dioxin receptor AHR, could be
detected in all investigated tissues consistent with its ubiquitous
expression (Barouki et al,, 2012a). A HFHS effect on Ahr expression
was observed in jejunum, liver and scAT but not in pgAT with a
significant down-regulation of the Ahr mRNA levels (Fig. 6A). The
AHR target gene Cypla2 was also reduced at the mRNA levels in
liver (Fig. 6A) but could not be quantifiable in the jejunum and
adipose tissues (not shown). Expression of Nrli2 encoding Preg-
nane X Receptor (PXR) and Nrl1i2 encoding Constitutive Androstane
Receptor [CAR) was detected in jejunum and liver (Fig. 6B—C) but
not in ATs (not shown). Neither Nrii2 nor Nrii3 had their expres-
sion levels modified by nutritional stressors in liver. In contrast, the
expression of Nrli2 was significantly decreased in the jejunum
samples from HFHS-fed mice while Nr1i3 expression tended to
increase (P = 0.06) as compared to STO-fed mice (Fig. 6C).

Interestingly, a trend (P=0.06) for enhanced expression of
Nr1i3 was also detected in the jejunum of STp as compared to STO
mice, which is consistent with the significant augmentation of the
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Fig. 6. Effect of the HFHS diet and the mixture of pollutants on the expression of genes encoding xenobiotic receptors. Ahr and Cypla2 mRNA expression in liver; Ahr mRNA
expression in jejunum, scAT and pgAT (A). Nrli2 and Nrli3 mRNA expression and their respective target gene en liver (B) and jejunum (C). Values are means + SEM with n — 8.

TP < 0.001; P < 0.05.
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expression of Cyp3all, a PXR target gene (Fu et al, 2016). In
contrast, the HFHS diet induced a significant and robust decrease of
the expression levels of Cyp3all in jejunum and liver (Fig. 6B—C).
Results in liver are consistent with previous reports (Fromenty,
2013) although discrepancies still exist regarding the regulation
of Cyp3all expression in the liver of high-fat fed mice (Ning and
Jeong, 2017). Intriguingly, expression levels of Cyp2b10, a CAR
target gene (Aleksunes and Klaassen, 2012), was significantly
down-regulated in jejunum and up-regulated in liver from HFHS-
fed mice. Noteworthy, a significant down-regulation of the
expression of Cyp2b10 was observed in 5Tp versus 5T0 liver sam-
ples (Fig. 6B—C). No alteration of the expression of Ugtial, also a
CAR target gene, was noted between groups in jejunum and liver
(data not shown).

3.7. Gene expression analysis of estrogen and androgen receptors

To complete the study, we surveyed receptors for estrogen and
androgen because steroid hormones regulate energy metabolism
(Mauvais-Jarvis, 2011) and that the pollutants of the mixture have
been endowed with estrogeno-mimetic activities by interacting
either with steroid signaling or its signaling machinery (Casals-
Casas and Desvergne, 2011; Thayer et al., 2012). ERa, encoded by
the gene Esr1, is the main receptor in rodent liver (Gao et al., 2008).
The liver is also expressing the Androgen Receptor (AR, encoded by
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Nr3c4) (Lin et al, 2008). While the expression of Esr1 and Nr3c4 was
detected in the liver, these genes were not found expressed in the
jejunum (data not shown) contrary to Gperl encoding the G
Protein-Coupled Estrogen Receptor 30 (GPR30), a membrane es-
trogen receptor (Sharma et al., 2018). These 3 genes were expressed
in both scAT and pgAT (Fig. 7C and D). In response to the HFHS diet,
expression levels of Nr3c4 were significantly reduced in ATs but
augmented in liver. Esr1 expression levels were also altered by the
HFHS diet in liver and ATs, but only under pollutant exposure, with
a significant increase in liver (Fig. 7A) and a significant decrease in
ATs (Fig. 7C and D). Strongest effects were observed on Gper] mRNA
levels in ATs with 2.2 and 1.6-fold increases in scAT and pgAT,
respectively, while there was a significant decrease of 20% in
jejunum (Fig. 7B—D). Pollutant exposure in a standard diet context
resulted in a 1.5-fold increase of Esr1 mRNA levels (P < 0.01) in scAT
but not in pgAT or liver (Fig. 7). In jejunum, pollutants also induced
a downward trend (P = 0.07) in Gper1 expression, only in HFHS-fed
mice (Fig. 7B). Importantly, the ratio Esrl/Nr3c4 was significantly
up-regulated by pollutant exposure in the scAT of ST-fed mice but
remained unchanged in pgAT samples. A significant increase was
induced by the HFHS diet in scAT (Fig. 7C). In the liver, this ratio was
significantly reduced in response to the HFHS diet (HFO vs STO) and
a tendency to decrease (P = 0.05) was observed under pollutant
exposure in a standard diet context (Fig. 7A).

B. Jejunum
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Fig. 7. Effect of the HFHS diet and the mixture of pollutants on the expression of genes encoding estrogen and androgen receptors in liver {(A), jejunum (B), scAT (C) and pg AT (D).

Values are means + SEM with n = 8 ***P < 0.001; *P < 0.01; *P < 0.05.
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4. Discussion

The results of the present study indicate that exposure to a
mixture of low-dose pollutants for 15 weeks triggers metabolic
effects in male mice challenged from 5 wks onwards in the absence
of general toxicity and that the resulting effects depended on the
nutritional status, i.e., STor HFHS diet, thus extending previous data
of the laboratory (Naville et al., 2013, 2015; Labaronne et al,, 2017).
In addition, this study indicates, in an original way, that low-dosed
pollutant cocktail exposure elicited tissue-specific responses at
least at the gene expression mRNA level. Specifically, we herein
demonstrated that jejunum and adipose tissues were major targets
of xenobiotics in this one-generation experimental study and that
scAT responded differently to the pollutant mixture than pgAT.

The protocol used herein was adapted from the previously
described model (Naville et al., 2013, 2015; Labaronne et al., 2017)
in that mice were either fed a standard or a HFHS diet containing
the mixture of pollutants with treatments starting from the age of 5
weeks for a total duration of 15 weeks. As reviewed (Le
Magueresse-Battistoni et al, 2017), pollutants comprising the
used mixture were selected to approach a realistic scenario with
both persistent and non-persistent chemicals, all bearing
endocrine-disrupting activities and all of high concern for human
health for their suspected links with metabolic diseases (Alonso-
Magdalena et al., 2011; Casals-Casas and Desvergne, 2011; Gore
et al., 2015). Thus, this one-generation study allowed investi-
gating in males (females were not explored in this report) the
metabolic impact of the pollutant mixture in a standard and in a
HFHS diet context to better understand the individual and com-
bined contribution of both threats to the nowadays epidemics of
metabolic diseases. In addition to a thorough metabolic exploration
of male mice fed the high-fat high-sucrose diet, we investigated the
regulation of target gene expression in the liver, adipose tissues,
and the jejunum. Both liver and jejunum play major detoxifying
role and express the repertoire of xenobiotic processing genes
including xenobiotic receptors and related transcription factors as
well as phase [ and II metabolizing enzymes and transporters {Fu
et al., 2016). In addition, the small intestine is the first organ
directly in contact with the dietary nutrients and the contami-
nating chemicals.

Within this study, HFHS diet recapitulated metabolic disorders
linked to obesity and insulin resistance including dyslipidemia,
hyperglycemia, elevated plasma levels of insulin and leptin. Inter-
estingly, the metabolic impact was found more deleterious herein
than in the two-generation study with regards to insulin resistance
(Homa-IR) and leptin levels (Naville et al., 2013). There was also
impaired lipid homeostasis as evidenced through the oral lipid load
test and the findings of enhanced expression of several genes
encoding proteins involved in lipid transport andfor lipoprotein
synthesis in the jejunum, in fat uptake and lipogenesis favoring
steatosis in the liver. In addition, fat mass was largely increased
with an overall inflammatory profile in both ATs (apart from a
decreased I1b expression in pgAT) and augmented adipogenesis in
scAT. Curiously, jejunum has so far not been extensively investi-
gated in response to HFHS diet and several features, indicative of
alterations in jejunum homeostasis, could be originally described in
the present study. The anti-inflammatory cytokine Il10 gene
expression was severely down-regulated concurrently with the
decreased expression of genes encoding the estrogen receptor Gper,
the xenobiotic receptors Ahr and Nri1i2 as well as processing genes
Cyp3all and Cyp2b10. Additional work would help to resolve why
Nr1i2 and Nr1i3 mRNA levels did not change the same way in liver
and jejunum in response to HFHS diet along with their target genes,
Cyp3all and Cyp2b10. Namely, CYP3A11 is an important phase [
enzyme which catalyzes detoxification of a wide range of substrates

thus, in the long run, an inhibition of this enzyme, as observed in
both jejunum and liver, would be harmful consistent with reduced
metabolization of pharmacological drugs in obese patients
(Fromenty, 2013). Whether increased Cyp2bi10 mRNA levels will
compensate for the decreased Cyp3all expression in liver warrants
further study.

Interestingly, mice fed the HFHS diet in this experimental study
retained some metabolic adaptability as exemplified with the mild
hepatic phenotype (accumulation of TG with limited inflammation)
and unchanged FFA levels restricting lipotoxicity. The upregulation
of genes encoding inhibitors of lipoprotein activity in liver and
jejunum and the down-regulation of a LPL activator in liver may
have also contributed to this phenotype. In addition, gene expres-
sion studies suggested restrained hypercholesterolemia through a
reduced expression of Npcill which encoding protein transports
cholesterol in jejunum and of genes encoding protein involved in
liver cholesterol synthesis (Hmgcr, Cyp51) coupled to its enhanced
metabolization (Cyp7al) in biliary acids. Importantly, AT depots
responded differently to the HFHS diet with regards to inflamma-
tion, adipocyte differentiation, Ahr expression as well as estrogen
and androgen receptors. Because it is known that estrogens favor
subcutaneous over visceral fat (Mauvais-Jarvis, 2011), it would be of
interest to determine if the relative limitation of the metabolic
disorders observed in male mice fed the HFHS diet, particularly
concerning the fasting plasma glucose, could not be linked to the
enhanced ratio of Esr1/Nr3cd found in the scAT.

Analysis of the metabolic impact of a chronic exposure to the
mixture of pollutants revealed that effects were more marked in ST
than in HFHS-fed mice. A major difference with the HFHS threat
consisted in the lack of any effect of pollutants on body weight
which is consistent with our previous data using the same mixture
of pollutants (Naville et al., 2013, 2015; Labaronne et al., 2017). In
addition and contrasting with previous published data using the
chemicals present in the mixture but tested individually and at
higher doses (Wahlang et al., 2013; Wei et al, 2014; Duval et al,,
2017; Heindel et al,, 2017), the pollutant cocktail did not trigger
hepatic TG accumulation nor was the HFHS-induced TG accumu-
lation exacerbated in the pollutant-exposed mice. Discrepancies
may be due to a different diet composition, differences in the
experimental chemical doses, the strain species and the period of
exposure to the pollutants which excluded in the present study the
highly vulnerable maternal period (Barouki et al,, 2012b). However,
one remarkable effect was the alteration of the post-prandial
plasma TG (in response to an oral lipid load) in ST-fed pollutant-
exposed males while glucose absorption was not affected. Post-
prandial TG levels result from intestinal TG secretion and clear-
ance which depend on expression levels of several binding proteins
and apolipoproteins (Drover et al., 2005; Petit et al., 2007). Inter-
estingly, the significant increase of blood TG clearance in STp vs STO
mice is consistent with the decrease in the 6h-fasting plasma TG. In
addition, the concomitant decrease in Apoc3 gene expression in the
jejunum might suggest a higher efficiency of TG clearance by LPL
(Petit et al,, 2007). The reduced plasma TG levels associated with
the trend to decreased FFA levels induced by the pollutants in a ST
context were also indicative of changes in lipid metabolism.

Regarding gene expression analysis of xenobiotic receptors, a
trend for an elevation of Nrli3 expression and a significant
enhancement in Cyp3a11 mRNA levels were shown in jejunum of
STp vs STO mice, but not in liver, again documenting that jejunum is
highly responsive to its environment. The meaning of the signifi-
cant decrease of Cyp2bI0 expression in liver, an enzyme which
regulation is dependent on estrogens (Yamada et al., 2002 ) could be
linked to estrogen signaling impairment in response to pollutant
exposure. Moreover, metabolic tissues express estrogen andfor
androgen receptors and there was a significant increase of the ratio
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of Esr1 to Nr3c4 mRNA levels in scAT from STp vs STO mice, and a
trend to a decrease of this same ratio in liver, all indicative of
changes in the estrogen signaling in these tissues. Additionally, it is
possible that the enhanced ratio of adiponectin to leptin that we
observed in the STp male mice and which suggests a better insulin
sensitivity was linked to the estrogen signaling changes in adipose
tissues as adiponectin and leptin are synthesized by these tissues.

There were other features in addition to the effect of pollutants
on plasma TG and on the ratio of adiponectin to leptin which were
the opposite of the effect induced by the HFHS diet, such as the
findings of reduced levels of lI-1§ mRNA levels in pgAT, Apoc3 in
jejunum, Cyp2b10 in liver as well as enhanced I110 expression in
scAT and of Cyp3all in jejunum, all from STp vs STO mice. However,
not all of the pollutant effects were opposite to those observed in
response to the HFHS diet. Interestingly, we observed effects
mimicking HFHS-induced metabolic disorders in the scAT. For
example, there were enhanced expressions of genes encoding
markers of lipolysis and adipogenesis suggesting higher differen-
tiation of subcutaneous adipocytes. Collectively, and in line with a
recently proposed hypothesis of an estrogeno-mimetic effect of the
pollutant mixture (Julien et al., 2018), our data could suggest that
the pollutant-induced changes of estrogen signaling may favor
subcutaneous over visceral fat as described in males fed the HFHS
diet (this study) or injected with estradiol E2 (Clegg et al., 2006),
resulting in the “feminization” of the fat deposition. Whether, such
“feminization” will explain all of the changes described in STp fed
mice will warrant further studies.

Another finding of the present study is that, according to the
diet, the effects of the pollutants were either to alleviate or to
aggravate metabolic features. Indeed, exposure of HFHS-fed mice to
the pollutant mixture could aggravate some of the effects of the
HFHS alone such as the increased weight of the pgAT depot and the
slight but not significant enhancement of plasma leptin levels.
There were also significant spotted impacts on gene expression in
jejunum and pgAT. Specifically, the increased (Mttp) or decreased
(Gperl and 5lc27a4) expressions in jejunum were only observed in
HFHS-fed pollutant exposed mice not in absence of pollutant. As
well, pollutants induced a strong significant increase of [110
expression in jejunum in the HFHS context (the reverse effect being
observed in ST-fed pollutant exposed mice). In this HFHS context,
pollutants were capable to decrease Nric3 and increase ll1b
expression in pgAT only, thus amplifying the impact of the HFHS
diet.

These data obtained from post-weaning studies induced meta-
bolic changes somehow different from the previous two-
generation study in which male adult offspring showed reduced
hepatic cholesterol levels and alteration of cholesterol metabolism
in response to the HFHS diet-containing pollutants. If comparing
the one- (this study) and two-generation (Naville et al,, 2013)
studies on the various endpoints monitored, cholesterol meta-
bolism does not appear to be a major pollutant target in the present
study apart from Cyp7al enhancement. Discrepancies do not seem
to rely to the difference in pollutant dosage between the two
experimental protocols, Because we previously demonstrated that
the low-dose pollutant mixture could trigger metabolic distur-
bances leading to common and specific features as compared to a
HFHS diet {Labaronne et al., 2017), it may be considered that some
effects of the pollutants could be masked by the more pronounced
effect of the HFHS diet in this study regarding body weight and
markers of insulin resistance (HOMA-IR, leptin levels) than in the
two-generation study (Naville et al., 2013). Thus, a more likely
explanation for differences in metabolic outcome in HFHS-fed
pollutant exposed mice could be in line with the Developmental
Origin of Health and Disease (DOHaD) concept (Barker et al., 2002;
Suzuki, 2018). This concept proposes that part of adult diseases

finds their origins during fetal life which is a highly vulnerable
period of time specifically with regards to pollutant exposure
(Barker et al,, 2002; Barouki et al., 2012b; Le Magueresse-Battistoni
et al., 2016).

In conclusion, the present study underlines that the threat
posed by a Western-style diet relates to the fat and sugar content
but that pollutants which contaminate food are also part of the
equation. In addition to evidences for metabolic deleterious effects
of the HFHS diet in line with obesity associated metabolic features
and insulin resistance, we demonstrated, at least at the mRNA
expression level that metabolic tissues responded in a tissue-
specific way to the cocktail of pollutants and that the greatest
metabolic impact of pollutants was evidenced in standard nutri-
tional conditions in this one-generation study. Importantly,
jejunum was highly sensitive with regards to xenobiotic receptors
and lipolysis and AT depots responded differently to both nutri-
tional stressors. Moreover, the impact of pollutants was found to
mimic or oppose the HFHS effects in a manner depending on
nutritional conditions and on the metabolic tissue considered.
Collectively and although pollutants in the mixture have not been
tested individually, we here reinforce previous observations (Le
Magueresse-Battistoni et al, 2017) that the resulting effect of a
mixture of low dosed pollutants cannot be derived from the ex-
pected effect of one chemical at a time based on its dosage and this
is raising important implications in terms of recommendations for
food market security.
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Supplementary Tables

Supplementary Table 1: References doses of the pollutants present in the

mixture and doses used in the diets (all per kg and per day).

Pollutants in
the mixture PCB153 BPA TCDD DEHP
NOAEL 40ug 5mg 2ng 5mg
TDI 20ng 4ug 1-4pg 50ug
doses used 200ng 40ug 20pg 500ug

Supplementary Table 2: List of the primers used in RT-qPCR

sequences: 51

gene reference sense antisensa
Abgat MM_013454 CAG-GAG-GTG-ATG-TTT-CTG-ACC-A [TTG-GCT-GTT-CTC-CAT-GAAGGT-C
Abcgs M_031804 [AGC-CTC-GCT-CTG-AGC-TCT-TC [TTC-AGG-ACA-GGG-GTAACC-AC
Abcg8 NM_G26 180N _001 288005 [AGC-CTC-GCT-CTG-ACATCT-TC GTC-AAG-TCC-ACG-TAG-AAG-TC
Acaca NM_022193 GAG-CAA-GGG-ATA-AGT-TTG-AG [AGG-TGC-ATC-TTG-TGA-TTA-GC
Ahr NW_013484.4 [TCA-TCT-GGT-TTC-CTG-GCA-ATG-RAT [ATA-AGC-TGC-CCT-TTG-GCATC
Angpdd MNM_020531 GA-CCT-TAACTG-TGC-CAA-GAG [AAG-TCACTG-TCT-TCT-TAG-GC
Apoas MM_030434 [AGA-GCC-TCT-GGG-ACT-ACT-TC GTC-CCA-GCT-TTT-CTA-GGT-AA
Apoe3 | NM_001230755:NM_D01220758:NM_023114:NM_001220223 | GCT-AAG-TAG-CGT-GCA-GGA-GT [TCC-TCA-GGG-TTA-GAA-TCC-CA
Cei2 MM_011333 TGG-AGC-ATC-CAC-GTG-TTG-GC [ACT-ACA-GCT-TCT-TTG-GGA-CA
Cd3§ MM _001150558.1 [ AAG-ATC-CAR-AAC-TGT-CTG-TA GTC-CTG-GCT-GTG-TTT-GGA-GG
Cidec NM_173373;NM_001201285 [TGG-CAC-AAT-CGT-GGA-GAC-AG [AGA-GGG-TTG-CCT-TCA-CGT-TC
Cptia NM_001278;NM_001031847 TAC-AAC-AGG TGG-TTT-GAC-A GGC-TGT-CAATGG-ACATGACG
Cypla? MM_008993 [TCA-TCC-TGG-AGA-TCT-ACC-GA TGACCT-GCC-ACT-GGT-TTATG
Cypsi NM_020010 [AGT-GCC-TGG-ATG-GGC-TTC-TT GGA-GGC-CTC-AGT-CTT-AGT-GT
Cyp3ali NM_007213 [ACG-CCT-CTC-CTT-GCT-GTC-ACC [TTG-CCT-TCT-GCC-TCA-AGT-AC
CypTal NW_007824.2 TAC-AGA-GTG-CTG-GCC-AAG-AG [AGT-GAA-GTC-CTC-CTT-AGC-TG
Cyp2b10 MA_009999 [TTC-TGC-CCT-TCT-CAA-CAG-GA CCT-TAG-GAG-CAA-CAT-GGC-TT
Esrl NI_D0D1 25 MM _001122740;NM_001122741:NM_DD1122742 (TGT-TTG-CTC-CTA-ACT-TGC-TC CCT-TCT-CTT-CCA-GAG-ACT-TC
Fabpi MA_017300 [TGC-GAA-CTG-GAG-ACC-ATG-AC CCA-ATG-TCA-TGG-TAT-TGG-TG
Fabpd NM_024408 CAG-AAG-TGG-GAT-GGA-AAG-TCG CGA-CTG-ACT-ATT-GTA-GTG-TTT-GA
Gor2 MM_010325 [ATG-GTG-AAG-GAT-GCC-TGG [TTC-ATC-CGC-ATC-TTT-GCAGAC-C
Gperl HM_0297 71 [AGC-TGA-TCA-GAT-LTA-GGG-AG GTC-CTG-GGA-GCC-TGT-TAG-TC
Gush NI_010388 CTT-CAT-GAC-GAA-CCA-GTC-AC GCA-ATC-CTC-CAG-TAT-CTC-TC
Hmger NM_008255 CCG-GCC-TGT-GTG-TCG-CTG-GT CCA-GCG-ACT-ATG-AGC-GTG-AA
Hprr NM_013558 [TTG-CTG-ACC-TGC-TGG-ATT-AC [AGT-TGAG-AGA-TCATCT-CCA-C
Wb MM_008361 [ACT-GTT-CCT-GAA-CTC-AAC-TG CTT-GTT-GAT-GTG-CTG-CTG-CG
L3 MM_0311688 [AGT-TGC-CTT-CTT-GGG-ACT-GAT [TCC-ACG-ATT-TCC-CAG-AGA-AC
o MM_010542 CAG-GGC-CCT-TTG-CTA-TGG-TG CGG-CTG-GGG-GAT-GAC-AGT-AG
Lipe NW_001030507.MM_010718 GTG-TGT-CAG-TGC-CTA-TTC-AG GTC-AGC-TTC-TTC-AAG-GTATC
Lpi NM_008509 GGT-COA-AGC-ATT-GGA-ATC-CAG [TAG-GGC-ATC-TGA-GAA-CGAGTC
Mup NM_003642,NM_001183457 GGA-GAAGTA-ACC-TGA-ACA-TC (ACA-GGT-CTG-AGC-TGA-ACATC
Npcfit NM_207242 GCT-AGC-AGC-CAR-CAT-CAC-AG CAG-TAG-GAG-GTA-GCA-GAC-CA
Nricl MAA_011144; NM_001113418.1 [AAG-GGC-TTC-TTT-CGG-CGA-AC GTT-CAT-GTT-GAA-GTT-CTT-CAG
Nrie? NM_001127330,MM_011145 [TCT-CTC-CGT-AAT-GGA-AGA-CC GCA-TTA-TGA-GAC-ATC-CCC-AC
Nr3cd MM_013478.3 [AGA-AGA-CCT-GCC-TGATCT-G GCT-GGC-ACATAG-ATACTT-CTG
Nrih2 MNM_013239 CCG-GGAAGA-CTT-TGC-CAR-AGC GGA-GCT-GGT-CCT-GCA-CGT-TG
Nrii2 Nh_010838.3 [AGG-AGG-AGT-ATG-TGC-TGA-TG CTT-CAG-GAA-CAG-GAA-CCT-GTG
Nr1id NM_0D1242063;NM_0012423062;NM_0082802 GTC-CCATCT-GTC-CGT-TTG-C [AGG-GCT-TCT-GAC-AGT-ATC
Prpla2 MM_DZ5502, Nk _001183889 [TCA-TC-CAG-GCC-AAT-CTC-TGC [TGG-ATG-TTG-GTG-GAG-CTG-TC
Sarib NM_025535 [ATT-GCT-GGC-ATG-ACG-TTT-AC [TGC-CAT-TGA-TAG-CAG-GAA-GG
Sedi MM_008127 GAT-ACA-CTC-TGG-TGC-TCA-AC [AAC-GTG-GTG-AAG-TTG-ATG-TG
Sle2a2 M_031197 [TGG-GTA-CTC-TTC-ACC-AAC-TG [AGG-ATG-TGC-CAA-TGA-TCC-TG
Slesal MM_018310 GCT-CCT-TGA-CCT-CCA-TCT-TC CAG-GCA-ATG-CTG-ATG-CCA-AT
Sic27ad MAA_011020 GAC-ACC-TCA-AAG-GCA-CGA-GC GAG-GG-TCC-AGA-TGC-TCT-GTG
Srebfl MNM_0114230 [ACG-GAG-CCA-TGG-ATT-GCA-CA [AAG-GGT-GCA-GGT-GTC-ACC-TT
Tnfa NM_013893 CCA-GAC-CCT-CAC-ACT-CAG-ATC CAC-TTG-GTG-GTT-TGC-TAC-GAC
Thp MNM_013834 TGG-TGT-GCA-CAG-GAG-CCA-AG [TTC-ACA-TCA-CAG-CTC-CCC-AC
Ugriaf NM_201845 GCA-TCT-ATC-TGG-CTG-ATG-AG CAG-AGG-CGT-TGA-CAT-AGG
Vion1 NM_011704 CTG-AAG-TGT-TGC-TGA-GTG-AG GAT-GCC-CAG-TCC-TTC-CCATA

196



total cholesterol {mg/ml)

HOMA-IR

Body weight (g)

Supplementary Figures

Body weight (0-15 wK)

plasma xylose (mM}

3 [ 9 12 15
weeks of diet

Xylose test

—— STO

=== 5Tp
e HF O

20 40 60

Time {min)

Plasma Cholesterol

choleseérol esters (mg/ml)
P

0.5 -
S§TO STp 2
HOMA-IR F
5
60 -
xK L
E 4
@
£ 304
£
B

=]

'

N

=

STO STp HFO HFp

20 4

80 100 120

ST0 STp

STO STp

ke

HF0 HFp

Plasma leptin

HFO  HFp

total cholesterol {pgimg liver)

adiponectin (pg/ml)

c

Glucose Tolerance Test

Moo
o S

M
-]

-
H

o

Blood glucose (nmol/L)
.

=

15 30 45 60 75 90
Time {min)

=

Hepatic cholesterol
30 4

25 |

20
15 4
1.0
0.5 -

0.0

ST0 STp

HF0 HFp

Plasma adiponectin

ST0 STp

HFO HFp

Supplementary Figure 1: (A) Body weight measured along the 15 weeks of diet (B/C) Tests
performed after 13 wks of diet (Xylose absorption test) and after 14 wks of diet (Glucose
tolerance test) (D) Plasma total cholesterol and cholesteryl esters and hepatic total cholesterol
(E) HOMA-IR calculated from blood glucose and plasma insulin measurements.

Values are means + SEM with n=8. ***P<0,001; ** P<0.01, *P<0.05

(F) Plasma measurement of leptin and adiponectin by ELISA. Results are expressed as means
+ SEM. Significant differences were assessed after One-way ANOVA followed by
Bonferroni post-hoc test for leptin and overall HFHS effect by Two-way ANOVA using
Bonferroni as post-hoc test for adiponectin. (*** P<0.001)
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Supplementary Figure 2: Plasma measurement of Alanine Aminostransferase (ALT) and
Aspartate Aminotransferase activities.
Values are means + SEM with n=8.
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Supplementary Figure 3: Representative laminin immunostaining of paraffin section of
adipose tissues obtained from mice fed standard diet without (STO) or with the pollutant
mixture (STp), and mice fed high fat high sucrose diet without (HF0) or with the pollutant
mixture (HFp). Adipose tissue acquisition is represented for subcutaneous (scAT) and
perigonadal (pgAT) depots using objective x10. Scale bar=100pum. For adipocyte area
measurement, at least 150 adipocytes for each sample were considered. Image analyses were
performed with ImageJ software. Values are means + SEM with n=3. When n=2, the value is
the aryhtmetic mean.
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22¢ Journée scientifique de PEDISS — Villeurbanne, France (12/10/2017)

L’administration chronique d’un mélange de perturbateurs endocriniens a faible dose
améliore le métabolisme des souris femelles en situation de déficience en cestrogénes.

Benoit Julien, Claudie Pinteur, Nathalie Vega, Emmanuel Labaronne, Hubert Vidal, Danielle Naville, Brigitte Le
Magueresse-Battistoni

Univ-Lyon, laboratoire CarMeN, INSERM U1060, INRA U1397, Université Claude Bernard Lyonl, INSA
Lyon, faculté de médecine Charles Mérieux, F-69600 Oullins, France

Les perturbateurs endocriniens (PE), de par leur capacité & mimer ou bloquer I’action des
hormones, sont fortement suspectés dans 1'étiologie de 1'obésité et des troubles métaboliques
associés. Précédemment, nous avions émis l'hypothese qu'un mélange de 4 PE (TCDD,
PCB153, DEHP et BPA) faiblement dosés pouvait induire des activités estrogéno-mimétiques
dans un modele d’exposition chronique chez la souris femelle. Sachant que les cestrogénes
exercent des effets protecteurs contre les troubles métaboliques, nous supposons que
I'exposition aux PE devrait atténuer les effets métaboliques délétéres induits par une
déficience en cestrogénes. Pour confirmer cette hypothése, des souris femelles C57BL6/J ont
été exposées, depuis le stade in utero jusqu’a 12 semaines de vie, a un régime enrichi en
lipides et en sucrose contenant ou non les polluants. A 5 semaines les souris ont subi une
chirurgie avec ou sans ablation des ovaires. La prise alimentaire a ét¢ mesurée toute les
semaines et un test de tolérance au glucose a été réalisé¢ aprés 16h de jeline. Le sang a été
recueilli pour effectuer des analyses biochimiques et les ARN ont été extraits du foie et du
tissu adipeux puis analysés par RT-qPCR. Nos résultats montrent que I’exposition aux PE sur
les souris ovariectomisées entraine une amélioration de certains parametres métaboliques,
avec une réduction de l'intolérance au glucose et de la résistance a l'insuline, une diminution
du taux plasmatique de triglycérides, une augmentation de 1’expression d’Esrl (géne codant
pour le récepteur alpha aux cestrogenes) dans le foie et une diminution de I'expression de la
chimiokine MCP-1 / CCL2 dans le tissu adipeux. En conclusion, I’ensemble de ces
observations suggere une activité estrogéno-mimétique des PE contribuant a I’amélioration du
profil métabolique des souris dans des conditions de déficience en cestrogénes.
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Metabolic effects of a mixture of low-dose pollutants in a mouse model of estrogen
deficiency

B. Julien, C. Pinteur, N. Vega, E. Labaronne, H. Vidal, D. Naville, B. Le Magueresse-Battistoni ;

CarMeN laboratory, Inserm U1060, INRA U1397, Université Claude Bernard Lyon 1, Charles Mérieux Medical
School, Oullins, France

Keywords: Environmental pollutants ; ovariectomy; estrogeno-mimetic; glucose tolerance ; fasting insulin

Background and aims: Solid evidences have demonstrated that environmental pollutants contribute
to the etiology of obesity and related metabolic disorders. Using a model of lifelong exposure to a
mixture of low-dose pollutants, we recently observed aggravation of glucose intolerance and hepatic
insulin resistance of adult females but not of males fed a high-fat high-sucrose diet (HFSD).
Conversely, lifelong exposure to the pollutant mixture induced alleviation of glucose intolerance and
enhanced insulin sensitivity of immature female mice also HFSD-fed (all occurring in the absence of
body weight changes). Thus, we hypothesized that the mixture of pollutants may induce estrogeno-
mimetic activities. Indeed, it is well established that estrogens protect females against metabolic
disorders at physiological levels but that insulin resistance develops following overstimulation of
estrogen receptors or in conditions of estrogen deficiency. To further validate the hypothesis, we
evaluated if the mixture of pollutants could alleviate the deleterious metabolic effects induced by
ovariectomy.

Materials and methods: All procedures were performed with the approval of the Regional
Committee of Ethics for Animal Experiments. C57BL/6J female mice were exposed from
preconception until adulthood to a HFSD containing (HFp) or not (HF0) a mixture of persistent
organic (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, polychlorinated biphenyl 153) and short-lived
(bisphenol A, diethylhexyl phtalate) pollutants, each used in the range of its tolerable daily intake
reference dose. At 5 weeks of age, mice underwent ovariectomy (OVX) or were sham-operated,
generating a total of 4 groups (HF0-sham/HF0-OVX/HFp-sham/HFp-OVX). Weight and food intake
were weekly recorded. Several blood parameters, glucose tolerance, plasma lipids and hepatic
expression of estrogen receptor a (Esrl) were measured.

Results: OVX resulted in body weight increase with no modification of food intake. Mice fed HFSD
showed glucose intolerance and high plasma insulin levels which worsened in OVX mice. Pollutant
exposure did not impact body weight, food intake or plasma insulin levels. However, it resulted in a
decrease in plasma triglyceride level (0.71+£0.019 mM vs 0.83+0.033 mM; p=0.008) and improvement
of glucose tolerance in OVX females. In addition, fasting plasma insulin levels measured at the peak
of response after the injection of glucose during the GTT (i.e. 15 minutes) were 1.6-fold higher in
HFp-OVX mice than in HFO-OVX mice. This effect was not observed with sham mice. Thus, and
although the pvalue=0.06, it may explain alleviation of glucose tolerance by pollutants in OVX
conditions. Furthermore, in HFp-OVX mice, the mixture of pollutants led to a 1.4-fold increase in the
expression of Esrl gene (p=0.038) as compared to non-exposed mice that underwent OVX.

Conclusion: Collectively, these results illustrate the cocktail effect resulting from exposure to a
mixture of environmental pollutants, each used at a dose supposedly without effect. Consistently with
our working hypothesis on the estrogeno-mimetic activity of the mixture of pollutants, we observed
beneficial metabolic effects of the pollutant mixture in conditions of estrogen deficiency. Because of
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the very low doses of pollutants used in mixture, these findings may have strong implications in terms
of understanding the potential role of environmental contaminants in the development of metabolic
diseases.
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Metabolic effects of a mixture of low-dose pollutants in a mouse model of estrogen
deficiency

Author Block: B. Julien, C. Pinteur, N. Vega, E. Labaronne, H. Vidal, D. Naville, B. Le
Magueresse-Battistoni;
CarMeN laboratory, Inserm U1060, INRA U397, Université Claude Bernard Lyon 1, Charles
Mérieux Medical Schaaol, Oullins, France.

Abstract:

Background and alms: Solid evidences have demonstrated that environmental pollutants
contribute to the etiology of obesity and related metabolic disorders. Using a model of
lifelong exposure to a mixture of low-dose pollutants, we recently abserved aggravation of
alucose intolerance and hepatic insulin resistance of adult females but not of males fed a
high-fat high-sucrose diet (HFSD). Conversely, lifelong exposure to the pollutant mixture
induced alleviation of glucose intolerance and enhanced insulin sensitivity of immature
fermale mice also HFSD-fed (all occurring in the absence of body weight changes). Thus,
we hypothesized trat the mixture of pollutants may induce estrogeno-mimetic activities.
Indeed, it is well established that estrogens protect females against metabolic disorders at
physiological levsls but that insulin resistance develops following overstimulation of
estrogen receptors or in conditions of estrogen deficiency. To further validate our
hypothesis, we avaluated if the mixture of pollutants could reduce the deleterious
metabolic effects induced by ovariectomy.

Materials and methods: This study has been carried out along the "Principles of laboratory
animal care” (NIH Publication no. 85-23, revised 1985). C57BL/6J female mice were
exposed from precanception until adulthood to a HFSD containing (HFp) or not (HFO) a
mixture of persistent organic (TCDD, PCB 153) and short-lived (BPA, DEHP) pollutants,
each used in the range of its tolerable daily intake reference dose. At 5 weeks of age, mice
underwent ovariectomy (OVX) or were sham-operated, generating a total of 4 groups
(HFO-sham/HF 0-OVX/HF p-sham/HF p-OVX). Weight and food intake were weekly
recorded. Several blood parameters, glucose tolerance, plasma lipids and hepatic
expression of estrogen receptor a (Esrl) were measured.

Results: OVX resuled in body weight increase with no modification of food intake. Mice
fed HFSD showed alucose intolerance and high plasma insulin levels which worsened in
OVX mice. Pollutart exposure did not impact body weight, food intake or plasma insulin
levels. However, it resulted in a decrease in plasma triglyceride level (0.7120.019 mM vs
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0.8310.033 mM; 9=0.008) and improvement of glucose tolerance in OVX females. In
addition, fasting plasma insulin levels measured at the peak of response after the injection
of glucose during the GTT (i.e. 15 minutes) were 1.6-fold higher in HFp-OVX mice than in
HFO-OVX mice. This effect was not observed with sham mice, Thus, and although the
pvalue=0.06, it may explain alleviation of glucose tolerance by pollutants in OVX
conditions. Furthermore, in HFp-OVX mice, the mixture of poliutants led to a 1.4-fold
increase in the expression of Esrl gene (p=0.038) as compared to non-exposed mice that
underwent OVX,

Conclusion: Collect vely, these results illustrate the cocktail effect resulting from exposure
to a mixture of environmental pollutants, each used at a dose supposedly without effect.
Consistently with oLr working hypothesis on the estrogeno-mimetic activity of the mixture
of pollutants, we observed beneficial metabolic effects of the pollutant mixture in
conditions of estrogen deficiency. Because of the very low doses of pollutants used In
mixture, these fiadings may have strong implications in terms of understanding the

potential role of erwironmental contaminants in the development of metabolic diseases.

-
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' Metabolic effects of a mixture of low-dose
pnllutants in a mouse model of estrogen deficiency
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Impacts métaboliques d’un mélange de perturbateurs endocriniens dans un modéele de
souris ovariectomisées.

B. Julien, C. Pinteur, E. Labaronne, N. Vega, H. Vidal, D. Naville, B. Le Magueresse-Battistoni.

Introduction : Des études expérimentales solides montrent que les polluants seraient des facteurs
étiologiques de 1’épidémie d’obésité et des complications métaboliques associées. Nous avons montré
qu’un mélange faiblement dosé de polluants de 1I’environnement perturbait le statut métabolique des
souris exposées. En particulier, chez les femelles matures, on observe une aggravation de
I’intolérance au glucose possiblement liée a une baisse de 1’effet métabolique protecteur des
cestrogénes. Comme certains polluants ont été décrits comme « cestrogéno-mimétiques », nous avons
développé un modele de souris ovariectomisées exposées ou non au melange de polluants afin de
mieux caractériser le potentiel cestrogéno-mimétique de ce mélange.

Matériels et méthodes : Le modéle expérimental développé est un modele d’exposition chronique a
un cocktail de 4 polluants (dioxine, PCB 153, Bisphénol A et phtalate) individuellement capables de
perturbations métaboliques, largement présents dans l'alimentation et a large spectre d'action. Les
doses utilisées pour chacun des 4 polluants sont de 1’ordre de la dose journaliére tolérable (DJT) c’est-
a-dire la dose supposée sans effet adverse chez I’homme. Les polluants sont introduits dans une
alimentation riche en gras et en saccharose. Celle-ci débute chez la mére avant I’accouplement et se
poursuit jusqu’au stade adulte de la descendance. A 5 semaines d’age, les souris sont réparties en 4
groupes apres avoir subi (OVX) ou non (sham) une ovariectomie (+ polluants + OVX). Le statut
métabolique, le poids et la prise alimentaire sont étudiés sur ces femelles.

Résultats : Apres ovariectomie, le poids corporel des souris augmente sans modification de la prise
alimentaire. Les souris étant sous régime gras-sucré, elles présentent une intolérance au glucose et une
hyperinsulinémie qui sont aggravées aprés ovariectomie. L’exposition aux polluants chez les souris
OVX se traduit par une diminution des triglycérides plasmatiques et une amélioration de 1’intolérance
au glucose sans modification du poids corporel ou de la prise alimentaire. A jeun, ces souris (OVX +
polluants) ont une insulinémie diminuée sans modification de leur sensibilit¢ a 1’insuline en
comparaison des souris ovariectomisées non exposées. Chez les souris OVX, le mélange des polluants
entraine une augmentation significative de I’expression du récepteur alpha des estrogenes (récepteur
aux estrogenes majoritaire dans le foie) en comparaison des souris ovariectomisées non exposées.

Conclusion : Ces résultats illustrent qu’un mélange de polluants chacun a des doses supposées sans
effet est capable d’altérer le statut métabolique des souris exposées (effet cocktail). En condition
d’ovariectomie (taux plasmatiques d’cestrogénes fortement diminués), les premiers résultats présentés
ici suggerent un effet cestrogéno-mimétique du mélange. Ceci se traduit par une amélioration de la
tolérance au glucose et une augmentation de I’expression génique du récepteur alpha des cestrogenes,
parametres négativement impactés chez les souris matures exposées non opérées, présentant des taux
d’cestrogénes normaux de souris adultes. Les effets des polluants sur le métabolisme dépendent ainsi
du contexte hormonal des souris femelles.
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Impacts métaboliques d’un mélange de perturbateurs endocriniens dans un modele de
souris ovariectomisées.

Auteurs : B. Julien, C. Pinteur, E. Labaronne, N. Vega, H. Vidal, D. Naville, B. Le Magueresse-Battistoni.

Introduction : D’aprés ’organisation mondiale de la santé, les perturbateurs endocriniens
(PE) sont définis comme : « des substances ou un mélange exogene, possédant des propriétés
susceptibles d’induire une perturbation endocrinienne dans un organisme intact, chez ses
descendants ou au sein de (sous)-populations». Si les PE affectent la reproduction, des études
expérimentales récentes dont celles du laboratoire montrent que les polluants pourraient étre
aussi des facteurs étiologiques de 1’épidémie d’obésité et des complications métaboliques
associées (diabéte). Au laboratoire, nous avons montré qu’un mélange de PE a faibles doses
perturbait le statut métabolique des souris exposées, et que cet effet dépendait du sexe. Alors
que chez les males c’est la voie de biosynthése du cholestérol qui est ciblée, chez les femelles
on observe une aggravation de I’intolérance au glucose possiblement liée a une baisse de
I’effet métabolique protecteur des cestrogénes. En effet, ’expression de plusieurs geénes
hépatiques impliqués dans le métabolisme des cestrogenes est altérée. Comme certains PE
sont dits « cestrogéno-mimétiques », nous avons développé un modéle de souris
ovariectomisées exposées ou non au mélange de PE afin de mieux caractériser le potentiel
cestrogénique de ce mélange.

Matériels et méthodes : Des souris femelles C57B16/J sont exposées (ou non) a un mélange
de 4 polluants (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine, PCB153, diethylhexyl-phthalate,
BisphenolA) faiblement dosés. Aprés accouplement, la descendance est nourrie avec le méme
régime que la mere, du sevrage jusqu’a 12 semaines. A 5 semaines d’age, les souris sont
réparties en 4 groupes apres avoir subi (OVX) ou non (sham) une ovariectomie (£ polluants +
OVX). Le statut métabolique, le poids et la prise alimentaire sont étudiés sur ces femelles.

Résultats : Apres ovariectomie, le poids corporel des souris augmente sans modification de la
prise alimentaire. Cela s’accompagne d’une aggravation de 1’intolérance au glucose.
L’exposition aux polluants chez les souris OVX se traduit par une diminution de la
triglycéridémie et une amélioration de I’intolérance au glucose. A jeun, ces souris (OVX +
polluants) ont une insulinémie diminuée sans modification de leur sensibilité¢ a I’insuline en
comparaison des souris ovariectomisées non exposées.

Conclusion : Ces résultats suggerent un effet cestrogéno-mimétique du mélange de PE qui est
favorable au statut métabolique des souris OVX aux doses faibles utilisées. Ils mettent
également bien en évidence la complexité de ’effet PE.
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Impacts métaboliques d’'un mélange de perturbateurs
endocriniens dans un modeéle de souris ovariectomisées.

Benoit Julien, Claudie Pinteur, Emmanuel Labaronne, Nathalie Vega, Hubert Vidal, Danielle
Naville, Brigitte Le Magueresse Battistoni

Univ-Lyon, laboratoire CarMeN, Inserm U1060, INRA U1397, Université Claude Bernard Lyon 1, INSA
Lyon, Faculté de médecine Charles Mérieux, F-69600, Oullins, France
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Low-dose pollutants in mixture trigger metabolic effects common and distinct from
cestradiol-176 (E2) replacement in ovariectomized female mice

Benoit Julien, Claudie Pinteur, Nathalie Vega, Hubert Vidal, Danielle Naville and Brigitte Le Magueresse-
Battistoni,
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Introduction: Populations vulnerable because of hormonal deficits, such as post-menopausal women,
may be at particular risk when exposed to chemicals especially those endowed with endocrine
disrupting activities. To gain further insight, we took advantage of a recently set-up mouse model in
the laboratory consisting in a chronically exposure to low-dosed chemicals in mixture added to a high-
fat-high-sucrose diet (HFHSD) and inducing sex-specific metabolic disturbances.

Methods: Five week-old C57BI16/J mice were fed a HFHSD containing or not (control) a mixture of
2,3,7,8-TCDD (dioxin), polychlorobiphenyl (PCB)153, DEHP (phthalate) and bisphenol A at doses
resulting in mice exposure at the Tolerable Daily Intake dose range (TDI) for each pollutant. Part of
mice were ovariectomized (Ovx) by week 7. A subgroup of Ovx mice received implants filled with
either vehicle or E2. Protocol lasted 15 weeks. Metabolic phenotyping (glucose tolerance test,
glycaemia, plasma levels of insulin, leptin, triglycerides (TG), cholesterol, hepatic TG and cholesterol)
and gene expression analysis of the liver and the adipose tissues by RT-qPCR were performed.

Results: Ovariectomy resulted in enhanced body weight and fat pads, glucose intolerance and insulin
resistance normalized by E2 replacement but no TG accumulation. RT-qPCR analysis extended these
data also showing in E2-replaced mice deregulated expression of Esrl and of several genes involved
in the control of cholesterol metabolism in the liver (Srebf2, Hmgcr, Cyp7al). Estrogen (Esrl, Esr2,
Gperl) and androgen (AR) receptors were distinctly regulated in Ovx mice but in a similar way within
fat depots (subcutaneous, SAT and gonadic, VAT). In addition, regulation was inversed regarding
adipogenesis markers (Fabp4, Lipe, Lpl) enhanced in SAT but not in VAT, and inflammatory markers
(Tnfa, Il1b, 1112a) enhanced in VAT but not in SAT. Interestingly, pollutant exposure of Ovx mice
resulted in enhanced Esrl mRNA levels in SAT and enhanced Esrl/AR ratio in both fat pads thus
copying E2 replacement. In the liver, genes impacted included Nr1h3, NrOb2, Cd36 and Cyp7al but
not Esrl in a direction distinct from the one triggered by E2 replacement.

Conclusion: Because of the very low doses of pollutants used in the mixture, these findings may have
implications in terms of understanding the potential role of environmental contaminants in the
development of metabolic diseases, especially in females during the menopausal transition.
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Aim. - Eating disorders (EDs), disordered eating (DE) and obesity are thought to have overlapping
aetiological processes. DE in obesity can jeopardize weight-loss results, and acyl ghrelin (AG) is a
hormone that stimulates food intake and reward processes. The main study objective was to determine
whether higher-than-expected concentrations of AG in common obesity are associated with DE
symptoms.

Methods. - The study population included 84 women, aged 20-55 years, free of established EDs:
55 were severely obese (OB) and 29 were of normal weight (NW). OB participants were stratified into
two groups according to their median concentration of fasting AG distribution. The OB with a
high fasting plasma ghrelin concentration (HGC) were compared with both OB women with a low fasting

Drive for thinness
Eating disorders

ﬁ-::]l;::w behaviour plasma ghrelin concentration (LGC) and NW women, Participants were assessed by the Eating Disorder
Obesity Inventory (EDI-2), Three-Factor Eating Questionnaire (TFEQ) and Hospital Anxiety and Depression Scale
Vulnerability (HADS). Fasting glucose, insulin, leptin and ghrelin plasma concentrations were also quantified.
Results. - Between the two AG groups of OB women, there was no statistical difference in either
anthrop ric or ic par s, HADS, TFEQ or fasting hunger scores, However, the HGC group
scored significantly higher than the LGC group on the drive-for-thinness subscale of EDI-2
(9.30 + 0.99 vs. 6.46 1+ 0.83, respectively; P = 0.033).
Conclusion. - Results support the hypothesis of a potential relationship between fasting plasma AG
concentrations and ED risk, regardless of mood and anxiety. AG may be considered a potential biomarker
of vulnerability for developing EDs.
€ 2018 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
Introduction concern. However, there is now a widespread movement to consider

Obesity remains a major concern in patients with diabetes, and
the management of obese patients is also still difficult, especially
when associated with eating disorders (EDs) or disordered eating
(DE). EDs have primarily been considered a psychiatric condition,
whereas obesity has been regarded predominantly as a medical

* Corresponding author, Centre de référence pour les troubles du comportement
alimentaire, hospices civils de Lyon, 59, boulevard Pinel, 69500 Bron, France,
E-mail address: sylvainiceta@chu-lyon.fr (5. Iceta).

https:/{doi.org/10.1016/j.diabet.2018.01.006
1262-3636/© 2018 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

EDs, DE and obesity as part of the same continuum of weight-related
disorders. The basic components necessary for an integrated theory
of DE and obesity include sociological and psychological parameters
leading to the perception that I am too fat” is a problem,
maladaptive limitation of food intake (dietary restraint) to correct
the problem, hunger (from eating less food) and the physiological
reaction to hunger {hormonal control of food intake). To enhance
preventative and interventional efforts, there is a strong need for
early detection of psychological factors contributing to the
development and maintenance of EDs and obesity.
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Abstract

Background/Objective In obesity there is growing evidence for common mechanism belween food intake regulation and
substance use disorders, especially more attentional bias and less cognitive control. In the present study we investigated
whether severely obese subjects with or without disordered eating exhibit electroencephalographic (EEG) event-related
potential (ERP) modifications as observed in substance abusers.

Subjects/Methods A tolal of 90 women were included; 30 in the normal-weight (NW) group (18.5 < BMI <24.5 kg/m?; no
food disinhibition or restriction on the Three-Factor Eating Questionnaire) and 60 participants with BMI =35 kg;fm2 were
separated into two groups (n— 30): without food disinhibition (disinhibition score <8; ObFD— group) and with food
disinhibition (score >8; ObFD+). Clinical and metabolic parameters as well as compartmental aspects (Eating Disorders
Inventory-2, EDI-2) were assessed. Participants underwent an ERP recording with an auditory oddball paradigm.

Results The mean +SD P300 amplitudes in Pz were significantly (p <0.03) lower in ObFD— (12.4 +4.6) and ObFD+
(12.5+4.4) groups than in the NW group (13.8 + 5.9). The mean + SD N200 amplitude in Cz was significantly lower in the
ObFD— group (—2.0 + 5.4) than in the NW group (—35.2 + 4.2 vs; p — 0.035). N200 Cz amplitude was cormrelated with EDI-2
Binge eating risk score (p=0.331; p=10.01), EDI-2 Body Dissatisfaction score (p=0.351; p =0.007), and Drive for
Thinness score (p = 0.26; p =0.03).

Conclusions The present study provides evidence for reduction of P300 and N200 amplitude in obese women and that N200
amplitude may be related to more disordered eating and eating disorder risk. This leads to consider attentional bias and
response inhibition as core mechanisms in obesity and as possible targets for new therapeutic strategy.

Introduction

The determinants of food intake, although increasingly well
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known, are still difficult to apprehend especially in patients
suffering from obesity. Despite the widespread availability
of food in industrial countries, only certain individuals will
develop disordered eating and obesity, and ultimately food
addiction [1]. Mechanisms that mediate the transition from
controlled food use to impaired control are still a matter of
investigation. The emerging hypothesis of food addiction
suggests an important role of impulsivity (or lack of inhi-
bition) [2], reward system functioning [3], and cognitive
control [4] in food intake disorders. Although food addic-
tion remains a controversial concept, there is growing
evidence of behavioral and neurobiological overlaps
between food intake regulation in obesity and substance
use disorders (SUD). For instance, in both obesity and
SUD the saliency of a specific type of reward (food or
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